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RESUMEN

El cáncer continúa siendo una importante causa de muerte en
la sociedad moderna. Los procesos en el desarrollo del cáncer
son muy complejos e involucran alteraciones en genes implica-
dos en la proliferación celular. Entre estas alteraciones o va-
riaciones genéticas se incluyen las mutaciones puntuales, la
susceptibilidad genética por polimorfismos de un solo nucleó-
tido o “SNP”, así como la pérdida o alteración en la función
de genes supresores de tumores. El gen supresor de tumores
TP53 es uno de los genes más importantes y estudiados en la
genética del cáncer, ya que se encuentra mutado en más del
50% de todos los tipos de cáncer humano y codifica para una
proteína multifuncional cuya deficiencia contribuye a la ines-
tabilidad genómica que conduce a la acumulación de mutacio-
nes y a la aceleración en el desarrollo del tumor. Es importan-
te el estudio de dichas alteraciones genéticas presentes en las
células cancerosas que puedan ser detectadas a nivel de un
solo nucleótido, por su implicación en la pérdida o alteración
en la función del gen TP53, así como por la relevancia clínica
que ellas puedan tener al ser asociadas a la respuesta de una
terapia particular o al pronóstico. Debido a la extensión de
este trabajo solamente revisaremos dos de las variaciones ge-
néticas importantes en este gen: las mutaciones puntuales y
los SNP, haciendo énfasis en algunas características molecu-
lares que son relevantes en el diseño de estrategias de análisis
para su detección.

Palabras clave. DHPLC. Gen supresor de tumores. Mi-
croarreglos de DNA. Mutación puntual. SNP.

Genetic variations of the tumor suppressor TP53:
Outstanding and strategies of analysis

ABSTRACT

In the modern society, cancer remains an important cause of
death. Cancer development is a very complex process that in-
volves alterations in genes regulating cellular growth.
Among these alterations or variations, are included point
mutations, genetic susceptibility by single nucleotide poly-
morphisms or “SNP” and alteration or loss in tumor sup-
pressor genes functions. The tumor suppressor TP53 is one
of the most important and studied genes on cancer genetics.
Therefore, it has been demonstrated that TP53 present mu-
tations in more than 50% of all types of human cancer and
encodes a multifunctional protein whose absence contributes
to genomic instability, the accumulation of mutations and
increased tumor development. The identification of such al-
terations in cancerous cells at level of single nucleotide is
very important, because its implication in the loss or alter-
ation in the function of this gene, its clinical relevance and
finally, its association with response to therapy and progno-
sis. Due to the large interesting issue, in this work we are fo-
cused only in two of the most common genetic variations
present in this gene: the point mutations and SNP remark-
ing some outstanding molecular characteristics needed for
design its analysis.

Key words. DHPLC. DNA microarrays. Point mutation.
SNP. Tumor suppressor gene.

INTRODUCCIÓN

En la sociedad moderna, el cáncer continúa sien-
do una de las enfermedades más frecuentes y devas-
tadoras. De acuerdo con las estadísticas mundiales
en el año 2002 hubo 10.9 millones de nuevos casos
de cáncer, 6.7 millones de muertes y 24.6 millones de
personas diagnosticadas en los últimos cinco años.1

La Organización Mundial de la Salud predijo que la
incidencia de cáncer puede incrementarse en 50% en
el año 2020, por lo que hoy en día se ha convertido
en una prioridad encontrar herramientas efectivas
para diagnosticar, tratar y curar esta enfermedad.2

El cáncer es resultado de la acumulación de múlti-
ples alteraciones en genes que regulan el crecimiento
celular.3 Debido a que muchas de estas alteraciones
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se consideran críticas para modificar progresivamen-
te el fenotipo de las células no cancerosas a malig-
nas, se considera de gran importancia la identifica-
ción de tales alteraciones.4 Entre estas alteraciones o
variaciones genéticas se incluyen: las mutaciones
puntuales, alteraciones epigenéticas, rearreglos en
oncogenes, la pérdida o alteración en la función de
genes supresores de tumores, la susceptibilidad ge-
nética por polimorfismos de un solo nucleótido o
“SNP”, así como las deleciones e inserciones.5 Re-
sulta de especial interés el estudio de las alteracio-
nes genéticas presentes en las células cancerosas de-
tectadas a nivel de un solo nucleótido, como ocurre
con las mutaciones puntuales y los SNP, asociados
a la pérdida o alteración en la función del gen supre-
sor de tumores TP53.6,7

MUTACIONES EN EL GEN TP53

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cro-
mosoma 17 (17p13.1), contiene 11 exones ubicados
en un dominio cromosómico de 20 Kb (Figura 1). Es
el gen más comúnmente mutado en el cáncer huma-
no.8 A diferencia de otros genes de la misma familia,
TP53 participa en diversas funciones fisiológicas de
la célula para mantener la integridad y estabilidad
genómica, referido así como un gen maestro9 y uno
de los centros clave de la célula normal y cancero-
sa.10 Desde su descubrimiento en 1979,11 este gen y

