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RESUMEN

El gen p53 actia como un gen supresor, es decir,
participa en la destruccion de las células transformadas,
y, por el contrario, la mutacion de sus alelos favorece la
proliferacion de las células transformadas.

Realizamos un estudio mediante biologia molecular
de 48 carcinomas epidermoides de laringe intervenidos
de su patologia entre 1991 y 1996, detectando dicha mu-
tacion en un 31,3% de los casos mediante PCR-SSCP y
en un 14,6% mediante secuenciacion.

Encontramos una relacion estadisticamente signi-
ficativa mediante el analisis estadistico de Log Rank
entre la supervivencia y la existencia de mutacion del
gen supresor p53; evidenciandose una supervivencia
menor en los carcinomas de laringe que presentan la
lesién gendmica.

En el presente estudio reflejamos la posible utilidad

del gen supresor p53 para conocer el grado de agresivi-
dad de este tipo de tumores.

PALABRAS CLAVE

p53, gen supresor, carcinoma epidermoide de larin-
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INTRODUCCION

El gen supresor p53, junto con el gen que confiere la
susceptibilidad para el retinoblastoma, constituyen los
dos genes supresores mas importantes en relacion con
los tumores humanos.

El gen p53 esta situado dentro de un segmento de
ADN de 16 a 20 kilobases en el brazo corto del cromo-
soma 17, en el locus 13.1 (17p13.1) en los humanos, y en
el cromosoma 11 en los ratones [1, 2].

Tiene una naturaleza recesiva, por lo que la mutacion
de uno de los alelos del gen da lugar a la sintesis de un
50% de la proteina cuya funcion no esta comprometida
y, probablemente, la alteracion del gen no es detectada.
Si ambos genes se dafian, es decir, la mutacion es homo-
cigota, se sintetiza una proteina que no es activa, dando
lugar a la alteracion de la funcion celular. En los ratones
pS3 “knockout” existe una mutacion de ambos alelos
de p53; cuando nacen son ratones normales, pero en el
100% de los casos desarrollan en su vida adulta una gran
variedad de tumores en un periodo de tiempo que pue-
den variar entre seis y nueve meses [1, 3,4, 5, 6].

La organizacion genoémica de p53 es muy similar en
el hombre, raton, rata rana, pollo, peces y otras especies
animales analizadas. En su estructura molecular se han
encontrado once exones, estando los exones 2,4, 5,7y 8
muy conservados filogenéticamente. La mayoria de las
mutaciones que tienen lugar en el gen se localizan sobre
los dominios de los exones 4 a 8 [1,3,4,5,7,8,9].

El gen codifica un ARN mensajero de 2.2 a 2.5
kilobases, que se expresa en casi todas las células del
organismo y tiene las mayores concentraciones a nivel
del timo, el bazo, el testiculo y el ovario. Da lugar a la
sintesis de la fosfoproteina nuclear P53 [1, 7, 10].

El mecanismo preciso por el cual actua la proteina
P53 es desconocido, actualmente el modelo mas acep-
tado sugiere que la proteina nativa reconoce el ADN
celular dafiado. Esto aumenta la sintesis de la proteina,
que actta deteniendo el ciclo celular y reparando el dafio
infringido sobre el ADN. Cuando no se consigue reparar
la lesion del ADN, la proteina es capaz de desencadenar
la muerte celular o apoptosis. Por el contrario, si el gen
ha mutado, la proteina mutada no es operativa y la célula
contintia a través del ciclo celular con su defecto a nivel
del ADN. Esta situacion favorecera que surjan clones de
células inestables genéticamente, los cuales daran lugar
aun cancer,s,6, 11].

Mas de la mitad (sobre un 60%) de los canceres
que se desarrollan en individuos adultos (incluyendo
mama, colon, pulmon, prostata, ovario, testiculo, piel,
rifon, esofago, vejiga, etc.) sufren mutaciones del gen

pS3 y expresan la proteina aberrante que codifica el gen
dafado [1, 12].

A pesar de los avances que se han producido en los
ultimos afios, actualmente no existe ninguna prueba
perfecta para determinar el prondstico de un paciente
diagnosticado de carcinoma epidermoide de laringe. En
el presente estudio reflejamos la posible utilidad del gen
supresor pS3 para conocer el grado de agresividad de
este tipo de tumores.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Para realizar el estudio se consideraron un total de
48 pacientes diagnosticados de carcinoma epidermoide
de laringe e intervenidos de su patologia entre los afios
1991 y 1996 en el Servicio de Otorrinolaringologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela.

