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1. RESUMEN 

La habilidad de p53 para inhibir el crecimiento celular en respuesta al daño del ADN es la principal 

función asociada con su papel de sensor del genoma y supresor de tumores. Sin embargo los 

efectos de las mutaciones de p53 en la sensibilidad celular a daño genotóxico son poco 

entendidas. El estudio de las alteraciones producidas por las mutaciones de p53 en respuesta a 

irradiación permitiría , por ejemplo, intentar restaurar las func iónes de este gen con beneficios 

terapeúticos . Un caso concreto sería la de los cánceres transicionales de vejiga avanzados (TCC) 

que muestran mutaciones de p53 y radioresistencia en casos localmente avanzados . 

El objetivo de este estudio fue analizar la relación entre el status de p53 y la respuesta a radiación 

ionizante (RI) en la línea de cáncer de vejiga r24P53
"'"' trasfectada con p53wt haciendo un 

seguimiento de : 1) el ciclo celular; expresión de la proteína p53 y 14-3-30; 2) y de la viabilidad 

celular. 

En las células trasfectadas con p53w1 se observó un arresto en la fase G2/M del 45% de la 

poblacíon a las 24h despúes de RI (6Gy), lo que no sucedió con las céluas parentales y 

transfectadas con los diferentes plásmidos control (p53mut, pCMVneº). Esto indica que p53wt puede 

activar una vía de arresto en respuesta a RI. 

Los inmunoanálisis tipo "Western Blot'' y de citomeria de flujo mostraron que la expresión de p53 

aumentaba en las primeras horas post-RI (6Gy). De manera interesante, este aumento de p53 fue 

acompañado de la expresión de la proteína 14-3-3E y no de la isoforma o. 

El porcentaje de células viables post-RI, fue significativamente menor en las células transfectadas 

con el p53wt en comparación con los controles. 

Nuestros resultados sugieren la posible reversión del fenotipo radioresistente de células de 

cánceres transicionales de vejiga (TCC) mediante la sobreexpresión de la proteína p53wt. 



2. INTRODUCCIÓN 

La actividad bioquímica de la proteína p53 está asociada con la supresión tumoral. Dicha función 

es consecuencia de la capacidad de p53 para unirse a secuencias especificas en el ADN y a la de 

actuar como factor de transcripción que controla la expresión de un gran panel de genes cuyos 

productos están implicados en una gran variedad de procesos celulares. tales como: 1) 

proliferación ; 2) senescencia; 3) reparación de ADN; 4) arresto del ciclo celular; 5) apoptosis; 6) 

angiogénesis ; 7) regulación del estado redox; 8) metástasis y 9) producción de oxido nitrico. 

En células sin estrés, la localización celular de p53 es variable y depende de la fase del ciclo 

celular, p Ej ., p53 es predominante en el núcleo al aproximarse la célula a la fase G1/S 

(Decraene, 2001 ). En respuesta al daño genotóxico, la proteína supresora de tumor p53 protege a 

las células de mamiferos del desarrollo neoplásico mediante el arresto del ciclo celular o 

induciendo la muerte celular. 

Como se ha mencionado, una gran variedad de estímulos activan la habilidad de p53 para unirse a 

ADN e inducir la acumulación de la proteina. Esta acumulación es atribuida en parte a un 

incremento de su estabilidad (Jiménez, 1999), la cual es debida en gran parte a las modificaciones 

post-transcripcionales, p Ej. fosforilación y acetilación; que conducen a la acumulación nuclear de 

p53 (Fritsche, 1993; Chikayama, 2000). 

La respuesta de p53 a los estímulos varia en los diferentes tipos celulares y depende del nivel de 

expresión de p53. En algunas células los niveles altos de p53 inducen apoptosis , mientras que 

bajos niveles inducen arresto del ciclo celular. Por ejemplo, los timocitos entran más rápidamente 

en apoptosis que los fibroblastos (Kastan, 1991 ; Scott, 1993). 

En el caso de daño al ADN por radiación ionizante {RI), radiación UV, agentes químicos 

mutagénicos y deprivación de nucleótidos. La proteína p53 media el arresto en G1 previniendo la 

síntesis de ADN y evitando el daño celular. Este arresto depende de la actividad de p53 como 

factor de transcripción sobre genes específicos como el p21/Waf1 . Este último es un inhibidor de 

los complejos formados por las cinasas dependientes de ciclinas (CDKºs) 2, 4 y 6, las cuales son 

requeridas para entrar en la fase S. 

En cambio, el mechanism por el cual p53 induce el arresto en la fase G2/M en respuesta al estrés , 
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se desconoce. Se sabe que en esta vía está involucrada la desregulación de la cinasa Cdc2 y de 

la ciclina B las cuales son esenciales para la entrada a mitosis . También se han tratado de 

identificar otras vías por las cuales p53 pudiera llevar el arresto en la fase G2/M (Park, 2000; Yang, 

2000). 

Se sabe que la inactivación de la proteína p53 por mutaciones en el gen es uno de los eventos 

genéticos más comunes en la carcinogénesis humana. Este antecedente le da una gran 

importancia a p53 como un supresor de tumor. Por ejemplo, se ha caracterizado plenamente que 

algunas mutaciones del gen p53 confieren un fenotipo más agresivo a las células de tumores 

superficiales de vejiga que las hace capaces de invadir músculo (Wu, 1996). Pero, lo que aún no 

se ha definido, es si las mutaciones también son las responsables de la emergencia de 

radioresistencia celular en este tipo de tumor. 

Estas propiedades biológicas y celulares han sido estudiadas previamente manipulando la 

expresión de p53 en modelos in vivo e in vitro. Los resultados experimentales justifican la 

esperanza de la investigación básica para tratar de entender las bases moleculares del cáncer 

humano y que apuntan a una posibilidad real de aplicaciones terapéuticas tratando de reestablecer 

la función de p53. 

En las siguientes secciones se describen la estructura y las funciones conocidas de p53 en el ciclo 

celular y el desarrollo de cáncer, y al papel que p53 desempeña en el tumor transicional de vejiga, 

asi como en el desarrollo de la radioresistencia terapéutica. 

3. ANTECEDENTES 

3.1 El gen supresor de tumor p53 

La historia de investigación del gen supresor de tumor p53 (también conocido como TP53), es un 

paradigma en la investigación en cáncer. Esta proteína fue originalmente identificada por la 

observación de que los anticuerpos contra el antígeno largo T del SV40 (virus 40 del simio) de 

animales con tumores producidos con células transformadas con SV40, coinmunoprecipitaban una 

proteína celular de un peso aparente de 53 Kda . De estas observaciones se concluyó que p53 

interactúa con el antígeno largo T de SV40 (Chang, 1979; Linzer, 1979). 
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Al mismo tiempo se encontró sobrexpresión de p53 en tumores inducidos químicamente (Deleo, 

1979), en células de tumores primarios y en una gran variedad de células transformadas sin 

importar la vía mediante la cual se transformaron . Por el contrario, la expresión de p53 en células 

no transformadas fue generalmente baja (Kress, 1979; Lane, 1979). Esta diferencia fue atribuida a 

una alteración en la estabilización de proteina en células transformadas (Oren, 1982). 

Durante la decadas de 1980 varios estudios demostraron que p53 es una proteína esencial y 

dependiente del ciclo celular (Mora, 1980). La idea de que p53 era una proteína reguladora del 

ciclo celular fue compatible con su localización y vida media de 5-1 O min en células no 

transformadas (Roge!, 1985). En 1984 se documentó que la exposición de células no 

transformadas a radiación ultravioleta estimulaba la acumulación de p53, debido a su estabilización 

post-transcripcional (Maltzman, 1984). 

Más tarde se descubrió que las proteínas de algunos virus (proteínas oncovirales) tienen la 

capacidad de unirse a p53. Entre estas se encuentran: E1 B de adenovirus (Sarnow, 1982); la 

proteína E6 del virus del papiloma humano (HPV) (Scheffner, 1990); el antígeno nuclear de 

Epstein Barr virus (Szekely, 1993); la proteína X del virus de la hepatitis B (Wang, 1994), y la 

proteína IE84 del citomegalovirus humano (Speir, 1994) ( Fig . 1 ). 

La obtención del ADNc de p53 (Zakut-Houri, 1985) permitió incrementar el conocimiento sobre su 

función en la transformación celular in vitro y en la tumorigénesis in vivo . 

En la actualidad se conoce que los genes implicados en la transformación celular y progresión del 

tumor pueden dividirse en dos categorías; A) Los protooncogenes: genes que al sobreaclivarse 

generan una función excesiva; y B) los genes supresores de tumor, que al deletarse o mutarse 

llevan a la pérdida de heterocigocidad y a la perdida de su función (Cordon-Cardo, 1997). 

Chen y cols reportaron que la forma de p53 silvestre (p53wt) actúa como un supresor de tumor 

(Chen, 1990). Posteriormente se demostró que p53 puede estar deletado o contener mutaciones 

inactivadoras en más de la mitad de todos los tipos de cáncer humano (Nigro, 1989 Levine, 1991 ; 

Caron de Fromentel, 1992; Hansen, 1997). 

Algunas proteinas mutantes de p53 pueden actuar como proteinas inhibitorias que compiten y 

bloquean la actividad de la proteina p53wt. Se sabe que p53 forma tetrámeros para ser funcional 
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(Kraiss, 1988). Por ejemplo, estas proteínas mutantes dominantes negativas de p53 tienen una 

conformación inadecuada y, al unirse con p53wt, producen una mezcla de tetrámeros con una 

función trancripcional reducida o ausente . Se han logrado obtener anticuerpos que reconocen 

epitopes de las proteinas p53mutadas(Gannon, 1990). 

Se han reportado un gran número de mutaciones que han sido llamadas mutaciones fuertes ya que 

tiene un efecto negativo dominante (Milner, 1991). Además de la pérdida de función, algunas 

proteinas mutantes pueden adquirir nuevas funciones que contribuyen a la transformación y al 

potencial tumorigénico (Dittmer, 1993). 

La observación de que p53 suprime la transformación oncogénica celular fue un hecho interesante. 

Ésta se acompañó del descubrimiento de que p53 podia causar arresto del ciclo celular en la fase 

G1/S debido a que transactivaba genes por medio de su unión a secuencias especificas en el ADN 

(Hansen, 1997). La historia de p53 ha sido complicada con respecto al su papel en el arresto del 

ciclo celular en la fase G2/M (ver más adelante). 

Asimismo se ha especulado un modelo dual en el que p53 no está inducido activamente, pero en el 

que existen formas latentes que pueden estar implicadas en la vigilancia y reparación de la 

integridad genómica cuando las células tienen una mutación endógena y/o una deficiente 

replicación o recombinación del ADN. Todo esto es atribuido a la actividad que tiene p53 como 3'-

5'exonucleasa y a su posible asociación con las ADN polimerasas a y P (Albrechtsen, 1999). 
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Figura. 1. Las proteínas de algunos virus (proteínas oncovirales) pueden unirse a p53, por 

ejemplo: E1 B de adenovirus; la proteína E6 del virus del papiloma humano (HPV); el antígeno 

nuclear de Epstein Barr virus; la proteína X del virus de la hepatítis B; y la proteína IE84 del 

citomegalovirus humano. 

3.1 .1 Estructura de p53 

El gen se encuentra en el cromosoma 17 p13.1. Está constituido por 11 exones (20 kb) y da lugar 

a un ARNm de 2.5kb. En la proteína se han localizado 4 dominios: 1) La región amino terminal , 2) 

la región central y 3) la región carboxilo terminal (que incluye tambien un 4º dominio) (Fig. 2): 

1) Región amino terminal: El extremo amino terminal de p53 es altamente fosforilado y es el 

blanco de una gran variedad de cinasas. cada una de las cuales es activada en respuesta a estrés 

celular (daño a ADN o cambios en externos de crecimiento). 

Esta región de la proteína comprende dos dominios discretos pero complementariamente 

funcionales: 1) un dominio de transactivación (aminoácidos 142
) que cuando se une a un dominio de 

unión a ADN heterólogo, puede funcionar independiente del resto de la molécula de p53 (Raycroft . 
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1991) y 2) un dominio independiente de transactivación , rico en prolinas (aminoácidos63
.
93

) , que es 

necesario para una eficiente supresión de crecimiento (Walker. 1996) Por lo tanto el extremo 

amino de p53 puede funcionar como un sensor que integra las señales de cambios en el ambiente 

intra- y extracelulares . 

La región que contiene los dominios de transactivación (aminoácidos ,..2
) permite que p53 

interaccione con componentes de la maquinaria transcripcional (Unger.1992). También se 

encuentra una pequeña y conservada región BOX-1 la cual interacciona directamente con otras 

proteínas entre las que se encuentran: 1) p300 esta proteína adaptadora de la transcripción es 

requerida para la expresión dependiente de p53, 2) TAF 11 31 o TAF 11 70 que son factores asociados 

a TBP (TATA-BINDING PROTEIN) (Avantaggiati , 1997; Scolnick, 1997). 

El extremo amino de p53 también interacciona con la proteína RP-A de unión a una sola cadena de 

ADN, y a la unidad p62 del factor de reparación TFllH (Dutta, 1993; He, 1993). La proteína de 

adenovirus E1B-55 kDa, la proteína MDM2 y la proteína X del virus de la hepatitis B, se unen a la 

región amino terminal de p53 e inhiben su función de transactivación (Yew, 1992; Oliner 1993). Los 

residuos de los aminoácidos 22 y 23 desempeñan un papel clave en la unión de p53 a las 

proteínas E1B-55 y a MDM2. Además los aminoácidos 19, 22 y 23 son esenciales para la 

activación transcripcional mediada por p53 in vivo (Lin, 1994). 