su proteína se han convertido en el centro de inten-
sos estudios; un hallazgo importante es que más de
50% de las neoplasias humanas presentan mutacio-
nes somáticas en TP53, las cuales se han reunido en
dos principales bases de datos.12, 13 La mayor recopi-
lación se encuentra en la Agencia Internacional del
Cáncer (IARC), cuya base de datos contiene 21,512
mutaciones somáticas y 283 mutaciones en línea
germinal. Entre ellas, 97% de las mutaciones se
agrupan en el dominio central de p53 y más de 80%
son mutaciones de sentido erróneo también llamadas
missense (ocurre un cambio en el aminoácido codifi-
cado). A la fecha, se han documentado aproximada-
mente 1,135 sustituciones de aminoácidos provocadas
por este tipo de mutaciones [www.iarc.fr/p53. Base
de datos de TP53, versión R10, julio 2005]. El daño
y la inactivación del gen juegan un papel importante
en el desarrollo del cáncer, este daño puede ser: a ni-
vel de genes que están involucrados en su regula-
ción; en respuesta a diversas situaciones de estrés
en donde no pueda ser activado o que su nivel de ex-
presión esté incrementado, pero que no se puedan
iniciar ciertos mecanismos intracelulares.14 Las mu-
taciones missense inactivan al producto proteico del
gen al no permitir su unión al DNA y consecuente-
mente lo hacen incapaz de activar a sus genes blan-
co.15 Es importante mencionar que la distribución de
las mutaciones missense no es al azar, ya que exis-
ten puntos calientes (hots pots) asociados con dife-

Figura 1. El gen
TP53, la proteína p53 y
sus dominios. Representa-
ción esquemática del gen
TP53 con sus 11 exones
(E1-E11) de los cuales el 1
y el 11 no codifican. TP53
codifica una proteína de
393 aminoácidos, la cual
tiene cinco dominios: AD1,
AD2: dominio de activa-
ción de la transcripción

(aminoácidos: 1-42; 43-63); PRD: Dominio rico en prolina (aminoácidos: 64-91); DBD: Dominio de unión a secuencia específica del DNA (aminoácidos:
100-300); TD: Dominio de tetramerización (aminoácidos: 334-356) y DB: dominio básico o alcalino (aminoácidos: 364-393). Arriba del dominio DBD, que es
el más grande y donde se ha registrado el mayor número de mutaciones se localiza un gráfico, que muestra la frecuencia de hotspots en este dominio [to-
mada de www.iarc.fr/p53].
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rentes tipos de cánceres humanos.16 Estos puntos
calientes pueden resultar debido a la mutabilidad de
un codón particular hacia un carcinógeno específico
y/o por la ventaja selectiva de crecimiento y expan-
sión clonal de las células mutadas.17 Un ejemplo de
ello es la exposición a aflatoxina B1 y su relación
con mutaciones en el codón 249 en carcinoma hepa-
tocelular,18 la exposición a luz ultravioleta y las
mutaciones en tándem C:C→T:T en cáncer de
piel,19 o el humo de cigarrillo y la prevalencia de trans-
versiones G→T en cáncer de pulmón.20 En general,
podemos observar que las mutaciones ocurren fre-
cuentemente en dinucleótidos CpG por mecanismos
endógenos, tales como la desaminación de los resi-
duos de 5-metil-citosina en dinucleótidos.21 Cabe
mencionar que las alteraciones en TP53 ocurren no
sólo como mutaciones somáticas (adquiridas duran-
te el desarrollo y presentes sólo en células que pre-
sentan expansión clonal), también ocurren en línea
germinal (las cuales se heredan de la madre o del padre
y, por lo tanto, están presentes en todas las células del
cuerpo) y se encuentran en síndromes de predisposi-
ción al cáncer familiar como el de Li-Fraumeni,22 el
cual es una rara situación autosómica dominan-
te que predispone a un cierto número de cánce-
res diferentes, incluidos el cáncer de mama, tu-
mores cerebrales y carcinomas adrenocorticales
[www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/OMIM-Li-Frau-
meni-Syndrome. Acceso #151623].

ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE p53

Este gen codifica para una fosfoproteína nuclear
multifuncional de 53 kD (p53). Esta proteína incre-
menta su nivel en la célula a través de numerosas
señales de estrés celular, principalmente por la esta-
bilización a nivel molecular y también por su trans-
formación a un estado funcionalmente activo. p53
funciona como un factor de transcripción, formando
un complejo tetramérico que reconoce una secuencia
específica de DNA y estimula la transcripción de di-
versos genes,23 se considera una de las barreras me-
jor conocidas contra la transformación maligna, ya
que es el componente central de un sistema que des-
truye rápidamente células que ya están dañadas, y
que son peligrosas para el organismo.24 Estas célu-
las dañadas son detenidas temporalmente en el ciclo
celular, en la transición de G1-S para ser reparadas
o eliminadas a través de la apoptosis (muerte celu-
lar programada) o por medio de la senescencia celular
y muerte necrótica.16, 25

