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RESUMEN

El gen supresor p53 se localiza dentro de un seg-
mento de ADN de 16 a 20 kilobases en el brazo corto 
del cromosoma 17, en el locus 13.1 (17p13.1) y codifica 
la fosfoproteína P53 que está compuesta por un total de 
393 aminoácidos, tiene un peso molecular de 53 kilo-
daltons.

La proteína P53 actúa detectando el ADN celular 
dañado, deteniendo el ciclo celular para repararlo y es-
timulando la “apoptosis” o muerte celular programada 
cuando no lo consigue.

Realizamos un estudio mediante biología molecular 
de 48 carcinomas epidermoides de laringe para detectar 
el gen supresor p53 y un estudio mediante inmunohis-
toquímica de 58 carcinomas epidermoides de laringe de 
la proteína P53 intervenidos de su patología entre 1991 
y 1996.

Se detecta la mutación del gen mediante PCR-SSPC 
en un 31,3% de los casos y en un 14,6% mediante se-
cuenciación y se observa la proteína mutada en 31 casos 
(el 53,44%).

No encontramos una relación estadísticamente 
significativa mediante la prueba de t de Student para 
muestras independientes entre la proteína y el oncogén 
tanto valorándolo mediante PCR-SSCP como mediante 
secuenciación.

PALABRAS CLAVE

p53, P53, gen supresor, proteína supresora, carcino-
ma epidermoide de laringe.
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INTRODUCCIÓN

El gen p53 está 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].

La organización genómica de p53 es muy similar en 
el hombre, ratón, rata rana, pollo, peces y otras especies 
animales analizadas. En su estructura molecular se han 
encontrado once exones, estando los exones 2, 4, 5, 7 y 8 
muy conservados filogenéticamente. La mayoría de las 
mutaciones que tienen lugar en el gen se localizan sobre 
los dominios de los exones 4 a 8 [3, 4, 5, 6, 7, 8].

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 testículo y el ovario. Da lugar a la 
síntesis de la fosfoproteína nuclear P53 [1, 4, 9]. 

Está compuesta por un total de 393 aminoácidos, 
tiene un peso molecular de 53 kilodaltons y en su forma 
biológicamente activa (endógena, nativa o “wild-type”) 
regula de forma negativa la proliferación celular [1, 4, 3, 
6, 8, 10].

En tumores humanos, la mayoría de las mutaciones 
que inactivan la proteína P53 se localizan entre los ami-
noácidos 117 a 290, en cuatro regiones de la misma: los 
residuos 117-142, 171-181, 234-258 y 270-286, las cuales 
están muy conservadas entre las distintas especies ani-
males. Entre estas cuatro regiones existen tres “puntos 
calientes” para las mutaciones, que se localizan en los 
aminoácidos 175, 248 y 273 [1, 11, 12, 13].

El mecanismo preciso por el cual actúa la proteína 
P53 es desconocido, actualmente el modelo más acep-
tado sugiere que la proteína nativa reconoce el ADN 
celular dañado. Esto aumenta la síntesis de la proteína, 
que actúa deteniendo el ciclo celular y reparando el daño 
infringido sobre el ADN. Cuando no se consigue reparar 
la lesión del ADN, la proteína es capaz de desencadenar 
la muerte celular o apoptosis. Por el contrario, si el gen 
ha mutado, la proteína mutada no es operativa y la célula 
continúa a través del ciclo celular con su defecto a nivel 
del ADN. Esta situación favorecerá que surjan clones de 
células inestables genéticamente, los cuales darán lugar 
a un cáncer [3, 7, 8, 12, 13]. 

El objetivo del presente artículo es el poder determi-
nar la posible correlación entre las técnicas de biología 
molecular e inmunohistoquímicas en la detección del 
gen p53 por un lado y, por otro lado, la proteína.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes

Para realizar el estudio se consideraron un total de 
58 pacientes diagnosticados de carcinoma epidermoide 
de laringe e intervenidos de su patología entre los años 
1991 y 1996 en el Servicio de Otorrinolaringología del 
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de 
Compostela.

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

Para el tratamiento informático del trabajo, se utilizó 
un ordenador Toshiba Satellite 210 OCT y los siguientes 
programas informáticos:

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

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

* Un sistema para clasificación bibliográfica: Pa-
pyrus versión 7.0.8.

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

* Un programa estadístico: SPSS para Windows 95 
versión 7.0.

MÉTODO

Tras el estudio con técnicas habituales de hematoxi-
lina-eosina, se realizaron las técnicas de biología mole-
cular a 48 casos y de inmunohistoquímica a 58 piezas.