El extremo amino también contiene una región rica en prolinas (aminoácidos63
.
97

) con mucha 

homología a las proteínas de unión-SH3. Está región es necesaria en algunos modelos 

experimentales para mediar la apoptosis (Sakamuro, 1997), para la supresión del crecimiento de 

células tumorales (Walker, 1996), y para la degradación de p53 mediada por la proteína del 

papilomavirus humano E6 (Li, 1996). 

El hecho de que esta región sea rica en prolinas y contenga cinco motivos de unión repetidos de 

SH3 (PXXP) sugiere que pueda estar involucrada en la interacción física con los elementos de vías 

de transducción de señales de c-abl. Por último, se ha observado que la deleción de los dominios 

de prolinas no afectan la transactivación de algunos promotores como WAF-1, MDM2, y BAX 

(Venot, 1998). 
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2) Región central: la parte central de la proteína está comprendida entre los aminoácidos 102
-
292 

donde se encuentran cuatro regiones conservadas (11-V). Es en esta región en donde se localiza 

entre el 80-90% de las mutaciones de p53 asociadas a diferentes tipos de tumores . Aqui también 

se encuentran los dominios de unión al ADN que se unen a secuencias blanco (El-Deiry, 1992). 

Se ha observado que este dominio es resistente a la proteólisis por enzimas como la termolisina o 

subtilisina (Bargonetti , 1993, Pavletich, 1993). A esta región se unen proteínas como el antígeno 

largo T SV40 (Jenkis, 1988) y las proteínas celulares 53BP1 y 53 BP2 (Ruppert , 1993; Gorina, 

1996). 

La estructura del dominio de unión a ADN consiste en una cadena ~-plegada que forma una 

hendidura que actúa como un andamio de tres asas (loops). La hendidura está formada por dos 

cadenas ~-plegadas antiparalelas que contiene cuatro y cinco cadenas ~ respectivamente. La 

primer asa L 1 (por sus siglas en inglés LHS: loop-sheet-helix) une el ADN a la hendidura principal. 

La segunda asa L2 une el ADN a la hendidura menor. La tercera asa L3 presiona contra L 1 y 

estabiliza la unión p53-ADN (Cho, 1994) (Fig. 2). 

Las asas L2 y L3 estan conectados por un átomo de zinc tetrahédrico coordinado en los residuos 

de los aminoácido Cys 176
, His 179

, Cys238 y Cys242
_ Este átomo de zinc estabiliza la estructura de las 

asas (Hainaut, 1993) (Fig. 3). 

Cuando se analizarán las diferentes mutaciones que presenta p53 se encontró que las mutaciones 

más frecuentes de p53 se localizan en la región de unión a ADN (Figs. 2 y 3). 

Se han encontrado de acuerdo a la estructura dos clases de mutaciones : 

Las mutaciones clase 1 afectan residubs que interaccionan directamente con el ADN, Estas 

incluyen los aminoácidos Arg246 y Arg273 los cuales se encuentran frecuentemente mutados. Las 

mutaciones clase 11 afectan residuos que no tienen contacto con el ADN pero que tienen contacto 

con otros residuos que ayudan en la estabilización de la proteína (May, 1998). 

Por ejemplo, algunas formas mutantes de p53 tetramerizan con p53w1 e interfieren con su unión al 

ADN (Monti, 2002; de Vries , 2002). Otras mutantes alteran la conformación de la proteína y 

producen proteínas que no reaccionan con determinados anticuerpos, esto indica que los epitopes 

blancos no están accesibles (Stephen, 1992). 
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3) Región carboxilo terminal : Residuos 300-393. Incluye dos subdominios bien caracterizados: 1) 

una región de unión flexible (aminoácidos 300
-
318

) que conecta el dominio central con la región 

carboxilo terminal y 2) un dominio de tetramerización (aminoácidos323
-
356

) (Kraiss 1988). 

La estructura del dominio de tetramerización ha sido deducida por resonancia magnética nuclear 

(Clore , 1994 ). La tetramerización es requerida para la transactivación eficiente in vivo y para la 

supresión mediada por p53 del crecimiento de células tumorales (Pietenpol, 1994 ). 

En está misma región se han encontrado tres Secuencias de Localización Nuclear (NLS), y se ha 

demostrado experimentalmente que si se producen mutaciones dirigidas en sitios de NLS1 la 

proteina se presenta totalmente citoplasmática; mientras que las mutaciones dirigidas a NLS2 y 

NLS3 resultan en la localización citoplasmática y nuclear (Dang, 1989; Shaulsky, 1990). 

Junto al dominio de tetramerización se encuentra una región (aminoacidos363
-
393

) que ha sido 

referida como un dominio apoptótico (Wang, 1996) y como un dominio de regulación 

transcripcional (Wang, 1995). 

Se conocen varias proteínas virales y celulares que se unen al extremo C-carboxilo de p53. Estas 

incluyen la proteína X del virus de la hepatitis B; las subunidades XPD y XPB de TFllH (que 

actúan como helicasas in vitro) (Wang 1996; Horikoshi, 1995); una tercera helicasa, llamada CBS 

también se une al extremo carboxilo y está involucrada en la reparación del ADN (Ko, 1996). Se 

ha observado que este extremo también puede unirse a las regiones extrahelicales del ADN 

dañado involucrado en la formación de imparidad dada por deleción ó inserción (Lee, 1995). 

Este extremo une inespecíficamente a extremos de ADN y cataliza la transferencia y 

renaturalización de las cadenas de ADN (Reed, 1995). 
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Figura 2. Estructura de la proteína p53. A) Mostrando los principales dominios que se pueden 

diferenciar en la proteína y las principales proteínas (virales y celulares) que interaccionan con p53. 

También se señalan con números romanos las secuencias conservadas . L 1, L2 y L3 indican las 

regiones que forman las asas "LSH" que son importantes para unión a ADN . B) Se muestran 

principales zonas donde se localizan la mayoría de las mutaciones, también conocidos como sitios 

"hot spot". 
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Figura 3. Modelo tridimensional de la estructura cristalográfica de p53. Estructura del dominio de 

unión a ADN de la proteína p53 (cafe) uniendose al ADN . Los seis residuos de aa que se 

encuentran mutados con frecuencia en las neoplásias humanas (azul), son res iduos de aa 

importantes para la unión a ADN. (Tomado de Cho Y., et al. 1994, Science, 265: 346-355). 

3.2 Regulación y Activación de p53 

La activación de p53 es un evento central en respuesta a diferentes tipos de estrés o estímulos que 

involucran la estabilización y posterior activación de proteinas por una variedad de mecan ismos 

moleculares . 

p53 es un factor de transcripción que regular varios mecanismos mediante la activación o 

supresión de genes especifico.s Por ejemplo, estudios recientes muestran que un gen de p53 

deficiente para la transcripción, por medio de recombinación homóloga, provoca la pérdida de su 

actividad inhibitoria en la proliferación celular (Chao, 2000; Jimenez 2000). 

Aunque la regulación transcripcional mediada por p53 es quizá su principal función, otras 

funciones mediadas por p53 han sido poco exploradas como son la re-loca lización de los 

receptores de muerte en la superficie celular (Bennett, 1998), el papel directo de p53 en la 

mitocondria (Marchenko, 2000), y la habilidad de p53 para regular la traducción por unión directa 

a la región 5· de ciertos RNA 's mensajeros (Miller, 2000) . 
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Como p53 también es un potente inhibidor de la proliferación celular esta función debe ser 

controlada a través de varios mecanismos que incluyen: 1) regulación de transcripción y 

traducción ; 2) estabilidad de la proteína ; 3) localización celular y actividad. La rápida inducción de 

la función de p53 es llevada a cabo en respuesta a las diferentes formas de estrés celular por 

medio de mecanismos post-transcripcionales que conducen a la estabilización y la activación de la 

proteína p53 (Tabla1 ). 

3.2.1. Regulación de la estabilidad 

Uno de los principales reguladores de p53 es la proteína MDM2, que puede inhibir la actividad 

transcripcional de p53 e inducir su degradación. Para esta función MDM2 actúa como una E3 

ligasa, que une a la p53 con ubiquitina para su degradación por la vía del proteasoma. Asu vez 

MDM2 es un blanco transcripcional de p53. En los casos de estrés celular la inducción de p53 

involucra la inhibición de MDM2, solo se lleva a cabo a través de diferentes vías dependientes de 

la señal de estrés (Woods, 2001 ). 

La importancia de este circuito es demostrada en ratones en los que la expresión deficiente de 

MDM2 conduce a la muerte embrionaria causada por apoptosis aberrante inducida por p53 (de 

Rozieres , 2000) . Por el contrario, en la ausencia de p53, los ratones deficientes en MDM2 se 

desarrollan normalmente. Estos experimentos demuestran el papel critico de MDM2 en la 

regulación negativa de p53 durante el desarrollo. 

Los mecanismos que regulan la degradación de p53 mediada por MDM2 incluyen: 1) la represión 

directa de MDM2; 2) las modificaciones post-traduccionales de p53 y MDM2; 3) la expresión de 

proteínas que inhiben la función de p53 y 4) la regulación de la localización celular de p53 o de 

MDM2. A continuación damos algunos ejemplos de las vías señaladas: A) se ha observado que las 

cinasas Chk1 y Chk2 pueden fosforilar un sitio del extremo N-terminal de p53. Esta fosforilación 

inhibe la interacción de p53 con MDM2 y por lo tanto previene la degradación de p53 (Chehab, 

2000; Shieh, 2000). B) otro mecanismo establecido para la degradación de p53 es mediante la 

proteína E6. Esta proteína es producto de un gen viral perteneciente a los papilloma virus 

humanos (HPV) y tiene el papel de una ligasa de ubiquitina. La proteína E6 forma un complejo con 
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p53 marcándola para su eficiente degradación. En los experimentos in vitro e in vivo las células 

que expresan E6 son incapaces de poseer niveles basales de p53 debido a que la proteína p53 no 

puede ser estabilizada (Nuber, 1998). 

3.2.2 Regulación de la localización de la proteína p53 

La función de p53 depende de su localización nuclear. Por ello la importación y exportación del 

núcleo son altamente reguladas (Vousden, 2000) . La importación al núcleo es dependiente de su 

interacción con la red de microtúbulos y de una proteína nuclear conocido como Dineina 

(Giannakakou, 2000). Esto indica que p53 es importada activamente hacia el núcleo. La 

importación es dependiente de las señales de localización nuclear encontradas en el extremo 

carboxilo de la proteína p53, donde también se encuentran señales de exportación al citoplasma 

(Stommel, 1999). Otros estudios recientes también han demostrado que la actividad de ligasa de 

ubiquitina de MDM2 es crítica para la exportación de p53 al citoplasma (Boyd, 2000). Se ha 

observado que la ubiquitinación de p53 ocurre en el extremo carboxilo y que si se presentan 

mutaciones en algunos residuos de lisina de esta región esto inhibe el exporte nuclear dependiente 

de MDM2 (Geyer, 2000). 

3.2.3. Regulación de la actividad de p53 

Además de los mecanismos de regulación de la estabilidad y localización de la proteína p53 

existen mecanismos para modular la capacidad de unión de p53 al ADN. Varias modificaciones 

post-transcripcionales en el extremo carboxilo terminal de p53 generan un aumento de su unión a 

secuencias especificas de ADN . Estas modificaciones son principalmente: fosforilación y 

acetilación (Tabla1 ). 

A) Fosforilación: varias cinasas pueden fosforilar distintos dominios de p53 in vítro. Por ejemplo, la 

ADN-PK (DNA-activated protein kinase), la cinasa ATM (Banin,1998), CK1 (casein kinase 1-like 

protein cinasa) y CAK (CDK-activating kinase) fosforilan diferentes sitios del extremo de 

transactivación N- terminal de p53 (Chernov, 1998). 

Estos eventos de fosforilación afectan la función de transactivación de p53. Por ejemplo , la 

mutación de tres residuos de serina del extremo N-terminal que son blancos de las cinasas (antes 
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mencionadas) resultan en un decremento significativo en la función supresora y transactivadora 

mediada por p53 (Mayr 1995). También las mutaciones de varios residuos de serinas tienen un 

efecto diferencial en la velocidad de unión de p53 a varios promotores blanco (Lohrum, 1996). 

B) Acetilación: La acetilación de las lisinas en el extremo carbolixo de p53 es mediada por 

acetiltransferasas como p300/CBP y pCAF, que también pueden unirse al extremo amino-terminal 

de p53 (Gu, 1997; Liu 1999). La fosforilación en el extremo amino-terminal de p53 aumenta la 

interacción con las acetiltranferasas, estableciéndose así una cascada de fosforilacción/acetilación 

que resulta en un aumento de la actividad de p53 (Sakaguchi, 1998). 

Además de regular la actividad transcripcional de p53, las modificaciones post-transcripcionales de 

p53 juegan un papel muy importante para determinar la respuesta celular correcta para la 

activación de p53. 

Varios estudios han demostrado que p53 participa en la determinación de la respuesta correcta 

por activación diferencial de distintos grupos de genes para inducir un arresto del ciclo celular o la 

apoptosis según las circunstancias y el grado de daño genotóxico (Fig. 4) . 

La regulación de la represión transcripcional por p53 es otro mecanismo por medio del cual las 

respuestas apoptótica y de ciclo celular pueden ser reguladas independientemente. La represión 

transcripcional por p53 puede ser mediada por una interacción con mSin3a y desacetilasas de 

histonas (Murphy, 1999) que incrementan su actividad apoptótica. Además de marcar a p53 para 

su degradación, la unión de MDM2 a el dominio amino-terminal de transactivación de p53 conduce 

a una inhibición de la unión a ADN. 