La molécula de p53 consiste de 393 aminoácidos y
varios dominios que juegan un papel importante en

la regulación, estas subunidades se han clasificado
desde la I a la V (Figura 1) y son I: dominio de acti-
vación 1 (AD1) y dominio de activación 2 (AD2); II:
el dominio rico en prolina (PRD); III: el dominio de
unión secuencia específica al DNA (DBD); IV: el do-
minio de tetramerización (TD) y V: el dominio alca-
lino (DB). Los dominios AD1 y AD2 están involucra-
dos en la activación de la transcripción de genes
blanco,26 el dominio PRD es necesario para la com-
pleta actividad supresora de p53 y se ha visto que
participa en la inducción de la apoptosis,27 DBD par-
ticipa directamente en el reconocimiento y unión con
secuencias específicas de DNA.28 Las mutaciones
dentro de este dominio rompen la función propia de
p53, particularmente cuando ocurren dentro de pun-
tos calientes críticos necesarios para la proteína,
como son: para el contacto con el DNA (codones 248
y 273) o para la estabilidad de la proteína (codones
175, 249 y 282).29 En estos sitios se presentan
aproximadamente 25% de las mutaciones asociadas
a cáncer.30  El dominio TD es responsable de la oli-
gomerización de las moléculas de p53, esta región
tiene una estructura alfa-hélice; si existe daño en
este dominio se produce la pérdida de la habilidad de
p53 para oligomerizar, lo que ocasiona una inactiva-
ción funcional.31 Las moléculas de p53 con mutacio-
nes inactivantes en el dominio de enlace al DNA
pueden formar complejos híbridos (proteína silvestre
y mutada) en virtud de su dominio alfa-hélice; sin
embargo, los complejos híbridos formados son inac-
tivos (esto explica el carácter dominante-negativo de
p53 debido a la presencia de las mutaciones missen-
se),32 el último dominio es el DB, éste es un dominio
alcalino esencial para la regulación de la actividad
de p53. La modificación de este dominio por diversas
enzimas (cinasas, acetilasas, glicosilasas) y la unión
con otras proteínas provoca una transformación que
afecta su unión con el DNA y su habilidad de trans-
activación.33 Es importante enfatizar que la pérdida
de la función normal de la proteína p53 se puede pro-
ducir por dos mecanismos: ya sea por una mutación
que afecte al gen TP53 (lo más frecuente) o mediante
una inactivación funcional de la propia proteína p53
por interacción con proteínas virales o celulares
(comportándose en forma equivalente a una muta-
ción del gen). Ambas formas llevan a un aumento en
la inestabilidad genética y cromosómica, caracteriza-
da por un incremento en la frecuencia de amplifica-
ciones génicas, rearreglos cromosómicos o mutacio-
nes.25

Hallazgos experimentales de las últimas dos déca-
das han demostrado el papel crucial de la proteína
silvestre p53 (p53-WT) en la supresión intrínseca del
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tumor.34,35 Por lo que con fundamento en el conoci-
miento de las mutaciones presentes en p53 y de la
forma en que afectan su función se están diseñando
nuevos fármacos para restablecer su función como
una estrategia terapéutica alternativa a las existen-
tes.36

La proteína p53 pertenece a una superfamilia de
factores de transcripción que incluye a sus homólo-
gos: p63 y p73, los cuales a pesar de compartir más
de 60% de identidad en la secuencia de aminoácidos
en el dominio de unión a secuencia específica del
DNA de la proteína p53, presentan diferente fun-
ción. Entre las funciones que se han descrito para
estos homólogos está su participación en la morfo-
génesis ectodérmica y en la neurogénesis, así como
en el control de la homeostasis celular de tejidos es-
pecíficos. Es importante mencionar que aunque al
igual que p53, podrían inducir la detención del ciclo
celular y la activación de la apoptosis (lo cual suge-
riría una función como supresoras tumorales) aún
no están considerados como genes supresores de tu-
mores.37

ESTUDIOS DE LOS SNP

Con el Proyecto Genoma Humano38,39 se obtuvo la
secuencia completa de los 3,200 millones de nucleóti-
dos que lo componen, el mapa ubica aproximadamen-
te 30,000 genes que ahí se albergan y el análisis de
cerca de 1,400 genes causantes de enfermedades gené-
ticas. Además, los seres humanos compartimos 99.9%
de esta secuencia. El restante 0.1% varía entre cada
individuo, siendo las variaciones más comunes aque-
llas en que cambia un solo nucleótido, conocidas
como SNP5 concentrándolos uno en cada 1,250 nu-
cleótidos. Se piensa que los SNP son diferentes de las
mutaciones que provocan enfermedad, porque éstos
producen un fenotipo no discernible. Sin embargo, és-
tos pueden afectar la función del gen y pueden pre-
disponer a la enfermedad aun sin alteración aparen-
te de la estructura de la proteína codificada por
dicho gen. Estas variaciones se organizan en grupos
vecinos, llamados haplotipos, que generalmente se
heredan como bloques intactos de información. De
ahí que uno de los nuevos proyectos genómicos desa-
rrollados recientemente por el Consorcio Internacio-
nal del Genoma Humano es el HapMap, del inglés
haplotype map (mapa de haplotipos). El HapMap
ofrece una nueva y poderosa plataforma para explo-
rar el origen de las enfermedades, entre ellas el cán-
cer. El HapMap se generó a partir de datos de DNA
de muestras de sangre colectadas de voluntarios de
diversas regiones geográficas. Específicamente, las

muestras se tomaron de Yoruba en Ibadan, Nigeria,
japoneses de Tokio, chinos Han de Beijing y resi-
dentes de Utah descendientes del norte y occidente
de Europa. Recientemente, al finalizar la Fase I del
HapMap, se informó sobre el avance de proyectos
complementarios en poblaciones adicionales, desta-
cando el caso de la población mexicana, en su mayo-
ría residente en Estados Unidos [www.hapmap.org].

POLIMORFISMOS DEL GEN TP53

Se estima que en nuestro genoma es posible encontrar
cerca de 10 millones de SNP responsables de la heteroge-
neidad fenotípica del ser humano40 menos de la mitad de
SNP ya han sido identificados41 y se encuentran disponi-
bles en diversas bases de datos [www.ncbi.nlm.nih.gov/
SNP/index; www.celeradiscovery-system.com/glance/
home.cfm].