La pieza quirurgica fue valorada en el Servicio de
Anatomia patologica del Complejo Hospitalario Uni-
versitario de Santiago de Compostela y se consideraron
aquellas preparaciones en las que se evidenciaban el
tumor.

A estos 48 carcinomas epidermoides de laringe se
les realizé un pormenorizado estudio epidemiologico y
molecular del gen supresor p53.

Para el tratamiento informatico del trabajo, se utilizo
un ordenador Toshiba Satellite 210 OCT y los siguientes
programas informaticos:

* Un procesador de textos: Microsoft Word para
Windows 95 version 7.0.

* Un programa para realizar dibujos y graficos: Mi-
crosoft Power Point para Windows 95 version 7.0.

* Un sistema para clasificacion bibliografica: Pa-
pyrus version 7.0.8.

* Un programa para clasificacion y recogida de da-
tos: Access para Windows 95 version 7.0.

* Un programa estadistico: SPSS para Windows 95
version 7.0.
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METODO

El estudio de biologia molecular del gen supresor p53

estuvo compuesto por las siguientes fases:

1. Extraccion del ADN:

Una vez realizado el diagnostico histopatologico, se
selecciond un bloque mediante observacion micros-
copica de la preparacion, buscando en cada caso el
que tuviera menos areas de necrosis y mayor muestra
tumoral.

De los bloques elegidos se obtuvieron tres cortes de
10 um de grosor para estudio molecular en la Unidad
de Medicina Molecular de la .N.G.O. Estas secciones
se tifieron durante 3 minutos con un colorante inerte
(azul de toluidina) y se dejaron sin cubreobjetos.

La preparacion asi obtenida fue observada al mi-
croscopio, seleccionando una zona adecuada de
parénquima tumoral (libre de necrosis), de aproxi-
madamente 5 de superficie. Dicha zona fue raspada
con bisturi del 22 y recogida en tubo eppendorf.

El material fue sometido a sucesivos lavados con
xilol y etanol, con el fin de eliminar las impurezas
(restos de parafina, por ejemplo). Tras los lavados, el
material se incluy6 en 50 ul de un tampon Tris CIH
50 mM, EDTA 1 mM y Tween 20 al 0,5%, aun pH de
8,3. A continuacion se afiadieron 2 pl de proteinasa
K, procediéndose a la incubacion de la muestra (a
56° durante toda una noche). Tras esto, las muestras
se someten a 95 °C durante 7 minutos con el fin de
desnaturalizar la proteinasa K.

El ADN extraido mediante este procedimiento se
puede conservar en nevera durante unas dos sema-
nas y es el método que en la actualidad se considera
como mas simple y efectivo para la extraccion de
ADN de material fijado en formol e incluido en
parafina.

2. PCR-SSCP:

A partir del ADN extraido se realiz6 una ampli-
ficacion de los exones 4 a 8 de p53 mediante PCR
convencional.

Para una reaccion de 25 pl se afiadieron 2 pl del ADN
extraido a una mezcla 10 mM de CIH (pH=8,3), 50
mM de Mg, 200 uM de cada dNTP y 1,25 U de Tag-
polimerasa (Promega).

La amplificacion de los cinco exones de p53 se llevo
a cabo en un termociclador programable “Hybaid”
(Omnigene). Las condiciones de PCR fueron 40
ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 60 °C 30 segun-

dos y 72 °C 1 minuto (para el exon 5 la temperatura
de hibridacion es de 55 °C).

El exdn 4 tiene 296 pares de bases (bp); el 5, 325 bp;
el 6,235 bp, el 7,139 bp y el 8, 255 bp. Se realizaron
amplificaciones separadas para cada exon, emplean-
dose 10 pmoles de cada uno de los cebadores (“pri-
mers”) (Tabla 1).

Seguidamente se realizoé un estudio de mutaciones
para cada uno de los exones amplificados mediante
analisis SSCP utilizando un sistema automatizado
de electroforesis (“Phast System”, Pharmacia LKB).
Previamente a la SSCP se comprobé que en la mues-
tra existia material amplificado realizando una elec-
troforesis convencional en gel de agarosa al 2%.

