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RESUMEN

Los genes supresores tumorales estan implicados en diversos procesos de division celular
como la regulacion de la expresion génica, control del ciclo celular, programacion de la
muerte celular y estabilidad del genoma. La pérdida de actividad de estos genes provoca la
incapacidad de respuesta a los mecanismos de control que regulan la division celular, de
modo que se produce una proliferacion mas o menos incontrolada de la célula lo cual
conduce en ocasiones al desarrollo de neoplasias y a la evolucion de las mismas hacia
procesos tumorales mas agresivos.

El gen p53 pertenece al grupo de genes implicados en el control del ciclo celular. Este gen
tiene miiltiples funciones ya que aparece implicado no sélo en el control del ciclo celular
sino también en la integridad del ADN y la supervivencia de las células expuestas a agentes
que danan el ADN. La alteracion del gen p53 confiere un riesgo muy elevado de desarrollar
cancer y la mutacion del mismo es uno de los cambios gendmicos mas frecuentes en el
cancer humano.
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SUMMARY

Tumor suppressor genes are involved in several processes of cell division such as,
transcriptional regulation, cell cycle control, programmed cell death and genome stability.
Loss of activity of these genes causes the inability of response to the mechanisms of
control that regulate cell division, so that an uncontrolled cell proliferation is caused which
sometimes leads to the development of neoplasias.

p53 tumor suppressor gene is a multifactorial factor able to control cell cycle progression,
DNA integrity and survival of the cells exposed to DNA damaging agents. p53 gene
alteration confers a high risk of developing cancer and its mutation is one of the most
frequent genetic changes in human neoplasia.
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LABURPENA

Gene supresore tumoralek zatiketa zelularraren zenbait prozesutan parte hartzen dute, hala
nola gene adierazpenaren erregulazioa, ziklo zelularraren kontrola, heriotza zelularraren
programazioa eta genomaren egonkortasuna. Gene hauek beren jarduera gaitzeak zatiketa
zelularra erregulatzen duten kontrol mekanismoei erantzuteko gaitasuna ezezetatzen du, eta
ondorioz, zelularon ugaltze gutxi-asko kontrolik gabea gertazen da; beraz, zenbaitetan
neoplasiak garatzen dira eta neoplasia horiek agresiboagoak diren prozesu tumoral
bihurtzen dira.

p53 genea ziklo zelularraren kontrolean parte hartzen duten geneen taldekoa da. Gene
honek era askolako funtzioak ditu, ziklo zelularraren kontrolean agertzeaz gainera, ADNaren
integritatean eta ADNa kaltetzen duten agenteen eraginaren mende dauden zelulen
biziraupenean ere zeresanik baitu, p53 genea aldatzeak minbizia garatzeko arrisku oso
handia dakar eta haren mutazioa giza minbiziaren aldaketa genomiko sarrienetako bat da.
HITZ NAGUSIAK: p53, mutazioa, apoptosia, gene supresore tumorala.
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1. Introduccion

La prevalencia del cancer es una caracte-
ristica de la época moderna. Durante las
Gltimas décadas ha habido importantes
contribuciones a la comprension de los
mecanismos tumorigénicos habiéndose
llegado a la conclusién de que el cancer
es consecuencia de mdltiples alteracio-
nes del genoma. En un primer momento
los oncogenes han atraido considerable
atencion. El descubrimiento de los genes
supresores de tumores fue posterior a la
caracterizacion de los oncogenes. Incluso
su misma existencia fue puesta en duda
durante cierto tiempo. Sin embargo, en la
actualidad, el nimero de nuevos genes
supresores tumorales identificados, rele-
vantes para el desarrollo de tumores en
humanos, crece a ritmo vertiginoso. Se
sospecha que en el genoma humano exis-
ten al menos 50 genes supresores tumo-
rales que estan implicados en diversos
procesos tales como el control del ciclo
celular, regulacion transcripcional, progra-
macién de la muerte celular (apoptosis) y
estabilidad genética (1). En la presente
revision trataremos del gen supresor del
tumor que codifica la proteina p53, gen
también conocido como el guardian del
genoma.