En la base de datos del Centro Nacional de Informa-
ción Biotecnológica (NCBI-SNP) se reportan tres
polimorfismos en la región codificante de TP53:
Leu110Arg, Gln248Arg y Gln331Gln. En el exón 4
se han detectado polimorfismos en los codones 34,
36, 47 y 72 [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
SNP/], ésta es una región altamente polimórfica aso-
ciada con el dominio de transactivación, por lo cual
se sugieren variaciones en los mecanismos de regu-
lación. De manera particular, la base de datos de la
IARC (Versión R10) reporta 21 polimorfismos en
TP53; seis de ellos se localizan en la región codifi-
cante, de los cuales sólo dos generan cambio de ami-
noácido: Pro47Ser y Arg72Pro. Los quince polimor-
fismos restantes se encuentran en regiones no
codificantes (promotor del gen e intrones). A la fe-
cha, no son claras las consecuencias funcionales de
los polimorfismos en estas regiones.42 La variante
Ser47 es un polimorfismo raro que afecta un codón
conservado en la evolución. Un reporte reciente su-
giere que este polimorfismo es funcionalmente signi-
ficativo y muestra una disminución en la capacidad
de la proteína para inducir apoptosis.43 El residuo 72,
aunque no es conservado, se localiza dentro de la re-
gión rica en prolina y puede afectar la estructura del
dominio de enlace SH3. El polimorfismo Leu110Arg,
se trata de un sitio CpG y se asocia principalmente a
cáncer de mama y pulmón. También, en la base de
datos de la IARC se tienen registradas un total
de 1,307 mutaciones somáticas que involucran al co-
dón 248, de las cuales 659 presentan el cambio CCG/
CAG que codifica a los aminoácidos glicina y argini-
na y se trata del mismo cambio reportado en esa
misma base de datos sobre polimorfismos (IARC,
versión R10). Respecto a los polimorfismos de la re-



Rangel-López A, et al. Variaciones genéticas del gen supresor de tumores TP53. Rev Invest Clin 2006; 58 (3): 254-264258

www.medigraphic.com

gión codificante, se ha hecho énfasis en el estudio
del polimorfismo del codón 72. Son muchos los tra-
bajos donde abordan la asociación de este polimorfis-
mo (Arg/Pro) con la susceptibilidad a distintos tipos
de cáncer, especialmente de tipo epitelial en colon,
laringe, cérviz y pulmón.44-46 De particular interés
ha sido la asociación del alelo 72Arg/Arg con cáncer
del cérvix uterino,47 aunque dichos hallazgos no han
sido confirmados en todos los estudios, ya que resul-
tan ser contradictorios.48 Es importante señalar que
existen diferencias en cuanto a la frecuencia con la
que se presenta este polimorfismo en población nor-
mal dependiendo del área geográfica. Por ejemplo, en
el hemisferio Norte, el alelo Pro/Pro muestra una
proporción Norte-Sur, de 17% en Suecia a 63% en
Nigeria49 y probablemente estas discrepancias se de-
ban más a razones geográficas y de población; es decir,
la asociación de este polimorfismo con dicha patolo-
gía puede ser importante en una población, pero no
necesariamente en otra, debido a que los factores ge-
néticos y ambientales a los cuales están expuestas
estas poblaciones son diferentes. Se ha demostrado
que la oncoproteína viral E6 del virus de papiloma
humano tipo 16 se une y degrada con mayor eficien-
cia a la proteína p53 homocigota para arginina en el
codón 72 que la proteína p53 homocigota para proli-
na en el codón 72.50 De este modo, la asociación del
alelo Arg/Arg 72 con el cáncer cervical uterino puede
verse reflejada en un riesgo genético para el desa-
rrollo de esta neoplasia.47

ESTRATEGIAS DE ANÁLISIS
PARA LA BÚSQUEDA DE MUTACIONES

Y POLIMORFISMOS

Actualmente, las tecnologías disponibles para la
detección de variaciones genéticas son diversas.
Para que una tecnología dada sea efectiva, ésta ne-
cesita ser compatible con las características físicas y
moleculares de la enfermedad misma. Como se ha
mencionado anteriormente, el cáncer puede surgir
de la acumulación de variaciones genéticas (por
ejemplo: SNP o mutaciones) en genes que participan
en el ciclo celular, en la reparación del DNA y en los
mecanismos de proliferación celular, como es el caso
de TP53. Por tal motivo, es imperativo que las técni-
cas de análisis tengan la capacidad de detectar y des-
cribir estos cambios con precisión. También es im-
portante considerar las características físicas de la
muestra y entonces mostrar cómo éstas pueden ser
utilizadas. Por ejemplo, en muestras de tumores só-
lidos se presenta una mezcla de células tumorales y
del estroma (células no tumorales), una mutación