En resumen, tanto la transcripción del gen de p53, como la función y la degradación de su proteína 

están finamente controlados por múltiples mecanismos que se activan dependiendo de los 

estimulas a los sea sometida una célula. Además según las circunstancias , p53 inducirá sus 

efectos sobre el ciclo celular, proliferación, reparación de ADN ó apoptosis (Fig. 4). 
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Regulador positivo 

ATM 

ADN-PK 

ATR 

JNK 

CDK7/CyCH/p36 

Cdk's 

P38 

CKll 

PKC 

P300 

PCAF 

c-Abl 

P19ARF 

E2F-1 

c-Myc 

Rb 

HIF-1a 

Ref-1 

WT1 

PARP 

BRCA1 

p33ING 

Unión a p53 ó Modificación de p53 

Fosforilación (ser 15) 

Fosforilación (ser 15. 37) 

Fosforilación (ser 15) 

Fosforilación (ser 33) 

Fosforilación (ser 33) 

Fosforilación (ser 315) 

Fosforilación (ser 392) 

Fosforilación (ser 392) 

Fosforilación (ser 371, 376, 378) 

Acetilación 

Acetilación 

Unión a p53, antagonista MDM2 

Antagonista MDM2 

Inducción de p19ARF 

Inducción de p19ARF 

Antagonista parcial de MDM2 

Unión a p53 

Regulación del estado redox 

Unión p53 

Unión a p53 

Unión a p53 

Unión a p53 

Efectos en p53 

Estabilización, activación 

Estabilización, activación 

Estabilización , activación 

Estabilización 

Activación 

Activación 

Activación 

Activación 

Activación 

Estabilización, activación 

Activación 

Estabilización, activación 

Estabilización, activación 

Estabilización, activación 

Estabilización, activación 

Estabilización 

Estabilización 

Activación 

Estabilización, activación, 

reduce transrepresión 

Estabilización , activación 

Activación 

Activación 

Tabla 1. Regulación de p53. Las proteínas que la regulan positiva y negativamente pueden hacerlo 

a través de una unión física con p53, por modificación post-transcripcional de p53 o por una acción 

indirecta. Tomado de Sionov, et al. 1999. Oncogene. 18 6145- 6157 . 
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Regulador negativo Unión a p53 ó Modificación de p53 Efectos en p53 

MDM2 Unión a p53. exportación nuclear- Inhibición. desestabilización 

ci toplásmico 

Bcl -2 Bloqueo del importación nuclear de p53 Inh ibición 

BRCA2 Unión a p53 Inhibición 

MDMX Unión a p53 Inhibición 

IGF-1 , bFGF Inducción de la expresión de MDM2 Antagonista de p53 a través de 

MDM2 

Tabla 1 (continuación). Regulación de p53. Las proteínas que la regulan positiva y negativamente 

pueden hacerlo a través de unión física con p53, por modificación transcripcional de p53 o por una 

acción indirecta . Tomado de Sionov, et al. 1999. Oncogene, 18: 6145- 6157 . 
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cambio metabólico 

+ p53, __________ t p53 

1 1 

rf\ Control de la replicación del ADN 
Reparación del ADN 
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P21 GAD045 14-3-3cr 

/ \ i j 
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Figura 4. Esquema de las diferentes respuestas mediadas por p53 que se pueden obtener por 

diferentes tipos de estrés celular. También se propone a p53 como un sensor de la integridad 

genómica 
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3.3 Ciclo celular y su regulación. 

Las células de mamífero se propagan por mitosis . Cuando una célula se divide se obtienen dos 

células hijas y cada una lleva consigo una carga genética de cromosomas idéntica a la célula 

parental. Después de un intervalo de tiempo las células hijas también se dividirán por mitosis. 

El tiempo entre las divisiones es conocido como ciclo mitótico somático. Este ciclo mitótico consiste 

en cuatro fases: fase Gap 1 ó fase G,, cuando la célula se prepara para sintetizar ADN; fase S, 

en la cual la célula sintetiza ADN y se replica un número idéntico de cromosomas; fase G2, en la 

cual la célula se prepara para la división; y la mitosis ó fase M, en la que la célula se divide en dos 

células con idéntica carga genética, todas las fases están reguladas por unas proteínas llamadas 

Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDK 's) que forman heterodimeros con otras proteínas 

llamadas ciclinas, estos heterodimeros , a su vez son regulados principalmente por cinasas (Fig.5) . 

La mitosis a su vez se subdivide en 4 fases; profase: cuando se condensan los cromosomas; 

metafase: cuando los miembros de cada par de cromátidas se unen a los microtúbulos; anáfase: 

cuando las cromátidas hermanas se separan a los extremos opuestos por los microtúbulos; 

telofase: se forma el núcleo y se descondensan los cromosomas, (Martínez, 2001) (Fig.5). 

CDC25 
CAK : ~:mwu ·· -.EM 

.. // 1\-"1~:;- ·J:<c,::==w= .. ==1;v~~:;iw'ht: 
p15, p16, p19 B ~ Tm Myt ®r1, 1 

s G2 

Kip/Clp 
p21, p27, p57 

Figura 5. Diagrama que muestra las vías más importantes la de activación e inactivación de varios 

complejos CDK's-ciclinas que gobiernan las diferentes fases del ciclo celular en células eucariótas. 
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3.3.1 Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDK"s) 

La progresión a través de un ciclo de división celular es regulada por una compleja red de señales 

extra- e intracelulares, que activan o desactivan de manera coordinada y secuencial a la 

maquinaria básica de reguladores clave conocidos como Cinasas Dependientes de Ciclinas 

(CDK"s), todos los miembros de estas proteinas pertenecen a la familia de las cinasas de residuos 

de serinas-treoninas (Zhang, 1999; Martinez, 2001 ). 

Estas CDK's son inactivas como monómeros y requieren de fosforilación y asociación con otras 

proteínas reguladoras llamadas Ciclinas para ser funcionales . Sólo el heterodimero Ciclina-CDK 

proporciona la actividad a estos complejos que son ensamblados y activados a tiempos diferentes 

durante ciclo celular (Tabla 2). Asi los diferentes complejos ciclina-CDK controlan actividades 

específicas del ciclo celular como la sintesis de ADN y mitosis, entre otras (Nigg, 1995) (Fig . 6). 

G1 s G2 M G1 ..... 1-----·· ..... 1--------i~· ..... 1-__, •• 

Ciclina B-Cdk1 

Ciclina A-Cdk2 
Ciclina E-Cdk2 

Tiempo t 
Cdc25 

Figura 6. Los diferentes complejos cilcina-CDK son activados y desactivados a través del ciclo 

celular. 

En la actualidad se conocen trece distintas familias de ciclinas y diez de CDK 's. Cada COK 

interactúa con un grupo específico de ciclinas . Por lo que, aqui solo citaremos las más relevantes 

involucradas en el ciclo celular. 
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-COK4 y COK6: Estas COK's se unen selectivamente a las ciclinas del tipo O durante la fase G1 y 

regulan la fosforilación de pRB en la fase G, /S del ciclo celular. 

-COK3: Ha sido propuesta como una cinasa reguladora de la fase G, tardia (Matsuoka, 2000) 

Contribuye a la activación de los factores de trascripción E2F-1 , E2F-2 y parcialmente a la de E2F-

3. Por lo tanto contribuye en el de inicio de la fase S (Hofmann, 1996). También se ha encontrado 

que COK2 o COK3 pueden promover la apoptosis por interferencia con la respuesta celular a los 

factores de sobrevivencia (Braun, 1998). 

-COK2: Esta COK en unión a la ciclina E Interviene en el termino de la fase G1 y tempranamente en 

la fase S del ciclo celular. Se ha encontrado recientemente que esta proteína es esencial para la 

duplicación del centrosoma en células de mamíferos (Meraldi , 1999). 

-COK1 (Cdc2): Juega un papel importante en la fase mitótica del ciclo celular. Es conocido que 

COK1 ésta unido a la ciclina B y puede fosforilar el extremo e-terminal de la RNA poi 11 (Oesai, 

1995) y la proteína Eg5. Esta última es requerida para la adecuada separación de los centrosomas 

y el ensamble del huso mitótico (Blangy, 1995). Otro papel que recientemente se le ha atribuido a 

COK1 es el arresto del ciclo celular en la fase G2/M (Roulblevskaia, 2000). 

-COK? : Esta proteína se une a la ciclina H y forman un complejo llamado CAK (Clarke , 1995), que 

fosforila y activa a otros complejos Ciclina ·s-COK 's. Este complejo en mamíferos, puede fosforilar a 

Cdc2 y COK2 cuando se encuentren formando complejos con sus respectivas ciclinas (Poon, 

1993). 

-COK5: Aparentemente COK5 no tiene un papel importante en el control del ciclo celular. 

3.3.2 Ciclinas 

Las ciclinas son un grupo de proteínas altamente conservadas a través de la evolución en 

diferentes especies . La homología entre ciclinas se encuentra en el dominio responsable de la 

un ión y activación a COk's (Lees, 1993) y se ha demostrado que las mutaciones en esta región 

inhibe ambas actividades . Cada COK interactúa con un grupo especifico de ciclinas, para controlar 

una función determinada dentro del ciclo celular. 
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La función de las ciclinas, es controlada principalmente por cambios en niveles de RNAm en las 

células mamíferas. se ha demostrado la oscilación secuencial de los niveles de las principales 

ciclinas (E. A y B) (Pines . 1991) Estos datos han permitido documentar el papel de cada una de 

ellas durante el ciclo celular, en particular el complejo ciclina E-Cdk2 tiene un papel critico en el 

avance a la fase S; el complejo ciclina A-Cdk2 uno en la fase S y otro en la fase Gz-M; y el 

complejo cicl ina B-Cdk1 es activado en la parte final de la fase G2 por la fosfatasa Cdc25 (Fig . 6). 

Tabla 2. CDK's y proteínas relacionadas 

Cinasa Subunidad reguladora Substratos Función 

CDC2 Ciclina A y B pRb, NF,histona H1 G2/M 

CDK2 CiclinaA, E y D pRb, p27 G1/S, S 

CDK3 Ciclina E E2f1 /DP1 G,IS 

CDK4 Ciclina 01, 02 y 03 pRb G1/S 

CDK5 P35, ciclina 01 y 03 NF, Tau Diferen . Neuronal. 

CDK6 Ciclina 01 , 02 y 03 pRB G,/S 

COK? Ciclina H CDC2, CDK2/4/6 CAK 

CDK8 Ciclina C RNApol 11 Regulación Transcripción . 

CDK9 Ciclina T PRb, MBP G1/S 

3.3.3 Regulación del ciclo celular 

Los niveles de la ciclinas son controlados por 3 factores principales que son: 1) a nivel 

transcripcional ; 2) por modificaciones post-traduccionales y 3) la proteolísis dependiente de 

ubiquitinación (Martínez, 2001 ). 

Dentro de las modificaciones post-traduccíonales se encuentran (Pines, 1999), por ejemplo: 

-Fosforilaciones de CDK's para adquirir su actividad catalítica, estas fosforilaciones afectan el sitio 

de unión a la ciclina aumentando su avidez para formar algunos complejos CDK-ciclina 

(Ducommun, 1991 ). 
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-Los complejos ciclina-CDK's pueden inactivarse por fosforilación en uno o dos de los residuos 

que se encuentran en el sitio de unión de ATP de las CDK 's (p .ej . los residuos treonina14 y 

tirosina 15 en Cdc2 y CDK2 humanas) . Un ejemplo de este tipo de fosforilación se lleva a cabo 

como un punto de control en la fase G2/M en el caso de daño a ADN (ver más adelante) (Fig. 5 y 

7) . Las tirosinas conservadas en varias CDK 's pueden ser fosforiladas por la cinasa Wee1/Mik1 y 

el res iduo de treonina por My11 (Coleman, 1993). 

-Las fosfatasas de la familia Cdc25 son las encargadas de activar el complejo ciclina-CDK al 

remover los grupos fosfato de los residuos de tirosina y treonina en el sitio de unión de ATP de las 

CDK's (Fig.7) . A la fecha se conocen tres miembros de esta familia de fosfatasas en células de 

mamífero, éstas son: Cdc25C, que está relacionada a la activación del complejo ciclina B-CDC2 en 

la mitosis; Cdc25A que regula la progresión de la fase G, y que puede ser fosforilada y activada 

por la ciclina E-CDK2 en el inicio de la síntesis de ADN y por último, Cdc25B cuyo papel es 

desconocido hasta el momento (Galaktionov, 1991 ). 

-También se conocen dos familias de inhibidores de CDK's especificos que pertenecen a las 

familias CIP/KIP e INK4 (Tabla 3) . Algunos de estos inhibidores pueden actuar como factores de 

ensamble entre algunas ciclinas y sus CDK's (Hengest, 1998; Carnero, 1998). Los miembros de 

estas familias son inhibidores generales de todos los complejos y se acumulan en respuesta a un 

amplio rango se estímulos antiproliferativos . Estas proteinas se asocian de preferencia con el 

complejo CDK-Ciclina y su sobreexpresión induce el arresto de las células en diferentes fases del 

ciclo celular. Los miembros de la familia CIP/KIP más conocidos son las proteinas p21 , p27 y p57 

estas moléculas son consideradas inhibidores universales debido a que estas pueden unirse e 

inhibir la actividad cinasa de diferentes complejos formados por las cinasas dependientes de 

ciclinas (CDK2, CDK4 y CDK6) . 
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Tabla 3. lnhibidores de CDKºs . 