2. Genes supresores de tumores

El cancer es el resultado de una serie de
alteraciones genéticas que se producen al
azar y conducen a la perturbacion de los
controles normales de la proliferacién
celular que esta regulada por proto-onco-
genes que promueven el crecimiento celu-
lar y contrabalanceada por genes supreso-
res de tumores (2).

Los proto-oncogenes pueden volverse
hiperactivos por mutaciones que tienen un
efecto dominante generando los oncoge-
nes que fuerzan al crecimiento de las
células tumorales. Inversamente, las
lesiones genéticas de los genes supreso-
res de tumores tienen un efecto inactiva-
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dor. Estos genes mutados se manifiestan
de forma recesiva (3, 4) de manera que, la
pérdida o inactivacion de ambos alelos
conduce al fenotipo neoplasico (2,5). Se
han utilizado varios criterios para definir
los genes supresores de tumores.

a) Un alto grado de conservacion evolutiva.
b) Habitualmente estan implicados en el
control del desarrollo de varias clases de
tumores ya que su funcién normal es inhi-
bir o poner freno al crecimiento celular,
previniendo el desarrollo de la neoplasia.
¢) Tienden a ser recesivos, ambos alelos
normales deben mutar para transformar
células normales en tumorales.

d) Estan frecuentemente asociados con la
pérdida de un alelo resultando en la homo-
cigosidad del gen supresor del tumor, asi
como de los marcadores que le circundan.
e) Las mutaciones en estos genes provo-
can que la célula ignore uno o mas de los
componentes de la red de senales inhibi-
torias, eliminando las barreras del creci-
miento celular y resultando en una tasa
mas elevada de crecimiento canceroso
controlado.

f) Los productos de los genes supresores
de tumores funcionan en muy diversas
localizaciones celulares.

Tradicionalmente la inactivacion de un gen
supresor de tumor ha sido explicada por
los mecanismos mas sencillos que contri-
buyen a la perturbacion de la funcion y de
la estructura del gen que son las delecio-
nes, mutaciones puntuales e inserciones.
Pero existen otros muchos mecanismos
que no afectan a la regién codificante del
gen pero si a la expresion de la proteina
supresora tumoral como son las alteracio-
nes de otras regiones génicas: promotor,
secuencias reguladoras, regiones implica-
das en la maduracién del ARN. Por otra
parte la proteina puede no ser funcional
debido al transporte inadecuado de la pro-
teina supresora tumoral a la localizacion
subcelular donde es funcional. Ademas
oncoproteinas de origen virico pueden
inducir la degradacion de la proteina
supresora o inhibir la transcripcién del pro-
pio gen. Estos mecanismos se muestran
en laTabla 1.

3. Caracterizacion de p53

La proteina codificada por el gen supresor
de tumor p53, es una fosfoproteina que se
localiza en el nicleo celular.

Esta proteina fue descubierta a finales de
la década de los 70 e identificada como
una fosfoproteina celular de 53 kD capaz
de enlazarse al antigeno transformante
SV40 T (6, 7), una propiedad que también
es compartida por la proteina retinoblas-
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Fig. 1: Estructura del gen p53 y dominios funcionales de la proteina p53

toma, pRb. Inicialmente se sugirié que p53
era un oncogén (10) capaz de inmortalizar
las células por si mismo, o capaz de trans-
formarlas en conjuncién con el oncogén
ras. Mas tarde se demostro que la forma

TABLA 1

mutante de p53 era responsable de los
efectos descritos, mientras que la forma
salvaje suprime la transformacion (8).

Una importante funcion de p53 es efectuar
el control del ciclo celular en el paso de

Mecanismos que contribuyen a la perturbacion de la funcion o de la estructura

de los genes supresores tumorales.