somática presente en esta muestra tumoral puede re-
presentar sólo una pequeña fracción (aproximada-
mente 15%) del total de DNA, por lo cual la búsque-
da de mutaciones somáticas en este tipo de muestras
requiere de una estrategia de detección con una alta
sensibilidad. En contraste, si la mutación es de línea
germinal, al menos la mitad de la muestra puede
contener la variación y en este caso la sensibilidad
del método a emplear puede ser menor. Por lo tanto,
diferentes aplicaciones pueden tener diversos reque-
rimientos de sensibilidad.7 Existe una gran cantidad
de tecnologías disponibles para la detección de muta-
ciones y polimorfismos, cada una con ventajas y li-
mitaciones propias, por lo cual su utilidad depende
de los objetivos experimentales, de la pregunta de in-
vestigación y de su factibilidad. De forma general estas
tecnologías se pueden dividir en dos categorías: méto-
dos de tamizaje o escaneo y métodos específicos. Los
métodos de escaneo se utilizan para investigar muta-
ciones desconocidas en segmentos de DNA, las cua-
les, cuando se requiere, pueden ser confirmadas por
secuenciación. En esta clase se incluyen: técnicas
como la electroforesis con gradiente desnaturalizan-
te (DGGE), el polimorfismo conformacional de una
sola cadena (SSCP), la ruptura química o enzimática
de bases mal apareadas (CCM, EMC), el análisis de
heterodúplex (HA), la cromatografía líquida de alta re-
solución en condiciones desnaturalizantes (DHPLC),
entre otros. En tanto que los métodos específicos se
usan para averiguar si una mutación caracterizada
previamente está presente en una muestra de
DNA problema. Estos métodos incluyen hibridación
de oligonucleótidos alelo-específicos (ASO), mi-
croarreglos o microhileras de DNA, amplificación
alelo-específica, amplificación refractaria a un siste-
ma de mutación (ARMS), oligonucleótido iniciador
competitivo (COP), ensayo de ligación de un oligo-
nucleótido (OLA), o extensión del iniciador base-es-
pecífico (primera extensión). Para mutaciones que
alteran los sitios de restricción, los métodos adicio-
nales disponibles incluyen a los fragmentos de res-
tricción de longitud variable (RFLP), y dentro de este
grupo se encuentra el estándar de oro que es la secuen-
ciación automatizada [www.MolecularCloning.com]. En
nuestro grupo abordamos el estudio de SNP y muta-
ciones del gen TP53 por medio de las tecnologías de
DHPLC y microarreglos de DNA, respectivamente.
Por un lado, la tecnología de DHPLC de alto rendi-
miento la utilizamos para determinar nuevos y co-
nocidos polimorfismos de TP53, confirmándolos por
secuenciación automatizada. Por otro lado, basados
en la tecnología de microarreglos de DNA y a partir de
la base de datos de la IARC, se diseñó y se validó un
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microarreglo específicamente para determinar los
hotspots de mayor frecuencia presentes en TP53.
Brevemente comentaremos lo más relevante de las
dos aplicaciones.

La tecnología de DHPLC es un método de tamiza-
je muy utilizado debido a su bajo costo, alta sensibi-
lidad y eficiencia. Se basa en una separación por cro-
matografía líquida en fase reversa de las cadenas de
DNA en una muestra biológica, en donde se realiza
la desnaturalización parcial por calor. Para ello se
hace PCR de dos muestras (una que corresponde a
un control de secuencia silvestre, previamente cono-
cida, y otra de una muestra problema). La mezcla
de los productos de PCR de ambas muestras, se so-
mete a un cambio de temperatura, facilitando la re-
naturalización de las cadenas de DNA. Posterior-
mente, esta mezcla se inyecta en el cromatógrafo en
donde las moléculas de DNA son eluidas y su detec-
ción se realiza a través de un detector ultravioleta,
el cual permite que los fragmentos de DNA sean re-
gistrados. Por lo cual, un patrón cromatográfico con
un solo pico de elusión significa que la muestra pro-
blema es 100% complementaria a la muestra control
y más de un pico de elusión significa que existe al
menos un cambio de nucleótido de la muestra pro-
blema respecto a la muestra control. Las principales
ventajas de este método son: simplicidad, bajo costo
en el total del experimento, alta tasa de detección (95-
100%).41 Además, es posible hacer la detección en frag-
mentos que van desde 200 nucleótidos hasta más de
una kilobase.51 Finalmente, sólo las muestras con
patrones cromatográficos alterados son secuenciadas
para determinar los cambios presentes respecto al
normal, evitando la secuenciación de todas las mues-
tras estudiadas. En la figura 2 se muestra un ejem-
plo de un análisis de TP53 por DHPLC, en donde se
pueden observar los patrones cromatográficos de un
caso homocigoto con secuencia silvestre y un caso
polimórfico en estado heterocigoto, dichos casos fue-
ron confirmados por secuenciación. Con la metodolo-
gía de DHPLC estamos realizando un estudio de los po-
limorfismos de TP53 en muestras de sangre periférica de
pacientes con cáncer cérvico uterino (CaCu), en colabo-
ración con el INCAN, SS. Hasta el momento hemos
detectado que 57% de los controles y 38% de mujeres
afectadas por CaCu presentan una secuencia homóloga
en 100% a la secuencia silvestre de referencia del exón 4
(tamaño del fragmento: 363 pb) de TP53 (# de acce-
so: U94788). A la fecha, se han analizado más de 23,000
nucleótidos para determinar todos aquellos polimor-
fismos presentes en el exón 4 de este gen.