En la SSCP se utiliz6é formamida como agente des-
naturalizante del ADN. Cada muestra contenia 4 pl
de formamida y 2 pl de producto de PCR. Dicha
muestra se calentd en termociclador a 95° durante 5
minutos para separar las dos cadenas de ADN.

En la electroforesis se utilizaron minigeles (5x5 cms.)
de poliacrilamida no desnaturalizantes (“Phas Gels
native T-20”, Pharmacia LKB). Estos geles tenian
una zona de concentracion de 13 mm., con una con-
centracion de polimero (acrilamida+bisacrilamida)
(T) del 7,5%, un 3% de bisacrilamida (C), y una zona
de separacion de 32 mm., con un T del 20% y un C
del 2%. El tampon de los geles estaba compuesto de
acetato 0,112 M y Tris 0,112, pH=6,4. Como electro-
dos se emplearon tiras de agarosa al 2% (‘“Phast Gels
Buffer Strips” Pharmacia LKB) con un tampén de
Tricina 0,20 M, Tris 0,20 M, pH=7,5.

Las muestras (2 pl de producto amplificado) se car-
garon en el polo catddico del gel. La electroforesis se
realizo a 400 V/em, 5 mA y 1 W durante un periodo
de tiempo variable en funcion del tamafio del frag-
mento (hasta alcanzar 200 V/h para el exon 7 y 300
V/h para el exon 5). La deteccion de los productos
amplificados se realiz6 mediante el método de tin-
cion de plata.

El tiempo total de analisis, incluyendo la separacion
electroforética y el revelado, fue de unas cinco horas
aproximadamente.

3. Secuenciacion.

Para la caracterizacion de las posibles mutaciones
se recurrio a la secuenciacion ciclica empleando el
sistema de secuenciacion “fmol”, de Promega.

Previamente los productos de PCR se purificaron en
columnas “Microspin S-300” (Pharmacia LKB), con
el fin de eliminar restos de cebadores y otros compo-
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nentes de la mezcla de la PCR anterior que pudieran
interferir en el proceso.

Para cada muestra se realizaron cuatro mezclas, in-
cluyendo en cada una componentes de PCR (tampon,
dinucleodtidos y Taq) y un dideoxinucleotido (A, C,
G o T), todo ello en proporciones adecuadas. A cada
tubo de mezcla se le afiadieron 2 pl de muestra y 2
pmoles de un unico cebador especifico para cada
exon, marcado con un fluorocromo.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termo-
ciclador con las siguientes condiciones: una desna-
turalizacion previa a 95° durante 30 segundos, 60°
durante 30 segundos y 72° durante 30 segundos.

En cada etapa de la secuenciacion ciclica, se produce
una elongacion de la cadena de ADN hasta la incor-
poracion de un “dideoxinucleodtido de terminacion de
cadena”, momento en que se interrumpe el proceso,
formandose numerosos fragmentos de distintos ta-
maifios que terminan en el dideoxinucleétido concre-
to que lleva la mezcla.

Las cuatro mezclas asi obtenidas se desnaturalizan
con formamida (dil. Producto de PCR: formamida, 1:
4) a 95° durante 5 minutos y se cargan en un secuen-
ciador automatico “ALF express” (Pharmacia LKB)
que detecta la presencia de las cadenas marcadas con
fluorocromos, por la emision de luz que se produce
al cruzar las mismas con un haz de laser, durante su
migracion electroforética.

Se emplearon geles de poliacrilamida (“Ready Mix
Gel Grade”, Pharmacia LKB), en una concentracion
(T) de polimero -acrilamida+bisacrilamida- del 6%
y una concentracion (C) de bisacrilamida del 3% en
un tampon TBE (10 mM Tris, 83 mM de acido borico
y 1 mM de EDTA) con un 40% (peso/volumen) de
urea, polimerizados con persulfato amonico al 10%.

El recorrido electroforético se realizd a 50° con 1500
V, 30 W, durante 2 horas.

RESULTADOS

Estudio epidemiologico

Respecto a los resultados epidemioldgicos de este
estudio vimos que:

* La edad media de los pacientes fue de 58,1
afos, con un rango de edades de 40 a 80 afios y

una desviacion tipica de 10,66.