MECANISMO

a) Mutacion en la region codificante

Delecion

Insercion

Mutacién puntual

Insercion Alu

Expresion de mutantes negativos dominantes

b) Otras dianas de mutacion

Mutacion en el promotor
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Edicion del RNA
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c¢) Efectos modificadores

CpG hipermetilacion
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d) Localizacién subcelular
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G1 a S. Cuando se han producido lesiones
en el ADN, p53 para el ciclo celular en G1-
S para dar tiempo a que actlen los siste-
mas de reparacion del ADN y de esta
forma asegura: la integridad genémica; la
reparacién y sintesis del ADN; la diferen-
ciacion celular; la represion de la transcrip-
cion; la plasticidad gendémica y la apopto-
sis. Mientras la forma salvaje de p53
actia como un gen supresor de tumor
recesivo, la forma mutante tiene las carac-
teristicas de un oncogén dominante (9-
20).

La mutacion en p53 es uno de los cam-
bios genéticos mas frecuentemente encon-
trados en el cancer humano. El gen p53
no es requerido para el desarrollo normal,
pero su falta de funcién confiere un riesgo
enormemente elevado de desarrollar can-
cer, por ello, parece actuar verdadera-
mente como un gen supresor de tumor. La
proteina p53 esta presente normalmente
en cantidades muy pequenas, pero cuando
las células son expuestas a estimulos
genotoxicos, los niveles de p53 se incre-
mentan rapidamente e inician un programa
de muerte celular mediado por la regula-
cién de la transcripcion. Esta respuesta se
pierde en muchas células tumorales ya
que tienen inactivado su gen p53 por
mutaciéon o bloqueada su actividad
mediante proteinas que se enlazan a p53
y la neutralizan (21).

4. Localizacion subcelular y estructura de
p53

El gen p53 estd localizado en el brazo
corto del cromosoma 17, banda 13
(17p13.1), y tiene aproximadamente 20
kb. Consta de 11 exones, siendo el pri-
mero no codificante y colocado a 8-10 kb
de los exones 2-11, produce un transcrito
de ARNm de 2,8 kb cuyo resultado es una
proteina de 53 kD que tiene 393 aminoaci-
dos. La estructura del gen p53 y de la pro-
teina se describen en la Fig. 1.

El analisis de los niveles del ARNm de p53
sugiere que el gen se expresa en todos
los tejidos corporales durante el desarrollo
(21).

La proteina de tipo salvaje normalmente
reside en el ndcleo celular y tiene una vida
media muy corta en los tejidos normales.
Esta proteina esta siendo producida cons-
tantemente pero es muy rapidamente
degradada con lo que su steady-state per-
manece muy bajo (21). En tejidos norma-
les estd presente en cantidades muy
pequenas que no pueden ser detectadas
por inmunohistoquimica. Los agentes que
danan el ADN inducen p53 que se hace
muy estable por un mecanismo post-trans-

(31]

TABLA 2

M. LOPEZ ET AL. — P53, UN GEN SUPRESOR TUMORAL

Genes cuya transcripcion esta regulada por la proteina p53

REGULACION POSITIVA

REGULACION NEGATIVA

GEN FUNCION GEN FUNCION
wafl progresion del ciclo celular G1/S PCNA replicacion del ADN
Rb progresion del ciclo celular G1/S c-fos regulacion de la transcripcion
GADD45 reparacion del ADN cjun regulacion de la expresion génica
mdm2 via de autorregulacion de p53 mdm?2 transduccion
bax apoptosis IL-2 regula el crecimiento
fas apoptosis bcl inhibicion de la apoptosis

thromospondina | inhibidor de la angiogenesis

genes virales diferentes funciones

IGF-BP3 progresion del ciclo celular G1/M

cripcional que induce un elevado aumento
de la cantidad de proteina p53 en el
nicleo (22-25). La proteina tiene varias
regiones evolutivamente conservadas
(>90%) en los exones 1, 4, 5, 7 y 8, como
se muestra en la Fig. 1, las cuales son
esenciales para la funcién normal de la
proteina p53. La proteina incluye varios
dominios, tales como la region acida N-ter-
minal para la transactivacion, el dominio
core contiene una secuencia enlazante al
ADN y el dominio terminal tiene propieda-
des reguladoras. Las modificaciones pos-
transcripcionales de la region terminal por
acetilacion, fosforilacion y O-glicosilacion
generan cambios conformacionales en
p53 que regulan la unién especifica a
secuencias del ADN asi como el reconoci-

miento de ADN danado, aunque estos
mecanismos no son del todo conocidos.