INK4 Kip/Cip 

Fase del ciclo Complejo-CDK-ciclina 

celular p15 p16 p18 p19 p21 p27 p57 

G, Ciclina D/CDK 4-6 + + + + + + ± 

G1/S Ciclina E/CDK-2 + ± + 

s Ciclina NCDK2 + + 

G2/M Ciclina B/CDC2 + 

3.3.4 Puntos de control ó "Checkpoints" 

El ciclo celular requiere de la coordinación precisa de una variedad de eventos que van desde la 

síntesis macromolecular, el ensamble de reguladores y la degradación proteica. El ADN debe ser 

replicado, los cromosomas condensados y segregados. El huso mitótico debe ser duplicado y 

separado para migrar; los cambios en la membrana celular y nuclear deben completar una 

duplicación correcta (Carnero, 2000). 

La progresión del ciclo celular debe ser entonces finamente controlada por la integración de 

señales positivas y negativas. Dentro de estas últimas están los llamados puntos de control ó 

"checkpoints" que son puntos de monitoreo y control , formados por vías de transducción 

específicas para impedir la progresión del ciclo celular en respuesta al daño genotóxico (Fig. 4) 

(Lowndes, 2000). 

El concepto de un "Checkpoint" fue introducido por Hartwell, para referirse a los mecanismos 

celulares envueltos en la fidelidad de la transmisión genética . Un "checkpoint" de daño a ADN es 

un mecanismo de vigi lancia que evalúa la integridad del genoma. De esta forma, los puntos de 

control pueden inh ibir la progresión del ciclo celular hasta que las anormalidades del genoma son 

reparadas (Hartwell, 1989). 

La demora o arresto del ciclo celular está frecuentemente mediada por la desregulación de la 

actividad de las CdK's, que como se mencionó anteriormente son esenciales para la ejecución de 

la mayoria de los puntos de control (Grana, 1995). Algunos puntos de control conocidos son : 
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1) START: integra las señales tempranas intrínsecas y externas en G, para determinar si la célula 

puede continuar con otro ciclo de replicación (Pardee, 1989). 

2) Punto de control de daño a ADN en G, : La célula se arresta previo a la fase S para permitir la 

reparación de una lesión potencialmente mutagénica en el ADN (Kaufmann, 1996). La mayoría de 

los estudios sobre el papel de las oncoproteinas en la progresión del ciclo celular se habían 

concentrado en los puntos de revisión de START y G,, (Fig. 4). Esto fue debido a que la 

transformación maligna está frecuentemente asociada con la pérdida de los punto de control de G,, 

en la cual se involucran mutaciones o desregulaciones de proteínas esenciales como pRB y E2F, 

donde este último actúa como un promotor de transcripción necesario para el avance del ciclo. La 

liberación de E2F se regula por la proteína p21, la cual junto con p27 pueden regula negativamente 

la función de los heterodimeros cdk-ciclina·s y asi poder detener el ciclo celular a la fase S, (Kamb, 

1995; Martínez, 2001 ). 

3) Punto de control de daño en fase S: previene la iniciación de los replicones posterior al daño a 

ADN sin interrumpir la síntesis de ADN, aqui se ha visto involucrada la proteína inhibidora p57, la 

cual no permite la liberación de los factores de trascripción necesarios para avanzar en la fase S 

(Kaufmann , 1996). 

4) Punto de control de replicación de ADN (S/M): revisa el estado de replicación del ADN para 

medir que células no entraron a mitosis por una replicación incompleta de sus cromosomas 

(Anderson, 1992). 

5) Punto de control de reparación G2 : previene la entrada a mitosis si no se ha reparado el daño a 

ADN que podría resultar en anormalidades de segregación cromosomal durante la mitosis 

(Kaufmann, 1996). El arresto de la fase G2 /M ocurre tardiamente y normalmente esta asociado 

con la muerte celular. 

Más recientemente se ha centrado el interés sobre el punto de control de la fase G2/M. Se sabe 

que la mitosis no avanza sin la completa activación del complejo Cdk 1-c iclina B; esta activación 

requiere de la fosforilación en el residuo tirosina 161 de la COK 1, de la desfosforilación de los 

residuos de treonina 14 y tirosina 15 la cual es llevada a cabo por Cdc25 (la fosforilación de 

inhibición de lo residuos de treonina 14 y tirosina 15 es llevada a cabo por Wee1) y que se fosforile 
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el residuo de treonina 162 de la CDK 1 por la fosforilasa CAK (cinasa activadora de CDK) para que 

el complejo sea completamente funcional (Fig. 7). 

Se ha visto que p53 también juega un papel muy importante en este punto de control. Por ejemplo, 

se sabe que p53 bloquea el ciclo celular al inhibir indirectamente a la CDK 1, por tres genes 

blanco de p53 que son: Gadd45, p21, 14-3-3cr, (Bunz,1998; Jin, 2000; Peng,1997; Taylor, 1999). 

En este punto de control se han encontrado tres nuevas familia de proteínas que son reguladores 

negativos del complejo CDK1-ciclina B: Cds1 (Chk2/Rad 53), Chk (Chk1 P56
) y las proteínas 14.3.3 

(Rad 24/Rad25 (Martínez, 2001; Winters, 1998). 

Aun quedan varias incógnitas en las vías de señalización que inducen el arresto en G2 bajo ciertas 

circunstancias. Más recientemente se empiezan a evaluar vías de arresto en G2 que son 

independientes de p53 (Bache, 1999). 

CDC25 

©y, <::::.: y, 

@1 ::::::::>- T, 
Wee1 
CAK 

Figura 7. Ejemplo de la regulación de los complejos CDK-Ciclina . 

3.4 Cáncer de vejiga (CaVe) 

Una célula tumoral se distingue de una célula normal por adquirir ciertas características como son 

la inmortalidad, proliferación celular no restring ida, transformación morfológica y en algunos casos 

la capacidad de metastatizar. Estos cambios son dados por transtornos genéticos y epigenéticos 

de las células. Hasta hoy solo se conocen algunos genes involucrados en el desarrollo tumoral; 

aún no se conocen bien las causas tempranas que desencadenan la inducción del desarrollo del 

cáncer. 

El CaVe es la 8ª causa de muerte en México y es más frecuente en varones . El principal factor de 

riesgo asociado es el tabaquismo. Entre el 75 y 80% de los casos nuevos de CaVe son 
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superficiales y se limitan a la mucosa (estadio Tis o Ta) o a la lamina propia (T,) . La mayoría de 

estos tumores son extirpados por resección transuretral y se curan (Fig . 8). Sin embargo, después 

de la cirugía un 30 a un 85% de los casos recurren y del 1 O al 30% de estos recurrentes progresan 

a tumores que invaden al músculo (Estadios Tr T4).o metastasicos (N+, M+) En estos casos el 

pronóstico cambia y se vuelve muy desfavorable (Jung , 2000) . El manejo se torna más radical 

requiriéndose la extirpación de la vejiga (o cistectomía radical) y la sobrevida de pacientes es de 

solo 2 años. 

El papel de la radioterapia en el tratamiento del carcinoma invasivo de la vejiga ha ido cambiando 

con el tiempo . Anteriormente la presencia de un tumor invasor era indicación precisa para la 

cistectomia radical. Sin embargo, hoy día , la radiación ionizante (RI) o radioterapia en combinación 

con quimioterapia (p .ej . cisplatino) es altamente efectiva para el control local del tumor y para la 

preservación de la vejiga (Rodel, 2001 ). Esta estrategia es al menos un 60 a 70% tan efectiva 

como la cistectomía radical para estos casos. Por ello sería deseable el que pudiéramos 

incrementar las tasas de respuesta local a radioterapia sin tener que utilizar la quimioterapia para 

evitar su toxicidad sistémica . Y una estrategia para lograrlo podría ser la radiosensibilización de las 

células tumorales (Benda, 1996; Pedraza , 1999). 

Por citogenética se han documentado cambios específicos en el cromosoma 17 en relación a la 

progresión de los tumores superficiales de vejiga. En la evolución molecular del cáncer de vejiga la 

diferencia más significativa entre los tumores no invasivos contra los invasivos es que el gen y/o 

proteína de p53 está frecuentemente alterados ya sea a nivel de ADN o de su transporte al núcleo. 

Se han observado mutaciones de p53 en el 40-60% los tumores de liejiga analizados en diferentes 

trabajos con pacientes (Cordon-Cardo, 1997; Sarkar, 2000 Berggren, 2001 ), estos datos también 

concuerdan con los obtenidos al secuenciar el gen de p53 en la mayoría de las líneas tumorales de 

vejiga (Cooper, 1994) 

Se ha encontrado en pacientes con de cáncer de vejiga que la sobreexpresión de p53 está 

asociada con un alto riesgo de recaídas y progresión tumoral (Esrig, 1994; Cote, 1997; Toktas, 

1999). Aún más, el hallazgo de mutaciones de p53 por medio de inmunohistoquímica en estos 
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tumores han sido relacionadas con una respuesta refractaria a la radioterapia (Wu, 1996; Osen, 

1998). 

Mas recientemente se ha tratado de explicar el desarrollo del cancer y la resistencia terapéutica a 

la teoria que explica los orígenes de los desequilibrios moleculares que modifican la genética 

normal de una célula son llevados a cabo en la células tronco( células madre, células tallo) . 

En tejido normal, las células tronco tienen una alta capacidad de autorenovación y de dividirse por 

división asimétrica dando lugar a una nueva célula tronco y otra célula mas diferenciada con una 

taza de proliferación mas alta pero con una capacidad de autorenovación baja o ausente. Esta 

última célula puede progresar y conducir a diferentes linajes. Finalmente estos se pueden 

diferenciar en células especializadas que mantienen el tejido. 

También las células tronco pueden entrar a una división simétrica para generar dos células tronco 

o dos células mas diferenciadas. La decisión para entrar a la división asimétrica o simétrica esta 

dictada por señales principalmente locales. Los eventos oncogénicos ocurren en la segunda 

generación de células con capacidad de dividirse y de comenzarse a diferenciarse, estos eventos 

inducen o incrementando la capacidad de autorenovación y reducen las propiedades de 

diferenciación terminal, (Perez-Lozada, 2003) 

Todas las células de cancer tienen la misma conducta, capacidad de aurorenovación y bloqueo del 

programa de diferenciación. Otra conducta de algún subgrupo de estas células es que aparte de 

autorenovarse también adquieren la capacidad clonogénica . Esto se refleja principalmente en los 

tumores de tipo solido . Los eventos oncogenicos ocurridos en las células tronco y sus cambions 

gene:icos son propagados a todas las células hijas. Sin embargo, solo un linaje muestra 

propiedades de transformación, con un bloqueo en el programa de diferenciación terminal. Los 

cambios geneticos pueden ser encontrados en otro tipo de linaje, pero estas células no muestran 

cambian en el fenotipo (pueden diferenciarse normalmente, esto se ha observado en algunos 

canceres hematopoyéticos).La mutación de iniciación ocurre primeramente en las células tronco, lo 

cual bloquea consecuentemente su capacidad de producir ciertos linajes. En esta situación, el 

destino de la célula tumoral es determindado por la naturaleza de los eventos oncogenicos (Perez

Lozada, 2003; Trosko , 2001 ). 
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Con estos antecedentes resulta del mayor interés investigar la restauración de las funciones 

normales de p53w1 como supresor de tumor y un posible nuevo agente terapéutico en el tratamiento 

y respuesta a la RI de células transicionales de cáncer de vejiga que presenten mutaciones de 

este gen. 

Tis Ta T, 

Urotelio 

Lámina Propia 

Músculo 

Tejido Prevesical 

Cambios cromosómicos 9p/q Sq 3p 17p 

[:] 
~ 1 ........ 

Urotelio / ~ ~ 1

1 

T1 ______.,,,,. Ti + 
Normal -

L-----' ~ 1 /r 

~ 

11p 6p 13q 18q 

Figura 8. Modelo genético de la progresión del cáncer de vejiga . En este modelo se hipotetizan 

dos diferentes vías que caracterizan los eventos tempranos de tumorigénesis ocurridos en el 

urotelio. Estos eventos son seguidos por anormalidades secundarias que están involucradas en la 

progresión del tumor (tomado de Cordon-Cardo, 1997). 

3.5 Aplicación de la radiación ionizante (RI) en humanos 

El uso de la radiación es una parte integral de la vida moderna. Las aplicaciones médicas de la 

radiación son aceptadas comúnmente. ya sea como rayos X para diagnóstico o las de radiación 

ion izante (RI ) para el tratamiento del cáncer. Gracias a esa capacidad para liberar particu las 
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ionizantes en un volumen especifico de tejido, la RI presenta una singular oportunidad para tratar 

enfermedades sin necesidad de cirugia y sin riesgo de toxicidad sistémica . 

La medida o cantidad de radiac ión es usualmente llamada dosis, que es una medida basada en 

términos de la energia absorbida por el tejido. Luego, la unidad de dosis absorbida es el Grey (Gy) 

que se define como Ja energía de 1 joule por kilogramo de tejido. En algunas instancias , la dosis 

puede ser más baja que un Gy y se le conoce como miligrey (mGy) o microgrey (µGy) (Hall , 

1998). 

3.5.1 Efectos de Ja RI en células 

La RI es aquella capaz de romper las uniones químicas de moléculas que son constitutivas de Jos 

seres vivos y que conlleva a cambios biológicos importantes. Esto se debe principalmente a Ja 

diferente longitud de onda que poseen cada una de estas formas de radiación (Fig . 9), (Dahm

Daphi , 2000). 

La RI es energía electromagnética que es capaz de producir iones, directa o indirectamente. Esto 

significa que proveen de particulas individuales con la suficiente energía cinética que puede 

romper directamente Ja estructura atómica del receptor que atraviesan para producir los cambios 

biológicos y químicos. Las radiaciones emitidas por rayos X y y son indirectamente ionizantes. 

Estas radiaciones por si mismas no producen daño químico ó biológico pero, cuando son 

absorbidas por el material a través del cual pasan aumentan la energía del material y dan su 

energía para generar un movimiento rápido de electrones. 