* De los 48 casos so6lo uno era mujer y el resto
hombres.

* Los T1 fueron un total de 8 casos (16,6%), T2
fueron 19 (39,5%), T3 fueron 18 (37,5%) y los T4
un total de 3 (6,25%). Los T1-T2 tienen una fre-
cuencia de 27 casos (56,25%) y los T3-T4 de 21
(43,75%).

* Observamos que en este trabajo los distintos
estadios tumorales presentan una frecuencia muy
similar ya que, 8 casos (16,66%) se encontraban
en estadio I, 17 en estadio II (35,41%), 15 en esta-
dio IIT (31,25%) y 8 en estadio I'V (16,66%).

* Respecto a la evolucion global de los pacientes:
se encontraron vivos un total de 24 (50%), mu-
rieron por la enfermedad 20 (41,66%) y por otra
causa 4 (8,33%).

Estudio de biologia molecular del gen supresor p53

Inicialmente la deteccion se realizdo mediante PCR-
SSCP a los exones 4, 5, 6, 7y 8 y, si con esta técnica
se sospechaba la existencia de una mutacion, enton-
ces se secuenciaba el exon.

En los resultados mediante PCR-SSCP se evidencian
15 muestras (31,3%) en los que se puede sospechar
que alguno de los exones esta dafiado. Mientras que
en la secuenciacion, en 7 muestras (14,6%) del total.

La razon por la cual en 7 casos se detectdo mediante
PCR-SSCP una mutacion para alguno de los exones
de p53, pero que no se logrd secuenciar, pudiera estar
en que a veces las muestras no son totalmente puras
y ademas de amplificar células tumorales se amplifi-
can células normales que producen mucho “ruido de
fondo” en la secuenciacion y la enmascaran. Por ello,
hemos decidido considerar p53 como dos variables,
por un lado los casos donde mediante PRC-SSCP
sospechamos que el oncogén esta alterado, y por otro
los casos que mediante secuenciacion detectamos su
localizacién exacta.

Mediante PCR-SSCP las mutaciones se detectan:
cinco en el exon 4, cuatro en el exon 5, una en el exon
6, cuatro en el ex6n 7 y una en el exon 8.

Con la secuenciacion se encuentran en total: seis de-
leciones (tres en el exdn 4, una en el exon 5, otra en el
exon 6 y otra en el exdn 8) y observamos un cancer
en el que se produce una mutacion puntual a nivel del
triplete de bases CAT que se cambia por CGT a nivel
del ex6n 5, este cambio conlleva la sustitucion de una
histidina por una arginina.
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Analisis estadistico de la supervivencia

En ultimo término, es el tiempo de supervivencia lo
que nos indica la evolucion de los pacientes y lo que
nos permite establecer los factores pronostico.

Se utilizo la regresion de Cox para analizar y al tra-
zar la curva de supervivencia para nuestro trabajo
que nos permite obtener la proporcion de supervi-
vientes. Observamos que la muestra presentd una
media de supervivencia de 67 meses, con un error
estandar de la media de 6 y un intervalo de confianza
del 95% que vari6 entre 56 y 77 (Fig. 1).

Supervivencia y el gen supresor pS3 mediante PCR-
SSCP

En aquellos casos en los que se sospecha la exis-
tencia de una mutacion a nivel del gen supresor
tuvieron un tiempo de supervivencia medio de 48
meses, mientras que en aquellos canceres que no se
detecto, el tiempo de supervivencia fue de 80 meses.
Encontramos una relacion estadisticamente signifi-
cativa entre ambas variables mediante el contraste
estadistico de Log Rank con un valor de p=0,0406
(Tabla 2 y fig. 2).

Supervivencia y el gen supresor p53 mediante se-
cuenciacion

Al secuenciar el gen supresor, en aquellos casos en
los que se encuentra la mutacion tienen un tiempo
de supervivencia medio de 36 meses y en los que
no se encuentra de 78. El valor de “p” mediante el
contraste estadistico de Log Rank es de 0,0064, lo
que evidencia una mayor “fuerza” en la significacion
estadistica respecto a los casos de carcinoma con
mutacion detectada mediante PCR-SSCP (Tabla 3

y fig. 3).