5. Funciones de la proteina p53

La proteina salvaje p53 es un factor de
transcripcién (9) capaz de activar y/o inhi-
bir la transcripcion de una amplia variedad
de genes. Tabla 2.

Cuando el ADN esta danado p53 se activa
para mantener la integridad de la secuen-
cia del ADN bien por medio de la parada
de la proliferacion celular mientras el dano
es reparado, o alternativamente, dirigiendo
la célula hacia la apoptosis (5). Ver Figura
2.

La Fig. 2 muestra algunas de las principa-
les funciones de la proteina p53 tales
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Fig. 2: Control de la progresion del ciclo celular en relacién con p53.
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como factor de transcripcion, control del
ciclo celular, induccién de la muerte celu-
lar programada y otras funciones relaciona-
das con la diferenciacidon neuronal, la
supresion de la teratogénesis y el manteni-
miento de la integridad gendmica.

La proteina mutante pierde su funcion
supresora de tumor, etapa clave que
resulta en la cascada neoplasica. Ademas
p53 es capaz de activar la via apoptética,
por tanto su inactivacion podria incremen-
tar el grupo de células proliferentes asi
como su probabilidad de transformacion
neoplasica al inhibir la muerte celular pro-
gramada (26).

Por tanto, p53 es un factor de transcrip-
cién multifactorial, implicado en el control
de la progresion del ciclo celular, integri-
dad del ADN y supervivencia de las células
expuestas a agentes que danan al ADN (9-
12, 26, 27).

6. Regulacion de la actividad de p53

El principal estimulo de respuesta de p53
es el dano celular. La proteina p53 es acti-
vada como consecuencia de diversas con-
diciones de stress celular, incluido el dano
del ADN, cambios de potencial redox de la
célula, una reduccion en el pool de ribonu-
clebtidos y expresidon de oncogenes (25).
La proteina p53 esta regulada principal-
mente de dos maneras:

a) estabilidad de la proteina.

b) activacion mediante el paso desde un
estado latente a un estado activo.

La estabilidad de la proteina p53 esta
regulada principalmente por la proteina
celular mdm2 la cual ha demostrado enla-
zarse en, o proxima al, dominio de activa-
cion transcripcional de p53 para bloquear
su funcién como factor transcripcional (28,
29). Se establece asi un mecanismo de
feed-back negativo entre ambas proteinas
(Fig. 2).

En cuanto a la activacién bioquimica de
p53, el paso del estado latente al activo
de la proteina, es controlado por la interac-
cion con el ADN danado mediante modifi-
caciones postranscripcionales de p53 o
bien por interacciones proteina-proteina
(21). La proteina de tipo salvaje puede
existir en una forma latente, incapaz de
enlazarse al ADN, la cual puede ser modifi-
cada por cambios covalentes en el
extremo amino-terminal y en el extremo C-
terminal de la molécula (los Gltimos 30
aminoacidos). Este extremo C-terminal es
un dominio regulador negativo, ya que su
mera eliminacion activa constitutivamente
a la proteina (21). Por otra parte ciertas
interacciones proteina-proteina afectan a
la funcién de p53 como factor de transcrip-
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ciébn asi como a su capacidad de res-
puesta celular. Estas interacciones se pro-
ducen entre p53 y reguladores tanto positi-
vos de su actividad (HIF-a, c-abl, p300,
PARP, WT-1, p19, pRB) como negativos
(hsp70, BRCA 2, bcl-2, cjun) (30). Aln se
desconoce el modo en que algunas de
estas proteinas regulan la actividad de
p53.