La otra plataforma de alto rendimiento y que aho-
ra ya es accesible a nuestro medio, es la tecnología

de los microarreglos de DNA. Ésta es una tecnolo-
gía específica útil para identificar y analizar mues-
tras de DNA conocidas o desconocidas la cual se
basa en reacciones de hibridación. Las principales
aplicaciones de los microarreglos incluyen perfiles de
expresión de genes52 y el análisis de la variabilidad
génica, destacando la detección de polimorfismos y
la detección de mutaciones de importancia clínica.53

Básicamente, un microarreglo de DNA consiste en
un gran número de fragmentos de DNA inmoviliza-
dos sobre un soporte sólido (generalmente vidrio) de
manera que formen una matriz de secuencias de dos
dimensiones. Estos fragmentos de material genético
(de una sola cadena) pueden ser: secuencias cortas
llamadas oligonucleótidos o de mayor tamaño
(DNAc) o bien productos de PCR, los cuales se ha-
cen reaccionar con fragmentos de DNA de una
muestra problema, permitiendo la hibridación de se-
cuencias homólogas. A los fragmentos en el soporte
se les denomina a menudo sondas o probes y a los
ácidos nucleicos de las muestras a analizar, con fre-
cuencia se les denomina DNA blanco o target
[www.gene-chips.com]. La detección de la hibrida-
ción entre las sondas de DNA inmovilizadas en el so-
porte y los fragmentos de material genético de la
muestra, requiere de un marcaje previo de estas úl-
timas. Este marcaje puede ser de diversos tipos (quí-
mico o enzimático, con isótopos radiactivos o con
fluorocromos). Durante la hibridación, las muestras
de material genético marcadas se unirán a sus
complementarias inmovil izadas en el  soporte
del microarreglo, quedando fijas ahí. Después del
apareamiento de las cadenas complementarias, el mi-
croarreglo se lava y se procede a hacer una medición
relativa de la cantidad de DNA blanco que ha quedado
fijo en cada sonda de captura unida al soporte, esto se
realiza detectando la señal obtenida dependiendo del
tipo de marcaje (a través de conjugados enzimáticos,
tras una detección cromogénica, excitación láser o
mediante autorradiografía). Generalmente, para esto
se utiliza un escáner con el que se pueden obtener di-
versas imágenes, las cuales se pueden analizar pos-
teriormente con diversas herramientas bioinformáti-
cas. Actualmente, en el mercado existe una gran
cantidad de sistemas comerciales de microarreglos
que varían dependiendo de la tecnología empleada
para su fabricación: GeneChip (Affymetrix), GEM
arrays (Incyte), Spectrochip, Bioelectrochip, Bio-CD
y los lab-on-a-chips, entre otros. De forma general se
han establecido dos tipos de microarreglos de DNA:
El primer tipo resulta de la aplicación mecánica,
usando un brazo robótico, de pequeñas gotas de una
solución de DNAc, con secuencias de genes expresa-



Rangel-López A, et al. Variaciones genéticas del gen supresor de tumores TP53. Rev Invest Clin 2006; 58 (3): 254-264260

www.medigraphic.com

dos conocidos (10,000 clonas de DNAc, por duplica-
do) [http://cmgm.stanford.edu/pbrown]. El segundo
tipo es el de los microarreglos de oligonucleótidos
sintéticos de alta densidad que se basa en la síntesis
química sobre un cristal de silicio, de una secuencia
de 25 a 30 pares de bases de DNA que corresponde
a algún gen conocido. Stephen Fodor et al. [http://
affymetrix.com], adaptaron las técnicas fotolitográfi-
cas utilizadas en la fabricación de semiconductores,
para realizar esta síntesis química y poder crear
secuencias específicas en puntos definidos del mi-
croarreglo. Fabricaron arreglos hasta con 500,000
distintos oligonucleótidos, cada uno en su propia su-
perficie de 20 µm2. Existen diversos estudios en don-
de la tecnología de microarreglos se utiliza para
identificar mutaciones en TP53, siendo el GeneChip
TP53 (de Affymetrix) el más poderoso, ya que anali-
za todas las mutaciones presentes a lo largo del gen
TP53.54 Este microarreglo es de alta densidad y está
fabricado mediante fotolitografía, contiene sondas
sintéticas con una longitud aproximada de 25 a 30
nucleótidos, correspondientes a todos los exones del
gen TP53, inmovilizadas sobre un cristal de silicio
de 2 X 2 cm. Esta plataforma es costosa y no es ac-
cesible a muchos laboratorios. Para evitar gastos de
estas magnitudes, nuestro grupo, en colaboración
con la Escuela de Ciencias Biológicas del Instituto
Politécnico Nacional, ha desarrollado y validado un
microarreglo de baja densidad muy específico y útil
para analizar los puntos calientes más frecuentes lo-
calizados en la región central del gen TP53 (exones
5, 7 y 8), al cual se ha denominado TP53-genesensor