Cuando esta energía es absorbida por el tejido, un vasto número de fotones interactúa con un gran 

número de átomos para producir el movimiento de electrones . Estos a su vez ionizan otros átomos 

y producen el rompimiento de uniones químicas que desencadenan Ja serie de eventos que 

finalmente se expresan como daño biológico (Hall , 1998). 

Aunque la causa exacta de muerte en las células de mamífero irradiadas depende de las dosis, 

también se ha observado que hay etapas y tejidos en los cuales se obtienen diferentes respuestas 

a la irradiación, en las etapas primarias de gestación los tejidos más afectados son el timo, la 
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médula ósea, y los tejidos involucrados en la gametogénesis, algo muy importante es que la 

muerte es acompañada de características morfológicas de apoptosis, (Takai , 2002). 

Figura 9. Esquema de las diferentes longitudes de onda que pueden ser liberadas de un átomo en 

excitación . 

3.5.2 Daño celular 

Varias lineas experimentales apoyan que el ADN es uno de los blancos principales de los efectos 

biológicos de la RI. La interacción de la radiación con el ADN se ha clasificado como una 

interacción directa o indirecta. 

En la interacción directa , un fotón es absorbido por el medio resultando en un rápido movimiento 

rápido de electrones que rompe la cadena de ADN de manera directa. 

En la interacción indirecta el movimiento rápido de electrones atraviesa las moléculas de agua 

existentes en el tejido generando radicales libres o Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) (Borek , 

1987; Garcia, 1997). Estos radicales libres pueden ser átomos ó moléculas con electrones 

desapareados en su orbita externa, quedando en un estado que es asociado con un alto grado de 

reactividad química (Tabla 4) que causan rupturas sencillas y dobles en el puente de azúcar-

fosfato de las cadenas de ADN (Fig. 10) (Hallahan, 1996). 
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Superóxido o -2 

Peróxido de hidrógeno 

Radical hidroxilo OH 

Singulete de oxígeno 

Tabla 4. Principales especies reactivas de oxigeno (ROS) conocidas en sistemas biológicos. 
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Figura 10. Diagrama del rompimiento sencillo y doble de las cadenas de ADN, producto de la 

exposición a RI. (A) representación de una doble hélice normal de ADN . (B) Un rompimiento en 

una solo cadena es un "daño menor" debido a que puede ser reparado con base a su cadena 

complementaria. (C) si el rompimiento ocurre en ambas cadenas y son directamente opuestas o 

están separadas por solo un par de bases puede conducir a un daño más grave. 
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3.5.3 Radiación Ionizante y ciclo celular 

La RI induce una cascada de eventos moleculares intracelulares muy importantes. Según la dosis 

de radiación y la sensibilidad de la célula, el daño a las células de mamifero puede ser de dos 

tipos : 1) daño letal, que es irreversible e irreparable y que por definición conduce a la muerte 

celular y 2) daño subletal , que en circunstancias normales puede ser reparado. 

Por ejemplo, en células irradiadas se han obtenido curvas de supervivencia celular a diferentes 

dosis y se han evaluado los efectos de la radiación a diversos puntos del ciclo celular (Sinclair, 

1966). Desde 1963 se demostró que las células HeLa sincronizadas eran más sensibles a la 

radiación durante las fases G2/M y S temprana , y más resistentes durante las fases S tardia y G, 

temprana (Rudoltz,1996). Estos antecedentes demuestran que, en general, hay mayor resistencia 

a la radiación en la fase tardía de S mientras que la fase G2 es usualmente más sensible que la 

fase M. Ya que G2/M es el último punto de control del ciclo celular, resulta crítico reparar el daño 

inducido por radiación en esta fase para permitir que la célula se divida correctamente, si el daño 

no puede ser reparado entonces la célula activara vías de muerte celular. 

3.5.4 Radioresistencia celular 

A nivel de organismo se ha relacionado la radioresistencia celular como la habilidad de sobrevivir 

después de una exposición a RI. A nivel de tejido u órgano se describe como la habilidad de 

mantener la integridad estructural y funcional después de la RI y a nivel celular esto se puede 

reflejar como la habilidad de las células para poder cont inuar una viabi lidad y proliferación normal, 

(Wahl, 2001 ). La radioresistencia es un fenotipo de las células de mamíferos que consiste de un 

sistema complejo en el que interaccionan proteínas celulares constitutivas con los genes que son 

inducidos por la irradiación y con los cambios en el microambiente , dando lugar a la generación de 

resistencia a determinadas dosis de irradiación (Hallahan , 1996; Puck, 1997). 

Como hemos señalado anteriormente, la proteína p53 está asociada a la apoptosis y a la 

reparación del ADN . p53, por ejemplo, se inducen normalmente en respuesta a la radiación . 

Recordemos que la proteína p53 es un regulador de la apoptosis en tejido normal. Otra de sus 

funciones es el arresto del ciclo celular después de irradiación para tratar de reparar el ADN por 
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medio de la recombinación homóloga o no homóloga. De ahí que las mutaciones en p53 en la 

mayoría de los tumores humanos pudieran ser las principales responsables de que la célula 

prol ifere anormalmente o de que adquiriera el fenotipo de radioresistencia (Dahm-Daphi, 2000). 

Se ha observado que en células tumorales hematológicas se asociado que la presencia de 

mutaciones de p53, ésta estrechamente relacionada con el incremento de radioresistencia (Lee. 

1993; Lowe, 1993, 1994 }. Sin embargo, no se han podido establecer los mecanismos precisos por 

medio de los cuales estas mutaciones confieren radioresistencia a las células tumorales . 

A pesar de los rápidos avances en el conocimiento de la funciones celulares que afectan la 

radiosensibilidad. hoy en día aún no se puede explicar exactamente la heterogeneidad observada 

de la respuesta a la radioterapia de los tejidos normales y tumorales. 

Tampoco se puede predecir cuales tumores pueden ser controlados localmente o que pacientes 

pueden desarrollar más tumores primarios o metástasis después de tratamiento con la radioterapia. 

Pero han surgido varios genes en los cuales se ha puesto la mira como terapia de pronóstico o 

tratamiento del cáncer. Estos genes pueden contener deleciones o pérdida de función por 

mutaciones que podrían asociarse a una radioresistencia celular (p. ej . ATM y p53 entre otros). Los 

mecanismos moleculares que explican la emergencia de la radiores istencia están siendo 

elucidados (Rosen, 1999; Li, 2001 ). 

La recurrencia local de un tumor después de la radioterapia se debe principalmente a la falla de la 

erradicación de todas las células tumorales; en otras palabras, a la presencia de clonas 

radioresistentes . Teóricamente, todos los cánceres deberían ser controlados localmente si una 

dosis lo suficientemente alta se aplicara a la masa tumoral . Sin embargo, en la práctica clínica, no 

es posible administrar dosis altas sin llegar a generar toxicidad local o sistémica (Rosen, 1999), ni 

tampoco se han mejorado las tasas de respuesta . Tampoco conocemos si la radiación 

administrada es la responsable de generar clonas tumorales radioresistentes o si éstas ya existían 

previo a la irradiación. 
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4. JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

En respuesta a la RI, las células activan de una serie de vías bioquímicas que tratan de promover 

la supervivencia celular, ya sea tratando de mantener la integridad genética de la célula o, en su 

defecto, inducir la muerte celular si el daño al ADN es extenso . Sin embargo, en célu las tumorales, 

estos mecanismos de control se pierden . y en este nuevo estado se puede generar resistencia a 

la RI. 

Conociendo que en cáncer de vejiga hay una relación estrecha entre la inactivación de la proteína 

p53, la progresión tumoral y la radioresistencia, se ha propuesto evaluar el papel de la RI en 

asociación a la transfección de p53wt en la viabilidad y ciclo celular de las células transicionales de 

cáncer de vejiga (T24) que presentan un p53mut. 
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5. HIPÓTESIS 

El cáncer de vejiga localmente avanzado acumula mutaciones de p53 causando radioresistencia 

de ce /u/as tumorales que, extrapolado a la clinica, limitarian el éxito terapéutico de la radioterapia. 

Por lo tanto, conociendo el papel que desempeña p53w1 en el arresto del ciclo celular y la 

inducción de muerte en respuesta a la radiación ionizante, se espera que la sobre expresión de un 

gen p53wt en la línea celular T24 pueda restablecer la sensibilidad de estas ce/u/as a la radiación. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos biológicos inducidos por la RI en la linea de cáncer de vejiga T24 (p53m"') al ser 

transfectada con p53w1. 

6.1 Objetivos Particulares 

Evaluar el tiempo máximo de expresión de proteína inducido por el promotor (pCMV) por medio 

del gen reportero p-galactosidasa en la línea T24. 

Transfectar la linea celular de cáncer de vejiga T24 con los plásmidos pCMV-p53w1, pCMV

p53mut y plásmido control (pCMVNEO). 

Evaluar ciclo celular a diferentes dosis de RI 2, 4 y 6 Gy y 2, 4 y 6 horas post-RI en la linea 

celular T24 parental y en la misma linea transfectada con los diferentes plásmidos . 

Analizar el efecto de la RI en la expresión de la proteína p53 por citometría de flujo y la 

expresión de la proteina 14-3-30 por" western blot''. 

Evaluar la viabilidad celular en la linea celular T24 parental y transfectada con los diferentes 

plásmidos . 
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7. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Purificar de los plásmidos pCMV-p53wt, pCMV

p53m"', pCMVNEO (control), y pCMV p-gal 

Evaluar de la expresión de p-gal 

li1 
~ 

Transfectar por lipofección de la linea T24 con 

los diferentes plásmidos 

• Probar diferentes dosis de irradiación: 2, 4 y 6 

Gy y 2, 4 y 6 horas post-RI en la linea celular 

T24 con los diferentes plásmidos 

• Con la dosis y tiempo seleccionado 

Evaluar la proteina p53 por 
citometria de flujo 

Evaluar de viabilidad celular con 
WST-1 

Análisis por Western Blot 
de la proteína p53 y 14-3-30 

Evaluar del ciclo celular por 
citometria de flujo 
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7.1 Materiales y métodos 

Plásmidos 

Para el desarrollo del presente este trabajo, se emplearón los plásmidos siguientes : como control 

de transfección se utilizó pCMV-¡3-gal (Clontech), pCMV-p53wt (p53 silvestre) y pCMV-p53mu• 

(p53""') fueron gentilmente donados por el Dr. Bert Vogelstein (John Hopkins Oncology Center) 

(Fig.11 ). Ambos plásmidos tienen 8.4 Kb , la construcción pCMV-p53mu• expresa una proteina p53 

mutante en la que se realizó la mutación de una valina (val 143
) por una alan ina, en el sitio de unión 

a ADN . Finalmente, generamos una construcción de control denominada pCMVNEO (6.6 Kb) la cual 

se obtuvo eliminando el inserto de p53wt del plásmido pCMV-p53wt por medio de restricción con la 

enzima Bam HI y la posterior religación . 

BAM HI 
pCMV-NEO-p53 wt 

1.8 kb BAM HI 

pCMV-NEO-p53 mut 

BAM HI 1·8 kb BAM HI 

Val 143--+ Ala 

HINDlll 

Figura 11. Estructura de los plásmidos utilizados que contienen el cADN de p53wt y p53mu•. 

Extracción de ADN . 

Se cultivaron las diferentes bacterias E. coli transformadas con los diferentes plásmidos pCMV-0-

gal, pCMV-p53""t,pCMV-p53wt y pCMVNEo, en medio LB (VER ANEXO) suplementado con ampicilina 

a 100mg/ml. La extracción y purificación de ADN plasmidico se real izó con el Maxikit Quiagen 

(Cal: 12362) 
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Líneas celulares. 

Se empleó la línea T24 (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) derivada de un 

tumor primario transicional epidermoide de vejiga . Esta línea contiene una mutación de p53 por 

deleción de la tirosina 126 que se ubica en el exón 5. Esta mutación no permite la unión del 

antígeno grande T SV40 y expresa bajos niveles de proteína, en comparación con líneas que 

expresan p53wt, (Cooper, 1994 ). También esta línea se ha demostrado radioresistente hasta 8 Gy , 

(Hinata , 2003). La linea RT4 derivada de un tumor papilar recurrente de bajo grado y que mantiene 

la expresión de p53wt, (Cooper, 1994) 

Estas líneas se cultivaron en medio McCoy 5A (Gibco cal: 16600-082), enriquecido con 1 O % de 

suero fetal de bovino (SFB, Gibco cal: 16000-044 ), 100,000 U de penicilina y 1000,000 U de 

estreptomicina (Gibco cal 15140-148), a 37°C y 5% de C02 . 

La línea A431 que deriva de un carcinoma escamosos de vulva, se utilizó como control positivo de 

p53 por expresar constantemente durante el ciclo celular grandes cantidades de la proteína por 

que presenta tetraploidia del cromososma 17 (Kurose, 1995), se cultivó en medio DMEM alto en 

glucosa (Gibco cal: 11965-092) enriquecido con SFB al 10% y penicilina-estreptomicina a 37°C y 

5% de C02. 

Las líneas celulares se cultivaron a confluencia y fueron sincronizadas en su ciclo celular con 

deprivación de suero ( 1 % de SFB, 8 hrs) para arrestarlas en la fase G0 y posteriormente utilizarlas 

en los experimentos. 

Todos los lavados se realizaron con solución amortiguadora de fosfatos pH 7.0 (PBS, Sigma cat: 

P-4417). 