Por Gltimo hay que tener en cuenta que
ademas de que la proteina p53 sea esta-
ble y activa es necesario que se produzca
un transporte adecuado de la misma del
citoplasma al ndcleo que es donde lleva a
cabo sus funciones (31).

Todos estos mecanismos de regulacion de
p53 permiten que la proteina se torne
estable y activa cuando la célula tiene
lesiones en el ADN, siendo muy inestable
en caso contrario.

7. Mutaciones de p53

Aproximadamente el 50% de los canceres
implican un gen p53 defectuoso, habitual-
mente inactivado por una mutacién pun-
tual o por deleciones génicas. Ambas
lesiones impiden la oligomerizacion y for-
macién de complejos tetraméricos capa-
ces de enlazarse a secuencias especificas
del ADN. Esto altera la funcién fisiol6gica
normal de la proteina (32-36). La prevalen-
cia de mutaciones de p53 varia entre tipos
de tumores, de un 0 a un 60% en los prin-
cipales tipos de cancer y mas del 80% en
algunos subtipos histolégicos (37).

El espectro de las mutaciones de p53 en
los canceres esta proporcionando claves
sobre la etiologia y patogénesis molecular
de las neoplasias (27). Los canceres con
mutaciones en p53 son mas agresivos,
con mayor capacidad metastatica y a
menudo fatales. Por tanto, la deteccion de
las anomalias de p53 puede revelar
aspectos del origen y evolucidn del cancer
humano (38, 39).

En la mayoria de los tumores humanos
estan inactivadas ambas copias de p53
(9, 20). EI mecanismo méas comln de pér-
dida de funcionalidad de p53 es la muta-
cién puntual de uno de los alelos y la dele-
cion del otro (5). La mutaciéon de
solamente uno de los alelos podria afectar
a la respuesta de la célula mutante y
podria quiza predisponer a la subsecuente
inactivacion del alelo restante (21). En
este sentido cabe destacar que algunas
mutaciones de p53 son dominantes (40)
lo cual constituye una excepcién a la
norma que establece que los genes supre-
sores manifiestan su accion cancerigena
s6lo si se produce una alteracion de
ambas copias del gen. Esto se debe a que

la proteina expresada en forma de tetra-
mero presenta la maxima afinidad por las
secuencias especificas de ADN a las cua-
les tiene que unirse para transactivar
genes (41-43); un solo mondmero defec-
tuoso procedente de la mutacion de uno
de los dos alelos es suficiente para provo-
car la inactivacion total de la proteina.
Cuando los monémeros mutados forman
complejos con los monémeros normales
se alarga sensiblemente la vida de la pro-
teina p53 (44).

8. Tipos y distribucion de las mutaciones
de p53

Han sido identificadas méas de 4.200
mutaciones distribuidas a lo largo del gen
p53 sobre mas de 350 codones.
Aproximadamente el 90% de las mutacio-
nes reportadas se localizan en 190 amino-
acidos centrales o dominio enlazante al
ADN de la proteina (12). Esta proporcion
puede estar sobrestimada ya que muchos
investigadores han limitado su andlisis a
los exones 5 a 8. En esta region muchas
de las sustituciones de bases alteran la
conformacion de p53 (quiza por desnatura-
lizacién parcial) y su actividad de transacti-
vacion.

Los residuos mas frecuentemente muta-
dos en canceres estan todos en -o proxi-
mos a- la zona de interaccion ADN-prote-
ina. Aproximadamente el 20-30% de las
mutaciones (45) ocurren en cinco codones
hotspots: 175, 245, 248, 249 y 273. El
porcentaje de mutaciones mas elevado ha
sido hallado en el coddén 273.

El 80% de las mutaciones de p53 son de
cambio de sentido por lo que provocan el
cambio de un aminoacido por otro. Ello
altera la conformacién de la proteina y
causa acumulacién en el nlcleo (46, 47).
Tres cuartas partes de las sustituciones
ocurren en pares de bases G:C (37). Otras
mutaciones generan codones stop o des-
fase de lectura. Otros cambios en p53
consisten en deleciones, inserciones y
LOH que ocurren también en un amplio
abanico de tumores. Ademas existen otros
mecanismos que pueden bloguear la acti-
vidad de p53, tales como el enlace a pro-
teinas virales o la asociacion a proteinas
celulares como mdm2.