La técnica de biología molecular para detectar el on-
cogén p53 está compuesta por las siguientes fases:

1. Extracción del ADN:

Una vez realizado el diagnóstico histopatológico, se 
seleccionó un bloque mediante observación micros-
cópica de la preparación, buscando en cada caso el 
que tuviera menos áreas de necrosis y mayor muestra 
tumoral.

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

La preparación así obtenida fue observada al micros-
copio, seleccionando una zona adecuada de parén-
quima tumoral (libre de necrosis), de aproximada-
mente 5 mm2 de superficie. Dicha zona fue raspada 
con bisturí 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 incluyó en 50 µl de un tampón Tris ClH 
50 mM, EDTA 1 mM y Tween 20 al 0,5%, a un pH de 
8,3. A continuación se añadieron 2 µl de proteinasa 
K, procediéndose a la incubación de la muestra (a 
56º durante toda una noche). Tras esto, las muestras 
se someten a 95 ºC durante 7 minutos con el fin de 
desnaturalizar la proteinasa K.

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

2.  PCR-SSCP:

A partir del ADN extraído se realizó una ampli-
ficación de los exones 4 a 8 de p53 mediante PCR 
convencional.

Para una reacción de 25 µl se añadieron 2 µl del ADN 
extraído a una mezcla 10 mM de ClH (pH=8,3), 50 
mM de Cl

2
 Mg, 200 µM de cada dNTP y 1,25 U de 

Taq-polimerasa (Promega).

La amplificación de los cinco exones de p53 se llevó 
a cabo en un termociclador programable “Hybaid” 
(Omnigene). Las condiciones de PCR fueron 40 
ciclos de 95 ºC durante 30 segundos, 60 ºC 30 segun-
dos y 72 ºC 1 minuto (para el exón 5 la temperatura 
de hibridación es de 55 ºC).

El exón 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 exón, empleán-
dose 10 pmoles de cada uno de los cebadores (“pri-
mers”) (Tabla 1). 

Seguidamente se realizó un estudio de mutaciones 
para cada uno de los exones amplificados mediante 
análisis SSCP utilizando un sistema automatizado 
de electroforesis (“Phast System”, Pharmacia LKB). 
Previamente a la SSCP se comprobó que en la mues-
tra existía material amplificado realizando una elec-

troforesis convencional en gel de agarosa al 2%.

 En la SSCP se utilizó formamida como agente 
desnaturalizante del ADN. Cada muestra contenía 4 
µl de formamida y 2 µl de producto de PCR. Dicha 
muestra se calentó en termociclador a 95º 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 
tenían una zona de concentración de 13 mm., con 
una concentración de polímero (acrilamida+bisacr
ilamida) (T) del 7,5%, un 3% de bisacrilamida (C), 
y una zona de separación de 32 mm., con un T del 
20% y un C del 2%. El tampón de los geles estaba 
compuesto de acetato 0,112 M y Tris 0,112, pH=6,4. 
Como electrodos se emplearon tiras de agarosa al 2% 
(“Phast Gels Buffer Strips” Pharmacia LKB) con un 
tampón de Tricina 0,20 M, Tris 0,20 M, pH=7,5.

 Las muestras (2 µl de producto amplificado) se 
cargaron en el polo catódico del gel. La electroforesis 
se realizó a 400 V/cm, 5 mA y 1 W durante un pe-
riodo de tiempo variable en función del tamaño del 
fragmento (hasta alcanzar 200 V/h para el exón 7 y 
300 V/h para el exón 5). La detección de los produc-
tos amplificados se realizó mediante el método de 
tinción de plata.

 El tiempo total de análisis, incluyendo la sepa-
ración electroforética y el revelado, fue de unas cinco 
horas aproximadamente.

3.  Secuenciación.

Para la caracterización de las posibles mutaciones 
se recurrió a la secuenciación cíclica empleando el 
sistema de secuenciación “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-
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 (tampón, 
dinucleótidos y Taq) y un dideoxinucleótido (A, C, 
G o T), todo ello en proporciones adecuadas. A cada 
tubo de mezcla se le añadieron 2 µl de muestra y 2 
pmoles de un único cebador específico para cada 
exón, marcado con un fluorocromo.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termo-
ciclador con las siguientes condiciones: una desna-
turalización previa a 95º durante 30 segundos, 60º 
durante 30 segundos y 72º durante 30 segundos. 
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En cada etapa de la secuenciación cíclica, se produce 
una elongación de la cadena de ADN hasta la incor-
poración de un “dideoxinucleótido de terminación de 
cadena”, momento en que se interrumpe el proceso, 
formándose numerosos fragmentos de distintos ta-
maños que terminan en el dideoxinucleótido concre-
to que lleva la mezcla.