Transfección de la línea T24 

Para la lipofección se cultivaron 1x106 células de la línea T24 en cajas de cultivo Petri (Costar cal: 

3003) a una confluencia del 50%. Para transfectar cada plásmido (pCMV-p-gal , pCMV-p53"'"' , 

pCMV-p53wt y pCMVNEO) se realizó una mezcla con 300µ1 de solución de transfección (Dosper, 

Bohering Manheim , cal : 1811169) y 15 µg de plásmido la cual permaneció por 20 min. a 

temperatura ambiente antes de ser agregada a las células . Una vez hecha la mezcla , se retiró el 
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medio con suero fetal de las células, se lavó un par de veces el plato con PBS y se colocaron 5 mi 

de medio de cultivo sin suero fetal junto con (300 rd) la mezcla de transfección . Después de 6 h. 

de incubación a 37'C y 5% de C02 , se retiró el medio y se colocó medio nuevo (McCoy 5ª-SFB al 

10%). Las células fueron analizadas a las 12 y 24 h pos-tran sfección, según se indica en las 

figuras . 

Ensayo de actividad de p-galactosidasa 

Para realizar este ensayo se eliminó el medio de cultivo a las 12 y 24 h post-transfección y se 

adicionaron 5 mi de paraformaldehido 4% durante 15 min . a temperatura ambiente. Al cabo de 

este tiempo se retiró el fijador y se lavó con 5 mi de PBS pH7.0, dos veces. Después se 

adicionaron 5ml de la solución de tinción de X-gal (VER ANEXO). 

Los platos fueron cubiertos de la luz e incubados a 37ºC y observaron a intervalos de entre 12, 24 

y 36 h posteriores de haber realizado el ensayo. A esos tiempos se contaron el número de células 

teñidas verde-azulosas y se calculó un porcentaje de células transfectadas . 

Ensayos de irradiación. 

Los ensayos de irradiación-y se realizaron en la unidad de radioterapia del Instituto Nacional de 

Cancerologia , apoyados por el departamento de Fisica Médica. Para este fin se utilizaron el 

Theratlón-1000 (fuente de cobalto-60) y placas de seis (Costar cal: 3506) o de 96 pozos (Falcon 

cal: 3072) para el cultivo celular, según las necesidades. Las células fueron irradiadas a diferentes 

dosis : 2, 4 y 6 Gy y analizadas posteriormente a diferentes tiempos: 2, 4, 6 y 24 h con el fin de 

seleccionar una dosis a la que se observaran cambios relevantes en los ensayos planeados para 

este estudio . El tiempo de irradiación siempre fue ajustado al decaimiento de la fuente radioactiva 

por los físicos . 

lnmunohistoquimica 

Las células fueron cultivadas en portaobjetos estériles . Al tiempo requerido las placas fueron 

lavadas con PBS y a cada muestra se le trató con 100 rd de tritón al 0.1 % en PBS durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó con PBS y se bloqueo con peroxidasa 

endógena 100 µ1 , durante 5 min. a temperatura ambiente. 
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Las laminillas fueron enjuagadas con agua destilada y se bloquearon con solución amortiguadora 

de Coulter-SFB a 37°C durante 30 min . Transcurrido este tiempo se decanto el exceso de la 

solución anterior y se colocó el anticuerpo primario p53 (Calbiochem cat. OP09) preparado en 

solución amortiguadora de coulter-SFB. (1 µg/ml) por 17 ha 4ºC. Al término se dejan reposar las 

laminillas 1 h a temperatura ambiente. 

Después , las células fueron lavadas con PBS e incubadas con el anticuerpo 2º en una 

concentración de 0.5 µg/ml . A 37°C durante 1 h media hora antes de que terminara la incubación 

con el 2º se preparó el complejo ABC . Las laminillas se lavaron dos veces con PBS y se colocaron 

80 µ1 de complejo ABC para cada muestra . La incubación se llevó a cabo a 37°C durante 1 h y se 

lavaron las laminillas con PBS dos veces. 

Finalmente se reveló con 100 µI de solución de trabajo. (VER ANEXO) durante 30-60 segundos y 

se lavó con PBS. La contratinción se realizó con hematoxilina de Harris durante 30 segundos, 

posteriormente se lavó con agua. Después todas las laminillas se deshidrataron con alcoholes 

(30%, 50%, 70%, 90%, 100%, 1 :1 alcohol-xilol , xilol 100%) cada 2 minutos y se montaron con 

resina. 

Ciclo celular 

Para poder analizar el ciclo celular se utilizó la técnica basada en detergente y enzima proteolítica 

que consiste en aislar y teñir núcleos (ADN) con yoduro de propidio, esta técnica fue descrita por 

Vindelov en 1994. Para ello se cultivaron 2 x 105 células en placas de seis pozos y después de 6 h 

post-RI, las células son cosechadas con una solución de verseno y recuperadas por centrifugación 

a 1750 RPM. Posteriormente se determina la cantidad de ADN nuclear de las diferentes células 

transfectadas con los diferentes plásmidos donde las células fueron lavadas con PBS y se les 

adicionaron 100 ~ti de solución "A" (VER ANEXO) incubándose a temperatura ambiente por 1 O 

minutos. Posteriormente se adicionaron 100 µ1 de solución "B" (VER ANEXO) se incubaron 10 

minutos a temperatura ambiente. Finalmente se adicionaron 200 µI de solución "C" (VER ANEXO) en 

hielo y oscuridad por 10 minutos. El contenido de ADN nuclear fue analizado en un Facsorter 

(Becton Dickinson) con el programa CellQuest®. *Para cada condición deben tenerse duplicados. 
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Detección de proteina. (citometria de flujo) 

En placas de seis pozos se cultivaron 5x105 células T24 (control) T24-p53wt, T24NEO 

aproximadamente 2x105 cels/pozo se irradiaron y posteriormente a las 2. 4 y 6 h post-irradiación se 

prepararon como en el protocolo siguiente: 

Se cosecharon las células con solución de verseno (Gibco cal : 15040-066) y recuperadas por 

centrifugación a 1750 RPM se lavaron con 5 mi de PBS. 

Las células se colocaron en tubos para citómetro (Falcan cat: 2054) fueron resuspendidas en 100 

µI de PBS-SFB 2%, se les adicionaron 100 ~ti de solución "M" y se incubó a temperatura ambiente 

por 1 O minutos, posteriormente se adicionaron 80 µ1 de solución "N" durante 1 O minutos a 

temperatura ambiente Se centrifugaron las células 2000 rpm y se hicieron 3 lavados con 200 µI de 

PBS-SFB 2%. 

Se agregaron 100 µ1 del anticuerpo monoclonal contra p53 (Ab 1801, Oncogene) en concentración 

final de 1 ng/ml. Se incubó durante 1 ha 4ºC. Se centrifugaron las células 2000 rpm y se hicieron 3 

lavados con 200 µ1 de PBS-SFB 2%. Se colocaron 10 µ1 de anticuerpo secundario marcado con 

FITC (concentración de 0.5 µg/ml) y se agregaron 90 µI de PBS-SFB 2%. 

Se dejó incubar a 4ºC durante una hora en ausencia de luz, se centrifugaron a 2000 rpm y se 

lavaron con 200 µI de PBS-SFB 2%, tres veces . 

El botón celular se resuspendió en 150 µI de PBS-SFB 2%. Finalmente, se adicionaron 80 µI de la 

solución "Ñ" y se incubó en hielo y oscuridad por 10 min. Se analizó por citometría de flujo con el 

programa CellQuest® 

*Para cada condición deben tenerse duplicados. 

*Dos tubos para control negativo con células sin anticuerpos (autoflorescencia). 

*Dos tubos para control del anticuerpo secundario (eliminar inespecificidad). 

lnmunoensayo tipo "Western Blot'' 

Se cultivaron 3 x 105 células en cajas de 6 pozos se irradiaron a 6 Gy, en la Unidad de 

Radioterapia del Instituto Nacional de Cancerología. 

Las células fueron cosechadas con raspado de la caja de cultivo recuperadas en 1 mi de PBS en 

tubos ependorff. el botón celular fue recuperado por centrifugación a 1800 rpm, se eliminó el PBS y 
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se adicionaron 200 µI de amortiguador de homogenización (VER ANEXO) enriquecido con 10 >il de 

inhibidor de proteasas (sigma P-8340) a cada muestra, se sonico en un 60 sonic dismembrator 

(Fisher Scientific), en condiciones frías , el homogeneizado final se centrífugo a 11 ,000 rpm 15 

minutos el sobrenadante se recupero y se guardo a -?OºC. 

Las proteínas fueron cuantificadas por el método de Bradford, 60 >tg de proteínas totales fueron 

desnaturalizadas con amortiguador de muestra (VER ANEXO) y separadas en un geles de SDS-12% 

de poliacrilamida en amortiguador de corrida (VER ANEXO) a 200 volts 45 minutos, las proteínas se 

electrotransfirieron a una membrana PVDF (Amersham, LIFE Science) con amortiguador de 

transferencia (VER ANEXO) a 350 volts durante 30 minutos posteriormente la membrana se lavó 3 

veces 20 minutos c/u con TBS 1 x (VER ANEXO) se dejó la membrana durante 1 h con solución de 

bloqueo (VER ANEXO), y se lavó 3 veces con TBS, posteriormente se prepararon los anticuerpos 

primarios p53, 14-3-3a (Sta Cruz; sc-7682) y medio condicionado de un hibridoma anti-actina, 

donado por el Dr. Manuel Hdz, Cinvestav IPN) en solución de bloqueo se incubaron los anticuerpos 

durante toda la noche a 4ºC, la membrana se lavó con TBS-tween 3 veces 15 minutos cada 

lavado, se incubó con el anticuerpo secundario durante 1 h y se lavó con TBS-twenn 3 veces 15 

minutos c/u, finalmente se reveló con el método de químíoluminicencia según las instrucciones del 

kit ECL (Amersham-Pharmacia). 

Ensayo de viabilidad celular. 

En placas de 96 pozos se cultivaron 1x104 céls/pozo: T24 (control). T24-p53wt, T24-p53mu1 y 

T24NEo_ Se irradiaron (6 Gy) y posteriormente a las 48 h se analizó la viabilidad con 10 µ1 del 

reactivo WST-1 (Bohering Manheim, cat:1644807), se dejo incubar por dos horas y se cuantificó en 

lector de ELISA (Labsystems Company, Finland) a 450nm. El WST-1 es una sal de tetrazolio que 

es un sustrato del sistema succinato-tetrazolio reductasa de la cadena respiratoria de la 

mitocondria transformando el WST-1 a una sal de formazan que puede ser detectada por ELISA. 
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8. RESULTADOS 

El objetivo principal de este trabajo. es determinar el papel que puede desempeñar p53wt sobre la 

linea celular de vejiga T24 . que se sabe es radioresistente asociada al fenotipo p53mut (Hinata. 

2003) . Así que determino la radioresistencia . ciclo celular, viabilidad de esta linea antes y de 

después de ser transfectada con p53wt . 

Así que como primer paso se obtuvieron los diferentes plásmidos obtenidos en condiciones antes 

descritas (Fig . 12). 

2345678 

8.4 kb 

6.6 kb 

1.8 Kb 

Peso Molecular 

2 pCMV-p53wt 

3 pCMV-p53mut 

4 pCMV-p53wt (Bam HI) 

5 pCMVp53mut (Bam HI) 

6 Inserto p53w1 

7 Inserto p53mut 

8 pCMVNEO (Hind 111) 

Figura 12. Gel de agarosa al 3% mostrando los diferentes plásmidos utilizados en este trabajo. 

Para poder saber el tiempo máximo en el que p53 era expresada se realizó una la lipotransfección 

con el gen de p-galactosidasa, los mejores resultados se obtuvieron a las 24 h post-irradiación, 

aproximadamente el 30% de las células fueron positivas para la tinción (Fig. 13); en base a estos 

resultados se procedió a la lipofección de los plásmidos p53mu1,pCMV-p53wt y pCMVNEO realizando 

todos los análisis a las 24 h post-irradiación. 

Figura 13. Expresión de P-galactosidasa en la línea T24. 
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Despúes de evaluar el tiempo de expresión , se llevo a cabo el análisis de ciclo celular de la linea 

T24 parental a diferentes dosis y tiempos post-RI (Fig. 14). 
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Figura 14. Análisis de ciclo celular de la linea T24 parental a diferentes tiempos y dosis de RI. 

En los resultados obtenidos las diferentes dosis de irradiación no afectaron el ciclo de la linea T24, 

tampoco se observaron diferencias en relación al los tiempos post-RI , estos resultados concuerdan 

con lo reportado para esta linea y para otros tipos de cáncer en los que p53 esta inactivado 

(Hinata, 2003, Mendoza, 2001) . 

El siguiente paso fue analizar el ciclo celular de la linea T24 tranfectada con el plásmido p53wt, en 

las mismas condiciones que el experimento anterior, estos experimentos se realizaron con el fin de 

obtener una dosis en la cual el ciclo celular se mostrara afectado a una dosis conocida de RI. 
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Figura 15. Efecto de p53w sobre el ciclo celular de las línea T24 trasfectada a diferentes tiempos y 

dosis de radiación . 

En los resultados obtenidos se observó que el ciclo celular de la línea T24 a diferentes dosis y 

tiempos de irradiación no era afectado (Fig. 14). En contraste, la sola expresión de la proteina 

p53wt en la línea T24 indujo un aumento de celulas en fase S desde las primeras horas post-

irradiación (Fig. 15), este resultado se observó en las diferentes dosis y tiempos de irradiación , por 

lo tanto se mantuvieron para los posteriores experimentos la dosis de 6Gy. 