No todas las mutaciones son equivalen-
tes. Las proteinas mutantes difieren en la
extension de la pérdida de su funcion
supresora y en su capacidad de inhibir la
actividad normal de p53 de forma negativa
dominante (48).

Segln su impacto sobre la estructura del
dominio enlazante de ADN las mutaciones
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pueden ser agrupadas en 3 grandes cla-
ses:

1. Clase I: las mutaciones afectan a los
residuos de la superficie enlazante al ADN
tales como Arg248 y Arg272, y perturban
las uniones ADN-proteina.

2. Clase Il: afecta a residuos cruciales
para la orientacion correcta sobre la super-
ficie enlazante al ADN, tales como Argl75
y Arg 249, implicados en las conexiones
entre el esqueleto y la superficie enla-
zante. Estas mutaciones pueden perturbar
la flexibilidad de regulacion de la proteina
p53.

3. Las mutaciones de clase Il se localizan
dentro del esqueleto y perturban la estruc-
tura terciaria de todo el dominio enlazante
del ADN.

Sin embargo, las propiedades de las muta-
ciones p53 dependen del tipo celular (49-
51).

La clasificacion de las mutaciones de p53
en grupos estructurales puede proporcio-
nar una base molecular para explicar pro-
piedades de los mutantes tales como la
actividad negativa dominante, potencial
oncogénico o sensibilidad a la tempera-
tura. Ademas, las propiedades funcionales
de un mutante particular dependen de la
naturaleza de la sustitucion aminoéacida en
un codén particular (52, 53).

9. Consecuencias celulares de las
mutaciones de p53

Las mutaciones de p53 afectan directa, o
indirectamente, a su interaccion con el
ADN demostrando que su enlace tiene un
papel fundamental en el funcionamiento
de p53 como un gen supresor tumoral. La
mayoria de las mutaciones interfieren con
la capacidad especifica de p53 de enla-
zarse al ADN y por tanto, permiten la proli-
feracion de células que, en condiciones de
una funcién normal de p53 serian elimina-
das o detenidas en su crecimiento. La
mutacion de p53 puede por tanto propor-
cionar una ventaja selectiva y favorecer la
expansion clonal de células pre-neoplasi-
cas y neoplasicas (45).

Algunas mutaciones producen una molé-
cula de p53 capaz de estimular la division
celular y provocan cancer, ya que bloquean
la actividad supresora de p53. Esta fun-
cion puede verse alterada también por
cambios en la localizacién subcelular de
p53; como se ha mencionado previamente
esta proteina no es funcional en el cito-
plasma ya que se trata de un factor trans-
cripcional que ejerce su funcion reguladora
negativa de la proliferacion celular Gnica-
mente cuando esta en el ndcleo. El
secuestro de la proteina p53 en el cito-

[33]

plasma impide por tanto su accién como
supresor tumoral.

La proteina p53 mutante no tiene la capa-
cidad de controlar el crecimiento celular ya
gue no puede detener el ciclo celular en
G1 y pierde su capacidad de enlazarse al
ADN para regular la transcripcion (54).
Ademas algunas mutaciones del gen p53
producen una proteina que adquiere nue-
vas funciones con una implicacién directa
sobre la desregulacidn del ciclo celular
(55). Este tipo de mutantes de p53 con
caracter dominante positivo puede actuar
en estado heterocigoto, y es por ello que
las mutaciones de p53 llegan a ser tan
comunes en los canceres humanos.

Otra hip6tesis es que las mutaciones tam-
bién pueden ocurrir en un gen “corriente
abajo” de p53, por ejemplo, WAF1 que es
transactivado por p53 y es un inhibidor de
CDKs (56, 57). La interrupcion de la ruta
de p53 podria interferir con el bucle feed-
back que regula la expresion de la proteina
p53.