DISCUSION

El gen supresor p53 se localiza en el brazo corto del
cromosoma 17, en el locus 13.1 (17p13.1). Se caracteriza
por tener una naturaleza recesiva y por estar formado
por once exones, aunque la mayoria de las mutaciones
tienen lugar en los exones 4, 5,6, 7y 8 [1, 2].

Su funcion primordial es la de “suprimir” las células
transformadas ya que a través de la sintesis de la protei-
na P53 es capaz de detectar el dafio en el ADN celular
y enlentecer el ciclo celular para repararlo; cuando no
consigue repararlo, induce la apoptosis celular. Asi
cuando el gen supresor sufre una mutacion homocigota,
favorece el desarrollo de lineas celulares cuyo genoma
esta dafiado, resultando inestables genéticamente y pu-
diendo dar lugar a cepas que se multiplican sin control:
el cancer [4, 5].

En nuestro trabajo estudiamos p53 mediante dos mé-
todos: uno indirecto, PCR-SSCP (“Polymerase Chain
Reaction-Single Strand Conformation Polymorphism™)
y otro directo, especificamente la secuenciacion del
exon al que previamente se le realiz6 PCR-SSCP y don-
de se sospechaba la existencia de una mutacion. Obvia-
mente, hemos valorado p53 con ambos métodos porque,
a pesar de sefialar en las preparaciones la zona donde
se encuentra el tumor, no es infrecuente que también
se amplifiquen otras células que no son cancerigenas
y que disminuyen la sensibilidad de la secuenciacion.
Por el contrario, mediante SSCP tras la amplificacion
y la desnaturalizacion, tenemos una hebra de ADN que
se une complementariamente a una sonda que la sefiala
a nivel de un gel a través del cual ha migrado; cuando
varia su configuracion, el recorrido a lo largo del gel
también cambia. Al visualizar las cadenas de ADN con
las sondas se observa que su localizacion no es la espe-
rada y se intuye indirectamente que el exoén pueda haber
mutado. Evidentemente, hay que ser cuidadosos a la
hora de considerar el método utilizado en la bibliografia
que se revisa.

Las técnicas de biologia molecular se realizaron a un
total de 48 de los 58 carcinomas epidermoides de laringe
y mediante PCR-SSCP se observaron 15 (31,3%) en los
que el tumor podria haber mutado y de estos 15 se con-
firmo la mutacion en siete casos mediante secuenciacion
(14,6%).

Considerando los resultados obtenidos por otros
autores, solo encontramos dos articulos que hagan re-
ferencia a la laringe. Kropveld y cols. [13] obtuvieron
mediante PCR-SSCP un 36% de mutaciones para p53 y
Sarkar y cols. [14] obtienen un valor del 31,1% mediante
PCR-SSCP. Unos valores practicamente muy similares
al nuestro.
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En otras localizaciones de la esfera O.R.L., como en la
cavidad oral, encontramos cuatro trabajos (van Heerden
y cols. [15], Pekkola-Heino y cols. [16], Koh y cols. [17],
Yook y cols. [18]) que obtienen mediante PCR-SSCP un
porcentaje de mutaciones del 25%, 68,7%, 38% y 36%,
respectivamente.

En orofaringe, Ries y cols. [19], también mediante
PCR-SSCP, obtuvieron un resultado sensiblemente
inferior para la mutacion del gen supresor con un total
del 9,6% de los casos considerados.

Los autores que estudiaron conjuntamente los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (Ah-
See y cols. [2], Field y cols. [4], Boyle y cols. [20] y
Mineta y cols. [21]) obtuvieron un 31%, 32%, 43% y
18% de mutaciones, respectivamente (todos realizaron
sus trabajos considerando como método PCR-SSCP,
excepto Boyle y cols. [20] que también secuenciaron las
mutaciones). Estos autores estudian la lesion del gen p53
tanto en lesiones pre-malignas (displasias o carcinomas
“in situ”) como el tumor primario y llegan a la conclusion
de que la mutacion del gen también tiene lugar en las
lesiones iniciales del carcinoma epidermoide de cabeza
y cuello.

De las siete mutaciones secuenciadas en nuestro
trabajo, seis se correspondieron con deleciones y una
fue una translocacion de una base de adenina por otra
de guanina. Sin embargo, los autores que secuenciaron
las mutaciones en carcinoma de cabeza y cuello
(Boyle y cols. [20] y Kiuru y cols. [22]) encuentran
fundamentalmente translocaciones, mas que deleciones,
inserciones u otra alteracion grande del genoma. Boyle y
cols. [20] encontraron un 64% de translocaciones y Kiuru
y cols. [22] un 40% y asocian estos casos a carcindgenos
externos como el tabaco.