Se realizo un ensayo de inmuhistoquimica para poder evaluar la localización de p53 en la línea 

celular T24 antes y despúes de la RI (Fig. 16), Se observó que la linea parental presenta una baja 

expresión de la proteína p53 , además de que esta expresión es solamente en citosol. Por el 

contrario, las células T24 transfectadas con p53wt aumentan su expresión en citosol y núcleo; al ser 

expuestas a irradiación p53 se local iza principalmente en núcleo lo que concuerda con varios 

autores que han investigado el papel de p53 en el caso de inducción de daño a ADN . 
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Figura 16. lnmunohistoquimica de p53 en la linea celular T24. 
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Para poder determinar si p53wt tenia un efecto sobre el ciclo celular de la línea T24 se realizo un 

seguimiento del ciclo celular a 24 h post-RI, para poder tener un sequimiento de la la fase de 

síntesis en donde se mostro un aumento de la población . 
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Figura 17. Análisis de ciclo celular de la línea celular T24 parental. A) Control 8)6 Gy. 
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Figura 18. Anál isis de ciclo celular de la línea celular T24 a las 24 h. post-irradiación transfectada 

con el plásmido control. A) Control B) 6 Gy. 

En los histogramas de ciclo ce lular obtenidos a las 24 h post-irradiación , se encontraron diferencias 

significativas en el ciclo celular de línea T24 que tenía el p53W1 exógeno, en comparación con el 

ciclo celular presentado por los diferentes controles, T24, T24-pCMVNEO y T24-p53mu•. 
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Figura 19. Análisis de ciclo celular de la línea celular T24 , transfectada con el plásmido p53m"'. A) 

Control. B) 6 Gy. 
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Figura 20. Análisis de ciclo celular de la línea celular T24 transfectada con el plásmido p53w1. A) 

Control B) 6 Gy. 

En estos experimentos se muestra, que la linea parental y T24-pCMVNEO no mostraron un arresto 

en el ciclo celular a las 24 h después de las irradiación, en contraste las células T24-p53w1 

mostraron un incremento de la población celular arrestada en la fase G2/M antes (9.5% en T24 

parental vs . 14.1% en T24-p53w1) y después de la irradiación (6.4% vs . 44 .2%, respectivamente) . 
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También se observó un ligero aumento de la población en la fase G2/M de las células T24-p53m"'. 

pero este no fue significativo comparando con los efectos de T24-p53wt. 

Con base en nuestros resultados se muestra que la sola sobreexpresión de p53wt es capaz de 

provocar un arresto del ciclo celular en la fase G2/M de la linea T24, por lo tanto es posible que los 

eventos inducidos por la radiación cascada arriba y cascada debajo de p53, podrían estar intactos 

en nuestro modelo. 

Horas oost-RI 

2 4 6 

CONTROL 2.32 5.64 5.16 

pCMV-P53wT 7.72 11 .56 9.57 

*Porcentajes de expresión de la proteína p53 en 10,000 células . 

Figura 21. Análisis de la proteína p53 en la línea celular T24 por citometria de flujo . En las 

primeras horas post-RI 

En este análisis se encontró que la línea T24 parental no tuvo un aumento significativo en la 

expresión de la proteína p53 en comparación con la línea T24-p53wt la cual mostró un aumento, 

esto concueda con lo reportado sobre la estabilización y aumento de vida media cuando se induce 

un estrés celular. 
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Figura 22. Western Blot. A) Expresión de p53 en diferentes líneas de cancer. B) Expresión de la 

proteína p53 y 14-3-3e en curso temporal a 6 Gy post-irradiación-y en la línea T24 control y 

transfectada con p53wt 

La expresión de la proteína p53 la línea T24 presento niveles bajos en comparación con las 

líneas que tienen p53wt (Fig 22 A}, lo cual concuerda con lo reportado, en donde la vida media de 

p53 es menor en casos de presentarse mutaciones en la proteína, esto concuerda con nuestros 

datos de inmunohistoquímica. 

En el analisis temporal los resultados obtenidos mostraron que la RI aumento la expresión de p53 

en comparación con la línea parental y que este aumento fue dado en las primeras horas post-RI, 

(Fig 22 B) lo que concuerda con lo encontrado en los analisis de detección de la proteína por 

citometria de flujo. Tratando de elucidar la vía mediante la cual pudiera llevarse acabo el arresto se 

realizó inmunoblot contra la proteína 14-3-3cr la cual se tiene reportado puede estar involucrada en 
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el arresto en Ja fase G2/M. El anticuerpo utilizado reconocio otras isoformas y soló la que mostró 

una expresión dependiente se p53 fue la isoforma €; aquí se observó que la sola expresión de 

p53wt no provocó aumento de la expresión de 14-3-3€, sino que únicamente cuando se combinaba 

la irradiacción y con la expresión de p53wt se indujó la expresión de 14-3-3 dependiente de p53wt. 
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Figura 23. Efecto de la proteína p53wt sobre la viabilidad de la línea T24 a las 48 h post-RI (6 Gy). 

Los ensayos de viabilidad celular mostraron que la linea T24 parental no tuvo cambio significativo 

en su viabilidad aún con la radiación . Por otro lado se observó que las células transfectadas con 

los plásmidos p53mu1 y pCMVNEO no tuvieron efecto sobre la viabilidad (p :::: 0.05) a un después de 

irradiadas y comparadas con la línea parental. Pero la sola transfección del plásmido p53wt si 

mostró una disminución significativa de la viabilidad (p 5 0.05) con respecto al control y a los otros 

plásmidos , está observación fue más notoria al irradiar estás células (Fig . 23) . 

También al comparar los resultados obtenidos de la linea transfectada con p53wt contra los otros 

plásmidos se obtuvieron datos significativos ( p 5 0.05) demostrándose que la sola reexpresión de 

p53wt es capaz de inducir una muerte celular y esto se potencializa con la irradiación . 
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9. DISCUSIÓN 

La historia de p53 a través de los años desde su descubrimiento ha dado perspecitvas de 

tratamiento en varias enfermedades entre ellas el cáncer en donde se ha propuesto la terapia 

génica en la cual se trata de hacer un reemplazamiento del gen de p53 . La progresión del cáncer 

es conducida por la mutaciones de oncogenes y genes supresores. los cuales dentro de las 

condiciones de selección dan lugar al desarrollo y sobrevivencia de células alteradas 

bioquimicamente con un potencial tumorigénico y metastásico. Los cánceres humanos son 

biológica y patológicamente distintos entre sí, pero en la mayoria de ellos (60 % ) se ha encontrado 

un evento en común, que es la perturbación del gen o proteína p53. 

El papel central de p53 como una proteína supresora de tumores ha sido de interés y se han 

identificado algunos mecanismos de función y regulación para poder y determinar como su 

inactivación puede facilitar la progresión del cáncer. 

p53 regula el arresto en la fase G1 en respuesta a determinado stress celular, y así poder prevenir 

la síntesis de ADN con algun daño. Una variedad de estímulos disparan la respuesta celular 

dependiente de p53 y aumentan la habilidad de p53 de unirse a ADN e inducir la acumulación de la 

proteína, atribuible en gran parte a un incremento de su estabilidad . 

Estudios sobre el papel de p53 en procesos de inducción de muerte celular inducida por agentes 

anticancerosos da esperanzas en la investigación básica en el entendimiento de las bases 

moleculares del cancer y una posibilidad real de tener como coadyuvante en las terapias 

anticancer a la proteína p53. 

Entre las diferentes terapias anticáncer se encuentra la radiación ionizante (RI) que es 

comunmente aceptada como una terapia efectiva que se aplica en una gran variedad de tumores 

de diferente origen y estadio . En este trabajo se aborda el papel que puede tener p53wt (normal, 

silvestre) en la respuesta a RI en células tumorales de cáncer de vejiga, encontrando que p53wt 

puede inducir un arresto en la fase G2 . 

Cuando tranfectamos la linea T24 con el gen reportero pCMV- ~ - gal se encontró la mayor 

actividad a las 24 h post-transfección, en un 60% de las células T24, en comparación a las 12 
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horas post-transfección, (Fig. 13). Estos resultados nos dan información sobre el tiempo en el que 

se expresa al máximo nuestra proteína, ya que ambos plásmídos comparten el mismo promotor. 

Con base en estas condiciones se transfectó la línea T24 con los plásmídos que contenían el gen 

de p53wt , utilizándose las dosis de irradiación-y que han sido reportadas para este tipo de ensayos 

2, 4 y 6 Gy (Kemp, 1994; Velasco-Miguel, 1999; Barnetson, 1999; Matsui, 2001) y evaluar el efecto 

de la RI en el ciclo celular a diferentes horas post-irradiación . 

En el ciclo celular de la línea celular T24 control no se observaron cambios significativos 

con respecto a las diferentes dosis de irradiación, ni a las diferentes horas post-irradiación-y en 

ninguna de las diferentes fases celulares (Fig . 14). Esto concuerda con lo observado por otros 

grupos de invastigación en diferentes lineas de cáncer, que tienen infuncional a p53; en donde no 

se afecta ninguna fase de ciclo celular cuando las células se someten a dosis diferentes de 

irradiación-y (Dahlberg, 1999) en comparación con líneas celulares de cáncer que tiene p53wt al 

sometida a un esquema similar de RI estas presentan un arresto en la fase G1, (Ribeiro, 1997). 

Estos resultados refuerzan la idea de que algunas mutaciones de p53 alteran su función y 

esto conlleva a una radioresistencia de algunas líneas celulares y tumores, (Dahm-Daphí, 2000) 

También se ha observado que hay una respuesta muy heterogénea con respecto a la 

irradiación en otras líneas celulares de vejiga, esto es muy importante ya que se ha visto in vitro 

que después de la irradiación-y surgen clonas radioresístentes y esto podría explicar las 

variaciones de las respuestas clínicas observadas en el tratamiento con irradiación-y en cáncer de 

vejiga invasivo (Shu, 1998; Lee, 1993 Barnetson, 1999). 

Estos datos también concuerdan con la presencia de un alelo p53'""1 en la línea T24, ya 

que se ha visto que la presencia de un alelo mutado puede inhibir la actividad supresora de 

tumores del alelo p53wt, sin embargo, los mecanismos aún no son muy claros (Roemerk, 1999). 

Como se sabe p53wt tiene un rol en la reparación de daño al ADN y como primera instancia arresta 

el ciclo celular en la fase G1 después del daño con irradiación-y o luz UV y por lo tanto la 

expresión de formas mutantes de p53 pueden de alguna forma alterar la resistencia a irradiación-y. 

Por otro lado, los resultados de ciclo celular obtenidos en la línea T24 transfectada con el 

plásmido pCMV-p53wt, (Fig. 15) fueron muy diferentes con respecto al experimento anterior, se 
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observó que el número de células en G1 disminuyó y se encontró un incremento significativo en el 

número de células en la fase S, tanto en las células sin irradiar (control) como irradiadas. 

encontrándose el pico mayor de fase S a las 6 h con 6 Gy . 

Estos resultados nos dan una idea del importante papel que esta jugando p53w'. con 

respecto al daño causado al ADN por irradiación-y. Recientemente se ha propuesto que la 

radiosensibilidad y la respuesta clínica puede correlacionarse con el status de p53, y es 

generalmente se acepta que las células que expresan alguna forma mutante de p53 son más 

radioresistentes que las células que expresan p53wt (Siles, 1996, Yang, 1996). 

Como una análisis complementario se realizó un análisis de inmunohistoquímica, para 

poder evaluar la expresión de p53 y la ubicación subcelular de la proteína p53 , en la línea T24 

irradiada a 6 Gy. Los resultados obtenidos en este ensayo son muy significativos ya que la linea 

parental muestra una leve expresión de la proteína en el citosol , y por el contrario la línea T24 

transfectada con p53wt mostró un incremento en la señal para la proteína misma que se presento 

con localización nuclear; esta sobreexpresion y localización nuclear se acentúo más a las 24 h 

post-irradiación, (Fig .16). 

Estos datos son muy interesantes ya que el hecho de que la linea parental muestre la 

expresión de p53 aún después de irradiar en el citosol nos puede dar información sobre que la 

proteína p53 o su sistema de transporte hacia el núcleo está siendo inhibido por mecanismos que 

aún no están definidos. 

Entre la vías de desregulación postrascripcional de p53 están: la hidrólisis inducida por una 

proteína viral conocida como E6 que toma el papel de una ligasa de ubiquitinación que proviene 

del Papilloma Virus Humano (HPV) (Miranda, 1999), otra vía conocida que causa la retención de 

p53 en el citosol es la presencia de mutaciones en su secuencia señal de transporte nuclear 

(Liang, 1998). 

Con las observaciones sobre el ciclo celular en las primeras horas post-irradiación se 

evaluó el efecto y funcionalidad de p53 sobre el ciclo celular después de un periodo post

irradiación de 24 h en la línea T24 transfectada con los diferentes plásmidos (p53w1. p53mu'. 
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plasmido control) para poder hacer un seguimento de lo que ocurre con el aumento en la fase S de 

la linea T24 transfectada con p53wt. 

Se observó que la linea parental no mostró ningun cambio en su ciclo celular (Fig. 17) aun 

despues de irradiar; esto concuerda con lo observado en otras lineas de cancer de vejiga, (Shu, 

1998; Lee, 1993 Barnetson , 1999), tambien la respuesta refractaria a la irradiación se ha reportado 

en líneas celulares de otros tipos de tumor y cultivos primarios de cancer, (Dahlberg, 1999, Shu, 

1998). La línea parental sin irradiar e irradiada no mostró cambio alguno. Con respecto a la línea 

T24 transfectada con los plasmidos control y p53m"', se observó un comportamiento igual al 

experimento anterior, no mostraron alteración alguno en su ciclo celular ( Figs. 18 y 19). 

Al analizar las células que fueron transfectadas con el plasmido de p53wt, éstas mostraron 

un arresto en la fase G2 aun sin irradiar, esto nos da pauta para pensar que p53wt esta provocando 

un arresto en la línea T24 . Este comportamiento podría estar relacionado con lo que se le ha 

atribuido a p53w1 . con respecto a que cuando p53 no se encuentra inducido por un estrés celular, 

las formas latentes existentes estan involucradas en un papel de checador y reparador de la 

integridad genómica (Albrechtsen, 1999). 