Muchas proteinas p53 mutantes se acu-
mulan en grandes cantidades en muchos
tipos de células cancerosas y alcanzan
concentraciones 10-100 veces mas eleva-
das que en el tipo salvaje (21). Sin
embargo, las mutaciones que resultan en
delecion o truncamiento (sin sentido y des-
fase de lectura) no causan acumulacién de
la proteina.

10. Diagnostico de las mutaciones de
p53

La alta incidencia de mutaciones de p53
en los canceres humanos y las numerosas
sugerencias (39, 53, 58) de varios grupos
sobre las consecuencias tanto diagnosti-
cas como prondsticas que la presencia o
ausencia de mutaciones de p53 puede
tener, senala la importancia de la optimi-
zacion de los métodos para la determina-
cién de p53.

Tradicionalmente, el analisis de p53
estaba basado en la deteccién de las pro-
teinas p53 mutantes que tienen una vida
media mucho mas larga que las proteinas
de tipo salvaje. Esta determinacion es
posible mediante técnicas inmunohistoqui-
micas que detectan la acumulacion de
p53 en las células. Las técnicas inmu-
nohistoquimicas no pueden detectar los
bajos niveles de p53 en las células norma-
les, mientras que en células neoplasicas
portadoras de mutaciones con cambio de
sentido, la presencia de la proteina p53
es facilmente observable ya que su ele-
vada vida media aumenta la cantidad de la
proteina.
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Ocasionalmente, los tumores p53 histoqui-
micamente positivos no portan mutaciones
(53, 59), lo que indica que existen otros
mecanismos capaces de estabilizar a p53,
tales como el enlace de proteinas celula-
res (28, 60). Por otro lado, ciertas muta-
ciones de desfase de lectura o de termina-
cion de cadena resultan en la pérdida de
expresion o inestabilidad de la proteina.
Por tanto, estos tipos de alteraciones en
la secuencia codificante de p53 son inmu-
nohistoquimicamente indetectables. Estos
cambios constituyen menos del 20% de
las mutaciones de p53 descritas en tumo-
res humanos (12). La concordancia entre
mutacién en el gen p53 y la acumulacion
de la proteina p53 no es perfecta, sin
embargo, la inmunorreactividad es un indi-
cador aproximado de los tumores con fun-
cion p53 alterada (58).

Debido a que la inmunohistoquimia no
siempre puede detectar las alteraciones
de p53 en lesiones precancerosas, el
estudio inmunohistoquimico debe ser com-
plementado con el analisis genético para
aumentar la sensibilidad de deteccion de
los casos que progresaran hacia un tumor.
Las alteraciones genéticas que surgen
durante la tumorigénesis pueden ser de
utilidad para la deteccion de células tumo-
rales en muestras clinicas y su analisis
tiene la ventaja de que se basa en el
material genético. EI ADN es un sustrato
ideal para el diagndstico molecular porque
es el Gnico material que sobrevive a las
condiciones adversas experimentadas por
muchos especimenes clinicos, ademas, la
cantidad de material de partida necesario
es muy reducida gracias a su amplificacién
mediante la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) (61).

El procedimiento mas habitual para el ana-
lisis genético de p53 consiste en la extrac-
cion del ADN, amplificacion de los exones
4-8, donde se acumulan la mayoria de las
mutaciones en este gen, y la deteccidn de
las mismas mediante la técnica SSCP (sin-
gle strand conformational polymorphism).
La técnica SSCP se basa en el principio de
que las hebras sencillas de ADN, bajo con-
diciones no desnaturalizantes, asumen
conformaciones variables segln las conse-
cuencias de sus nucleétidos. El cambio de
una sola base puede causar un cambio
conformacional en la molécula de ADN
(54). Cuando se detecta una posible muta-
cion se realiza el subsecuente analisis de
secuenciacién para confirmarla y determi-
nar el cambio de bases exacto asi como
Su posicion en la secuencia del gen.
Existen evidencias de que no todas las
mutaciones de p53 pueden detectarse por
SSCP y también hay casos de mutaciones
que aparecen fuera de los exones 4-8.
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La concordancia de resultados entre
secuenciacion del ADN y técnicas inmuno-
l6gicas de deteccion de p53 es aproxima-
damente del 90% (54). Por tanto, el uso
combinado de ambas técnicas es el
método mas fiable para el estudio de las
mutaciones de p53.