Respecto a los resultados de mutaciones del gen
supresor p33 en otros érganos del cuerpo humano existe
cierta variabilidad que va desde un minimo del 18% de
casos mutados en vejiga y mama, a un maximo del 72%
en uno de los articulos sobre eso6fago, aunque hay que
destacar que este ultimo estudio fue realizado en una
poblacion relativamente seleccionada como es la hinda
donde el consumo de bétel es muy elevado (Tabla 4).

Resumiendo, el porcentaje medio de mutaciones
mediante PCR-SSCP para la tabla 4 arroja un valor
del 41%, es decir, algo superior al obtenido en nuestro
trabajo.

Otra cuestion destacada son los datos obtenidos
mediante secuenciacion. Resaltar, en primer lugar, que
solo una minoria de los trabajos revisados completan
su estudio con esta técnica y que este hecho es bastante
criticable puesto que la secuenciacién nos permite

contrastar y corroborar la existencia de alteraciones en
el genoma que sdlo pudimos intuir mediante PCR-SSCP.
En segundo lugar, el porcentaje de secuenciados en los
que se encontrd la mutacion exacta para p53 es muy
bajo (rondan unos porcentajes del 35% de mutaciones
mediante PCR-SSCP y s6lo detectan el 5% de lesiones
con secuenciacion). Contrastando estos resultados con
los nuestros, vemos que en laringes mediante PCR-
SSCP el valor es del 31,3% vy al secuenciar, del 14,6%
(muchisimo mas alto que para otras casuisticas) (Tabla
4).

El motivo para tal diferencia creo que es evidente y
se basa en la técnica. Por un lado, la Unidad de Medicina
Molecular de la I.N.G.O. es un laboratorio de reciente
creacion con un aparataje nuevo y dotado del material
mas moderno. Por otro lado, destacar el encomiable
trabajo realizado en dicha unidad con un elevado nivel de
meticulosidad, hasta el punto que la minima duda sobre el
método llevaba a la repeticion de la secuenciacion. Estos
resultados permiten tener la elevada seguridad de que alli
donde indirectamente se penso6 que existia una mutacion,
con la secuencia de los distintos exones se localizaba vy,
cuando no era asi, se evidenciaba un elevado ruido de
fondo, es decir bases nucleares de genoma sano que
interferiria en la secuenciacion.

Como hemos visto en los resultados encontramos
una relacion entre el gen supresor p53 y la evolucion de
los pacientes. Tanto los canceres estudiados mediante
PCR-SSCP, como mediante secuenciacion dieron
lugar a relaciones estadisticamente significativas con
la supervivencia. Ademas, hay que tener en cuenta que
aquellos casos en los que mediante secuenciacion se
logra encontrar el punto exacto del dafio genomico,
tienen un relacion mas intensa con la supervivencia que
mediante PCR-SSCP, con un valor de p=0,0064.

Mediante PCR-SSCP, el tiempo de supervivencia
medio para los canceres en los que no se sospechaba la
existencia de una mutacién fue de 80 meses, mientras
que en los que si se detectaba fue de 48 meses, mucho
menor. La diferencia entre ambos grupos es importante
(32 meses) y viene a ser corroborada mediante los
distintos estudios estadisticos.

Pero al contrastar los datos obtenidos mediante la
secuenciacion, vemos que en los tumores sin mutacion el
tiempo de supervivencia fue de 78 meses, mucho mayor
que en los que se secuencia la lesion gendmica (36
meses). Asi, la diferencia en el tiempo de supervivencia
entre ambos grupos aumenta, respecto a PCR-SSCP, de
32 meses a 42. También se evidencia el aumento de la
significacion estadistica.

Tras realizar la pertinente revision bibliografica
que nos permita contrastar nuestros resultados con los
obtenidos por otros autores, hemos de destacar que la
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gran mayoria de los articulos (tabla 5) también encuentran
una relacion entre la mutacion del gen supresor p53 y la
supervivencia/prondstico tumoral; pero, sefialar que
algunos autores no reflejan con exactitud la prueba
estadistica utilizada, que a la hora de realizar un estudio
nos permite confirmar (no exclusivamente sospechar) la
tendencia de los datos obtenidos.