Las célu las transfectadas con p53wt e irradiadas y analizadas a las 24 h mostraron un 

progreso a través de la fase S y aproximadamente el 50% de la población fue arrestada en la fase 

G2 con un contenido de ADN 4N, sugiriendo un efecto radiosensibilizador de p53wt en esta línea 

celular. Estos resultados concuerdan con lo observado en los analisis de ciclo celular a las 

primeras 6 h post-RI en donde se observó que las células que se transfectarón con p53wt 

mostraron un aumento de la fase S y un aumento mínimo de la fase G2 . 

Estos datos fueron son muy interesantes ya que se esperaba que p53 pudiera tener un 

efecto sobre la fase G 1 , sa ha reportedo que al restaurar la expresión de p53wt este provoca arresto 

en la fase G1 de células de cancer de colon, (Yang, 1996).También se tiene reportes sobre la 

capacidad de p53wt de arrestar células de ovario en la fase G2, pero sin todavía poder entender los 

macanismos de ese arresto (Vikhanskaya, 1994) En este experimento se demuestra que la 

progresión a través del ciclo celular después de la exposición a irradiación-y es diferente 

dependiendo del status de p53 en la línea T24 (Fig .20). 
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Los datos de arresto en G2 de la línea T24 son muy importantes, ya que se ha reportado 

que hay otras líneas tumorales que no presentan sensibilidad a la RI ó cambio alguno al 

restaurarles p53wt junto con radioterapia (Del Sal , 1996; Strobel, 1997). Nuestros resultados 

confirman junto a otros grupos de trabajo que p53wt puede arrestar en G2 después de un daño al 

ADN (Stewart, 1995) 

En años recientes se ha prestado atención al papel que p53 desempeña en el arresto de 

la fase G2 y es un mecanismo que apenas está siendo explicado. Por otro lado también se están 

elucidando vías en las que la proteína p21 puede regular arresto en la fase G2 (Hwang, 1998,). 

Otro resultado interesante fue al observar que la expresión de p53 endógeno en la linea 

T24 (p53m"') es menor con respecto a la línea RT4 (p53wt) endógeno (Fig. 22A), esta diferencia 

puede estar dada por que la vida media de la proteína p53 en la línea T24 esta disminuida, esto 

concuerda con lo reportado por otros autores en los cuales las líneas que presentan mutaciones en 

la proteína p53 tienen una vida media menor en comparación a una línea con p53wt. (Cooper, 

1994). 

La expresión de la proteína p53 se dá en las primeras horas post-RI, como se confirmo por 

citometria de flujo e inmunoanálisís tipo "western blot'' (Figs. 21 y 22B), esto concuerda con lo 

reportado por otros grupos de trabajo en los que se observa que la respuesta a daño en el ADN 

provoca una estabilización y acumulación temprana de la proteína (Passaralis , 1999). Lo que se 

observa en este curso temporal en cuanto a la proteína p53wt es que es sobreexpresada aún sin 

irradiar, y que conforme pasa el tiempo post-irradiación su expresión aumenta hasta las 9 h. 

(Fig .22B). Esto concuerda con lo reportado en los modelos de irradiación in vitro, en diferentes 

tipos celulares, en los cuales en las primeras horas post-daño a ADN se expresan altos niveles de 

p53wt en y las céluas entran en arresto en la fase G, , (Diller, 1990); o apoptosis (Tonish-Rouach, 

1994). 

El arresto en la fase G2 uqe nosotros observamos nos llevó a buscar si la proteína 14-3-3cr 

estaba involucrada, ya que se sabe que esta proteína en una potente inhibidor de cdk's en la fase 

G2; 14-3-3cr previene la entrada al núcleo del complejo cdc2-ciclinaB1 (Chan, 1999; Lopez-Girona, 

1999), (Fig . 228). 
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Las proteínas de la familia 14-3-3 son proteínas expresadas en respuesta a una gran 

variedad de señales, incuyendo diferenciación epitelial y daño a ADN (Leffers, 1993; Fu, 2000). 

También se sabe que las proteínas de la familia 14-3-3 son reguladas por p53, en nuestro 

resultado de inmunoanál isis tipo "western blot" se observa que nuestro anticuerpo reconoció a la 

isoforma cr y a otras isoformas de la familila de 14-3-3. 

La expresión de la isoforma 14-3-3cr no tuvo cambio alguno, pero la banda que pertenece al peso 

de la isoforma epsilón (E), aumentó concordándo con la expresión de p53, teniendo un máximo de 

expresión entre las 3 y 6 horas (Fig .228). Se sabe que algunas formas diferentes a la isoforma cr, 

pueden estar involucradas en el arresto en G2, secuestrando en el núcleo o citoplasma a la 

fosfatasa Cdc25c (Chan, 1999), en la literatura pocos reportes involucran in vitro a la proteína 14-3-

3E , en donde secuestra y exporta del núcleo a la fosfatasa Cdc25 (Kumagai, 1999, Konishi, 2001 ). 

Nosotros observamos in vitro una clara relación en la expresión de la isoforma E con la expresión 

de p53 y quizá halla una interacción entre 14-3-3E y p53wt en nuestro modelo. 

Se ha reportado que las isoformas y, E y 1 liE 14- 3- 3 se asocian a p53wt en arresto inducido por 

radiación ionizante, sin modificacion en la expresión de 14-3-3 cr 

interacción no afecta la unión de p53 a ADN . 

(Stavridi, 2001) y que esta 

Después de observar en nuestros experimentos de arresto del ciclo celular y la expresión de p53 y 

de 14-3-3E, se trató de complementar con ensayos de viabilidad celular en los cuales se observó 

que las células T24-p53wt que habían sido arrestadas a las 24 h mostraron una muerte de 

aproximadamente el 50% de la población (Fig . 23). Estos resultados refuerzan la idea de que un 

arresto en G2 debe ser considerado importante en los tumores resistentes a daño y con mutaciones 

en p53; ya que se ha observado que la habilidad de varias lineas tumorales para acumular daño 

después de un daño en G2 es proporcional a su clonogenecidad y a la resistencia a múltiples 

drogas anticáncer (Erenpreisa, 2001 ). En nuestros resultados al introducir un gen de p53wt, 

reestablecimos la función de sensar el daño al ADN, de arrestar en la fase G2 e inducir muerte 

celular y todo esto dependiente de p53wt y de la proteína 14-3-3E. 
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Hoy día se conoce la principal via mediante la cual 14-3-3a actúa en el arresto de G2, pero aún no 

se tiene reportes de cómo la proteina 14-3-3E actúe en el arresto en la fase G2 Si bien se ha 

reportado que otra isoforma disitinta a cr está involucrada en el arresto en G2 (Chan, 1999), aún no 

se sabe cual de ellas; nuestros resultados sugieren que puede tratarse de la isoforma E. Otra teoría 

propuesta para el papel que posiblemente desempeñe 14-3-3E esta relacionado con su 

participación en células vegetales en donde las proteinas 14-3-3 sugieren facilitan la interacción de 

la unión de factores de transcripción ADN-secuencia especifica con la maquinaria basal de 

transcripción (Stavridi, 2001) 

Estos resultados en conjunto nos indican que p53 puede ser un buen agente ca-terapéutico en el 

tratamiento del cáncer, asi como dar la pauta para el entendimiento de los modificadores y 

cooperadores en la célula y en el tejido especifico en los que p53 está involucrada en lo que 

concierne a la radiosensibilidad y radioresistencia . 

p53 activa la expresión de varios genes con efecto que puede ser sumatorios y determinar la 

respuesta de células neoplásicas a la RI. 

Nuestros resultados muestran que la iniciación del arresto en la fase G2 en respuesta a daño de 

ADN es dependiente del status de p53 en la linea de cáncer de vejiga T24 y que en este arresto se 

involucra la proteina 14-3-3E 

En este trabajo se obtiene resultados que nos puede reflejar de lo que posiblemente pase in vivo 

con respecto a la mala respuesta que se obtiene en el tratamiento de cáncer de vejiga con 

radioterapia. En conclusión nuestros resultados sugieren la posibilidad de utilizar un a p53wt como 

un eficiente coadyuvante asociado a la radioterapia convencional. 

En este trabajo nosotros colocamos dos estrategias básicas: reemplazar el gene de p5mut por un 

p53wt y restaurar la función de p53. 
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10. CONCLUSIONES. 

A sido reportado en varios estudios que la ausencia de p53 funcional en líneas de cáncer de vejiga 

incrementa la radioresistencia de estás células . En este trabajo se investigo la relación que hay 

entre el estatus de p53 y la respuesta a RI. 

o En el reestablecimiento de la proteina p53wt en la linea T24 se observó que el ciclo celular 

cambiaba en las primeras horas post-RI dando un aumento en la fase de síntesis; y que también la 

localización de la proteína p53 cambiaba en las primeras horas post-RI translocandose a núcleo. 

o Se observó que aproximadamente el 45% de las células transfectadas con p53wt mostrarán 

arresto del ciclo celular en la fase G2 a las 24 h post-RI, este arresto fue acompañado de un 

aumento en la muerte celular a las 48 h post-RI en comparación con los controles . 

o Se demostró que proteína p53 incrementa su expresión en las primeras horas post-RI en las 

células transfectadas con p53wt y que este incremento esta acompañado por la expresión de la 

proteína 14-3-3E, la cual no se tenia reportada en la literatura para estar involucrada en el arresto 

en la fase G2 y muerte celular. 

Con estos resultados se demuestra que la RI induce muerte celular dependiente de p53wt en la 

línea de cáncer de vejiga T24 y se da la pauta para dar una propuesta a futuro dirigida al 

tratamiento de cáncer de vejiga refractario a RI y que presente mutaciones en p53. 
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ANEXO 

•Medio LB (Luria Bertani) 500ml 

NaCI 5gr 

Peptona de caseína 5gr 

Extracto de levadura 2.5gr 

•Solución de tincion para X-gal 

5mM de K3Fe(CN)6 (ferricianuro de potasio) 

5mM de K4Fe(CN)6 (ferrocianuro de potasio) 

2mM MgCI, 

0.02% NP-40 

1 mg/ml de X-gal (5-bromo. 4 cloro, 3 indolil , ~-0-galactósido, preparado en dimeti l sulfoxido); 

0 lnmunohistoquimica 

Peroxidasa endógena: 1 mi de H20 2 al 3% + 4 mi de alcohol metílico, preparar al instante y 

mantenerla a 4ºC.* 

Solución amortiguadora de Coulter: 0.847 NaCI 

0.373 K2HP04 

0.115 KH 2PO. 

Ajustar pH 7.2 y aforar a 100 mi 

Complejo ABC: para 1 mi de Buffer coulter-PBS tomar 10 µI de avidina + 1 O µI de biotina . Incubar 

durante 30 minutos a 4ºC 

Solución de bloqueo: 4 mi de solución de coulter + 1 mi de SFB . 

Amortiguador para DAB: 0.192 Na2HPO. 

0.092 NaH2P04 .H20 

0.590 NaCI 

Ajustar pH 7.0 y aforar a 100 mi 

-PARA MANIPULAR LA DAB MANTENER MÁXIMAS PRECAUCIÓN UTILIZAR GUANTES Y CUBREBOCA, PRODUCTO 

ALTAMENTE CANCERIGENO. 

·oisolver una pastilla de 10 mg de DAB en 10 mi de PBS para DAB. Guardar en alícuotas de 2 mi 

cubierto de la luz y a - 70ºC. 
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Solución de Trabajo : 2 mi de DAB + 15 µ1 de peroxido al 3%, preparase al instante, mantenerla a 

4 ºC y evitar la luz. 

• Ciclo celular 

Solución concentrada 500ml : 

Citrato de sodio 

Nonidet P40 

Tetracluro de Espermina 

Tris 

Solución A: 

3.4 mM 

500 ~d 

1.5mM 

0.5mM 

Agregar a 100 mi de la Solución concentrada 

Tripsina 

Ajustar pH 7.6 

Solución B : 

30mg 

Agregar a 1 OOml de la Solución concentrada 

lnhibidor de Tripsina 

Ribonucleasa A (Sigma R-5152) 

Ajustar pH 7.6 

Solución C: 

50mg 

10 mg 

Agregar a 1 OOml de la Solución concentrada 

Yoduro de propidio 41 .6mg 

• Detección de proteina (citometría de flujo) 

Solución M: tripsina al 0.003% preparada en PBS. 

Solución N: 0.05% de inhibidor de tripsina (Sigma. T-9253) en PBS. 

Solución Ñ: 0.0416% de Yoduro de Propidio en PBS. 

• "Western Blot'' 

Amortiguador de Homogenización: 

Tris 

NaCI 

10mM 

50mM 
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Amortiguador de Muestra (Amortiguador reductor SDS) 100µ1 4x : 

Tris pH 6.8 0.5M 12,i1 

Glicerol 40µ1 

sos 10% 32,i1 

2-P-mercaptoetanol 20,i1 

Azu l de bromofenol 1 % 4 

Amortiguador de corrida 600 mi 5x: 

Tris base 

Glicina 

sos 

9g 

43.2 g 

3g 

60 mi diluir en 240 mi de H20 bd 

TBS 10x: 

Tris base 24.2 g 

NaCI 8 g 

Oisilver en 1 Lt de H20 bd 

Amortiguador de electrotransferencia: 

Tris base 3.03 g 

Glicina 14.0 g 

En 1 Lt de H20 bd 

Agregar 200 mi de metanol y enfriar a 4 ºC 

Solución de Bloqueo 1: 

Leche en polvo (sin calcio) 1.25 g 

Azida de sodio 2.5% 250 µI 

Aforar a 25 mi de PBS pH 7.2 
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