array. Este microarreglo contiene 19 secuencias
específicas (tomadas de la base de datos de la IARC)
que representan: los 14 hotspots más frecuentes aso-
ciados a cáncer de pulmón, así como cinco secuencias
silvestres presentes en los codones 5, 7 y 8 del gen.
Este microarreglo utiliza una variante de la hibrida-
ción tradicional, denominada hibridación en tándem,
descrita y patentada anteriormente por Maldonado y
Beattie.55 Su principal ventaja es el aumento en la
estabilidad de la fuerza de la unión de la sonda cuan-
do ésta se encuentra perfectamente apareada al DNA
blanco. La validación experimental se realizó con un
grupo de 24 diferentes muestras biológicas que al-
bergaban secuencias silvestre y mutante de TP53: 6
plásmidos; 10 líneas celulares (siete de ellas comer-
ciales obtenidas de ATCC y tres derivadas de pacien-
tes afectados de cáncer de pulmón [CaPu]); seis san-
gres periféricas de pacientes afectados de CaPu y dos
sangres periféricas obtenidas de sujetos sanos. De
estas muestras se aislaron productos de PCR de 90-
130 pares de bases de los exones 5, 7 y 8 del gen
TP53, respectivamente. Estos exones contenían los
codones de interés (exón 5: codones 157 y 158; exón
7: codones 248 y 249; y exón 8: codón 273). A una
alícuota de los productos de DNA de cadena sencilla
(DNAss) obtenidos se le realizó secuenciación auto-
matizada. Una segunda alícuota de los productos de
DNAss se hibridó en el microarreglo. Las amplifica-
ciones e hibridaciones se realizaron en formato múl-
tiple, lo cual permite analizar los tres exones y cinco
codones (de cada muestra) en un solo ensayo. El
análisis densitométrico de las muestras control y

Figura 2. Detección de polimorfis-
mos del gen TP53 por DHPLC. (A) se
obtienen amplificados por PCR de la
muestra control y de una muestra pro-
blema, se mezclan, se desnaturalizan
y renaturalizan parcialmente a fin de
formar moléculas heterodúplex. La
muestra se corre en el cromatógrafo y
es detectada por UV y graficada. (B)
se muestra un ejemplo de dos croma-
togramas, el de arriba es de una

muestra control sin polimorfismos y el de abajo es de una muestra de CaCu que presenta patrón polimórfico heterodúplex. A la derecha se muestran los
electroferogramas obtenidos de la secuenciación de las muestras en donde se confirman los polimorfismos detectados.
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problema se realizó con el software ScanAnalyse®.
Con este sistema logramos identificar específicamen-
te las secuencias de interés, tanto silvestres como
mutantes, presentes en las muestras problema, las
cuales fueron confirmadas por secuenciación auto-
matizada. Un punto importante de mencionar es que
al comparar los datos obtenidos con la base de datos
de la IARC, observamos que el codón encontrado
más frecuentemente en nuestras muestras fue el 273
en seis de los 24 casos tanto en líneas celulares
(dos casos: Arg→Cys; un caso Arg→His), plásmidos
(un caso: Arg→Prol), como en sangre periférica (dos ca-
sos: Arg→Leu).56 En la figura 3 se muestra un ejem-
plo de una imagen obtenida de la hibridación múlti-
ple de una muestra problema utilizada en este
microarreglo. En general en la literatura existen da-
tos sobre el valor clínico que representan la identi-
ficación tanto de mutaciones como de polimorfis-
mos en TP53, algunos ejemplos se incluyen en el
cuadro 1.

DISCUSIÓN

Actualmente, existe una gran cantidad de informa-
ción que muestra la gran trascendencia que tiene el
gen TP53 en el desarrollo del cáncer. El conocimiento
de diversos aspectos moleculares y funcionales en re-

lación con este gen y su proteína son parte integral
de la medicina individualizada. El estudio del gen
TP53 en Oncología es de gran importancia debido a:

1. El amplio espectro de mutaciones somáticas re-
portadas en distintos tipos de cáncer.

2. A que las mutaciones germinales son heredadas
en familias con predisposición a desarrollar cán-
cer, como en el síndrome de Li-Fraumeni.

3. Porque además se han identificado mutaciones
específicas en tumores.

4. A que la presencia de mutaciones puede ser pre-
dictiva de la respuesta del tumor al tratamiento.

Por otra parte, la caracterización de polimorfis-
mos tiene gran relevancia para identificar a la po-
blación con predisposición o riesgo asociada a enfer-
medades como el cáncer. Es importante resaltar que
más de 70% de los estudios moleculares se han enfoca-
do en la región central del gen TP53, específicamente
en los exones 5-8, los cuales codifican para el domi-
nio de enlace al DNA.15 Por lo tanto, es esencial que
las pruebas clínicas estén dirigidas específicamente a
establecer el efecto de las mutaciones en TP53 y su aso-
ciación con el tipo de cáncer.30,34,37 La técnica de
DHPLC ofrece varias ventajas: gran rendimiento, bajo
costo, alta sensibilidad, detección de muestras con di-

Figura 3. Detección de mutaciones en
el gen TP53 por medio de microarreglos
de DNA. (A) Se muestra un ejemplo de la
imagen obtenida en un formato multiplex
(amplificación e hibridación, en un solo en-
sayo, de los cinco codones de interés:
157, 158, 248, 249 y 273) de una línea ce-
lular derivada de cáncer de colon (SW480)
que presenta dos secuencias silvestres
del exón 5 (codones 157 y 158) y una se-

cuencia mutada en el exón 7 (codón 273 el cambio de nucleótido es C→T). Las sondas se colocaron por triplicado (columnas de la 1-4 y filas de la 1-5),
por lo que se dan las coordenadas (eje X y eje Y) para localizar las señales obtenidas. (B) Se muestran los electroferogramas obtenidos tanto de la
secuencia silvestre (arriba) como de la secuencia mutante (abajo) de la misma muestra del panel (A). La línea horizontal señala el cambio de nucleótido en
el codón 273 (ACG→ACA). La especificidad del sistema está dada por el tamaño de las sondas y la preparación del DNA problema.