Como sabemos, la pérdida de actividad del gen
supresor p53 debido a su mutacion, conlleva la ausencia
de funciones basicas del comportamiento molecular de la
célula como son: la apoptosis celular, el reconocimiento
del ADN dafiado, promocioén de la transcripcion de
otros genes que inhiben la proliferacion celular, etc.
El resultado son células con su ADN inestable y que
proliferan sin ningtn control y es que p53 juega un papel
muy importante en la etiologia, progresion y pronostico
de muchos canceres.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1.- Secuencia de bases de los cebadores o “pri-
mers” utilizados.

CEBADORES O “PRIMERS”

4 5" ATCTACAGTCCCCCTTGCC 3’ 5 5" TTCCTCTTCCTACAGTACTC 3°
5" TGACTTGCACGGTCAGTTGC 3’ 5" GCTGGAGAGACGACAGGGCT 3’

6 5" GCCTCTGATTCCTCACTGATTG 3’ 7 5" GTGTTATCTCCTAGGTTGGC 3’
5" GGTTAAGGGTGGTTGTCAGT 3’ 5" CTGTGCCCCAGCCTCTGCTT 3’

8 5" CTGCCTCTTGCTTCTCTTTT 3’
5" TTATCACCTTTCCTTGCCTC 3’

Figura 1.- Funcion de supervivencia seglin la regresion
de Cox.
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Tabla 2.- Tabla seglin supervivencia y existencia o no
mutacion en el oncogén p53 mediante PCR-SSCP.

T. DE SUPER-

N° CASOS MUERTOS  CENSURADOS VIVENCIA

NO MUTACION
SI MUTACION

Figura 2.- Funcion de supervivencia y existencia o no
mutacion en el oncogén p53 mediante PCR-SSCP.
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Tabla 3.- Tabla segun supervivencia y existencia o no
mutacion en el oncogén p53 mediante secuencia-
cion.

T. DE SUPER-

N° CASOS MUERTOS CENSURADOS VIVENCIA

NO MUTACION
SI MUTACION
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Figura 3.- Funcion de supervivencia y existencia o no

mutacion en el oncogén p53 mediante secuencia-

cion.

P SEGUIMIENTO (meses)
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pS3-SECUENCIA
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N

M- £ e i

Coggi y cols. 1997, [23]

Tabla 4.- Resultados obtenidos por otros autores en can-
ceres de otros drganos sobre el indice de mutaciones
del gen supresor p53.

LOCALIZACION

esofago

PCR-SSCP

57%

SECUENCIACION

He y cols. 1998, [24] esofago 36,7% 6,6%
Gaur y cols. 1997, [25] esofago 72% no
Oyasu y cols. 1995, [26] vejiga 18,3% no
Tacopetta y cols. 1998, [27] mama 18% no
Hallak y cols. 1998, [28] colon-recto 35% 5,83%
Lleonart y cols. 1998, [29] colon 42% no
Murata y cols. 1998, [30] pulmén 31% no
Huang y cols. 1998, [31] pulmén 36,8% 4%
Tomizawa y cols. 1998 [32] pulmon 48% no
Yano y cols. 1999, [33] higado 34% no
Sessa y cols. 1994, [34] pancreas 58% no
Park y cols. 1998, [35] ganglios linfaticos 19,35% no
Wen y cols. 1999, [36] ovario 57%

Pérez-Carro

laringe

31,3%
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Tabla 5.- Relacion entre la supervivencia y la mutacion
de p53 segun las distintas localizaciones.

RELACION P53/
SUPERVIVENCIA

AUTOR LOCALIZACION

Coggi y cols. 1997, [23] esofago

He y cols. 1998, [24] esofago si
Tomizawa y cols. 1998, [32] pulmén si
Huang y cols. 1998, [31] pulmén si
Yano y cols. 1999, [33] higado si
Sessa y cols. 1994, [34] péncreas si
Wen y cols. 1999, [37] ovario si
Tacopetta y cols. 1998, [28] mama si
Oshiro y cols. 1998, [38] hueso si
Mineta y cols. 1998, [21] cabeza y cuello si
Pérez-Carro laringe