Otro nivel de expresion del gen susceptible
de estudio es el ARNm. El aislamiento del
ARN de las muestras clinicas, su subse-
cuente conversién a cADN mediante RT-
PCR es la aproximacién mas viable para
evaluar la expresion génica en los pacien-
tes de cancer. Existen nuevas metodolo-
gias basadas en ARN para el descubri-
miento de genes que pueden detectar
estos cambios en la expresion, incluyendo
sistemas de cDNA chips (62) y serial
analysis of gene expression (SAGE) (63),
que daran lugar a la deteccion de un
nimero cada vez mayor de potenciales
marcadores tumorales.

Las mutaciones no son los {nicos meca-
nismos que pueden hacer perder la fun-
cion normal de la proteina p53. Algunas
oncoproteinas de origen viral son capaces
de inducir la degradacion de la proteina
p53 o bien de reprimir su expresion a nivel
transcripcional. La oncoproteina E6 sinteti-
zada por ciertos papilomavirus humanos
(HPV) (2), la oncoproteina X procedente del
virus de la hepatitis B (64) y EBNA-5 codifi-
cada por el virus Epstein-Barr (65) son
capaces de inducir la degradacion de p53.
Por otra parte el adenovirus E4orf6 es
capaz de bloquear la transcripcion del gen
supresor tumoral p53 (66).

En pacientes que padecen un tipo de
tumor relacionado con posibles infeccio-
nes viricas en los que ademas no se
detecta ningin tipo de alteracion en el gen
p53 seria de gran interés clinico tanto la
identificacion del virus como el anélisis de
la expresion de proteinas oncogénicas.

11. Incidencia de las alteraciones de p53
en los tumores humanos

El analisis del gen y la proteina p53 en
células tumorales muestra diferencias sig-
nificativas entre los estadios de la tumori-
génesis y los tipos tumorales, asi como de
sus tejidos de origen. En algunos tumores
puede ocurrir la pérdida de uno de ambos
alelos p53, reduciéndose asi la concentra-
cion de p53 de tipo salvaje (67-69). En
otros casos una mutacién sin sentido
resulta en p53 truncada (70).

Han sido descubiertos mas de 100 genes
relacionados con cancer, varios de los cua-
les estan implicados en la historia natural
del cancer humano puesto que se han
hallado mutados en los tumores. El gen
supresor de tumor p53 es el ejemplo mas
notable porque estd mutado en aproxima-
damente la mitad de casi todos los tipos
de canceres originados en un amplio
espectro de tejidos (62). Las mutaciones
de p53 se encuentran en todos los gran-
des grupos histopatogénicos (12, 71-73).
La Figura 3 muestra la incidencia de muta-
ciones de p53 en canceres humanos
seglin los datos de Greenblatt et al., 1994
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Fig. 3: Incidencia de mutaciones de p53 en canceres humanos segtn los datos de Greenblatt et al. (1994) (37).
En este estudio se evalué la mutacion de p53 con técnicas basadas en PCR. El screening corresponde a los

exones 5-8 del gen p53.
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(37). En este estudio se evaluaron las
mutaciones de p53 analizando los exones
5-8 del gen con técnicas basadas en PCR.
La identificacion de los cambios genéticos
que conducen a la progresion del cancer
ha proporcionado un conjunto de marcado-
res moleculares y test, como el diagnos-
tico de p53, que pueden redefinir los crite-
rios para el diagnostico del cancer y abrir
nuevas posibilidades para su deteccion
precoz. A la espera de un procedimiento
de cura, el diagndstico molecular preciso
puede cambiar la accion clinica y el trata-
miento de estos pacientes (61).
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