Nombre de la sonda Coordenadas

Secuencia silvestre codón 157 = Eje X = 1; Eje Y = 1
Secuencia silvestre codón 158 = Eje X = 1; Eje Y = 4
Secuencia mutante 273 C-T = Eje X = 4; Eje Y = 4
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Cuadro 1. Ejemplos de mutaciones y polimorfismos en el gen TP53 detectados y asociados a diversas  patologías.

ID Exón Codón Cambio de Cambio de Tumor Técnica Referencia
nucleótido aminoácido

M 8 273 CGT/CAT Arg→His Colorrectal 1DGGE Hamelin y col. Oncogene 1993;
Secuenciación 8: 2213-20.

M 3 31 AAC/AGC Asn→Ser Carcinoma 2SSCP, 3RFLPs Sun y col. Cancer Epidemiol
nasofaríngeo Biomarkers Prev 1995; 4: 261-7.

M 8 282 CGG/TGG Arg→Trp Osteosarcoma 4PCR Multiplex Patiño y col, Oncogene 1997;
14: 2213-20.

P 4 72 CGC/CGC Arg/Arg Cabeza y cuello PCR, SSCP Schneider y col.
Falla apoptosis secuenciación Am J Pathol 2004; 164: 1233-41

P 4 72 CGC/ CCC Arg/Pro Cáncer de piel Secuenciación McGregor JM y col. J Invest
Susceptibilidad a Dermatol
quemaduras y 2002, 119: 84-90.
cáncer.

P 4 72 CGC/ CGC Arg/Arg Cáncer de Secuenciación Bergamaschi D y col. Cancer
cabeza y cuello Cell 2003, 3: 387-402.
Mejor respuesta
clínica a Tx con
cisplatino

P 4 72 CGC/ CGC Arg/Arg Riesgo de Metanálisis Jee SH. Intl J Gynecol and
adenocarcinoma Obstetrics 2004; 85: 510-15.

M 5 155 ACC/CCC Thr→Pro Carcinoma de Secuenciación Kanashiro y col. PNAS 2003;
células 100: 619-23.
pequeñas

M 5, 6 167, CAG/CAT Gln→His Carcinoma Secuenciación Pisarchik y col. Thyroid
M 183 TCA/TGA Ser→Stop papilar de 2000; 10: 25-30.

tiroides

M 7 248 CGG/CAG Arg→Gln Adenocarcinoma SSCP Shibata y col. Carcinogenesis
M 8 273 CGT/CAT Arg→His gástrico 2002; 23: 419-24.

M 5 135 TGC/TTC Cys→Phe Líneas celulares GeneChip Keshelava y col. Cancer Res
M 10 342 CGA/CTA Arg→Leu de 2001; 61: 6185-9.
M 8 286 GAA/AAA Glu→Lys neuroblastoma
M 6 216 GTG/TTG Val→Leu

M 5 161 GCC/GGC Ala→Gly Carcinoma DHPLC Lu y col. World J Gastroenterol
P Intrón C > T, T > G gástrico 2003; 9: 2662-5.

7

M 5 158 CGC/CAC Arg→His Cáncer oral DHPLC Dai y col. Cancer Res 2004;
M 7 248 CGG/CAG Arg→Gln asociado a VPH 64: 468-71.
M 8 273 CGT/CAT Arg→ His tipo 16

M 5 155 ACC/ATC Thr→Ile Cáncer de mama SSCP/IHC Ryu y col. J Korean Med Sci
2000; 15: 73-7.

M 5 134 TTT/CTT Phe→Leu Linfoma DHPLC Quintanilla-Martínez y col. Am
M 6 218 GTG/GAG Val→Glu J Pathol 2001; 159: 2095-2105.
M 7 226 GGC/GAC Gly→Asp
M 7 242 TGC/CGC Cys→Arg
M 7 258 GAA/AAA Glu→Lys

M 8 282 CGG/TGG Arg→ Trp Tumor de Wilms SSCP Beniers y col. Int J Oncol 2001;
18: 133-9.

Polimorfismo: P. Mutación: M. 1DGGE: electroforesis con gradiente desnaturalizante. 2SSCP: polimorfismo conformacional de una sola cadena. 3RFLP: frag-
mentos de restricción de longitud variable. 4PCR Multiplex: PCR múltiple.
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versas variaciones genéticas previamente conocidas o
desconocidas, por lo cual es una poderosa herramienta
que puede aplicarse a gran escala y la cual es accesible
en nuestro medio. En relación con los microarreglos
de DNA, la aproximación más importante es el “p53
GeneChip de Affymetrix” utilizado para identificar mu-
taciones en este gen.54,57,58 Sin embargo, por el costo
y la poca disponibilidad para muchos investigadores,
resulta necesario desarrollar métodos de detección
accesibles, específicos, reproducibles y de bajo costo
para la detección de variaciones genéticas, como las
que se han presentado aquí. Una de las ventajas de la
estrategia utilizada fue el diseño del tamaño de las
sondas (siete nucleótidos) que pueden discriminar
variaciones genéticas, debido al efecto desestabilizan-
te de los nucleótidos mal apareados en la sonda blan-
co, con respecto a las sondas (de 25 a 30 nucleótidos)
utilizadas en la mayoría de los arreglos comerciales.59

En resumen, con estas dos tecnologías se pueden
estudiar las variaciones genéticas en este gen con una
alta sensibilidad y especificidad de las mismas. El uso de
estas herramientas puede ser aplicado al estudio de muta-
ciones o polimorfismos en una patología en particular.
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