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

Se emplearon geles de poliacrilamida (“Ready Mix 
Gel ALFTM Grade”, Pharmacia LKB), en una con-
centración (T) de polímero -acrilamida+bisacrilami
da- del 6% y una concentración (C) de bisacrilamida 
del 3% en un tampón TBE (10 mM Tris, 83 mM de 
ácido bórico y 1 mM de EDTA) con un 40% (peso/
volumen) de urea, polimerizados con persulfato 
amónico al 10%.

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

Para las técnicas de inmunohistoquímica se utilizó el 
sistema automático de tinción TechMate 200 (Dako) 
precedido de una serie de pasos:

1. Preparación de los cortes de parafina:

Los cortes de parafina de 5 µm se recogieron en 
portas pretratados con 3-aminopropiltrietoxisilano 
(Dako ChenMate Capillary Gap Microscope) diluido 
al 2% en acetona. Los cortes se dejaron secar durante 
una noche a 55º C y posteriormente fueron despara-
finados e hidratados.

2. Incubación en microondas:

Los cortes se incubaron en tampón de citrato sódico 
10 mM, pH=6, en microondas a 750 watios, durante 
5 minutos. Tras la primera incubación, se repone en 
el Coplin el tampón evaporado y se realiza una se-
gunda incubación de 5 minutos. Tras esta incubación 
se dejan enfriar los cortes durante 20 minutos en el 
mismo tampón.

3. Anticuerpo primario: 

En todos los casos se realizó una incubación de una 
hora en cámara húmeda, con el anticuerpo prima-
rio:

* P53, monoclonal, clon D07, de Dako, diluido al 1:
50.

4. Lavado con tampón fosfato 0,01 M, pH=7,4 con 
ClNa 0,15 M (tampón fosfato salino -PBS-) durante 
cinco minutos.

5. Bloqueo de peroxidasa endógena:

 Se incuba la sección tisular con el peróxido de 
hidrógeno (Merck) al 3% durante 10 minutos. Se rea-
lizó este paso antes del Sistema EnVision (Dako), y 
no antes del anticuerpo primario como proponen las 
instrucciones, para evitar que el peróxido de hidró-
geno pueda dañar los epitopos investigados.

6. Sistema EnVision (Dako):

Se incuba la preparación durante 30 minutos con 
EnVision+, (Dako) que se trata de un polímero de 
dextrano que lleva unidos anticuerpos anti-ratón y 
moléculas de peroxidasa.

7. Lavado con tampón fosfato salino (PBS) durante 
cinco minutos.

8. Revelado con diaminobencidina (DAB).

RESULTADOS

Estudio de biología molecular del gen supresor p53

Inicialmente la detección se realizó mediante PCR-
SSCP a los exones 4, 5, 6, 7 y 8 y, si con esta técnica 
se sospechaba la existencia de una mutación, enton-
ces se secuenciaba el exón.

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

La razón por la cual en 7 casos se detectó mediante 
PCR-SSCP una mutación para alguno de los exones 
de p53, pero que no se logró secuenciar, pudiera estar 
en que a veces las muestras no son totalmente puras 
y además de amplificar células tumorales se amplifi-
can células normales que producen mucho “ruido de 
fondo” en la secuenciación 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 está alterado, y por otro 
los casos que mediante secuenciación detectamos su 
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localización exacta.

Mediante PCR-SSCP las mutaciones se detectan: 
cinco en el exón 4, cuatro en el exón 5, una en el exón 
6, cuatro en el exón 7 y una en el exón 8 (Fig. 1).

Con la secuenciación se encuentran en total: seis de-
leciones (tres en el exón 4, una en el exón 5, otra en el 
exón 6 y otra en el exón 8) y observamos un cáncer 
en el que se produce una mutación puntual a nivel del 
triplete de bases CAT que se cambia por CGT a nivel 
del exón 5, este cambio conlleva la sustitución de una 
histidina por una arginina. 

Estudio inmunohistoquímico de la proteína P53

Para valorar la inmunorreactividad de la proteína 
P53 se consideraron dos grupos, por un lado los ca-
sos positivos (donde existían más de un 10% de cé-
lulas tumorales positivas para la proteína) y, por otro 
lado, los casos negativos (donde el porcentaje era 
menor del 10%). De los 58 tumores, en 27 la proteína 
fue negativa (46,6%) y en 31 positiva (53,44%).

De los casos positivos para P53, la media fue de 
23,03%, el rango de células varió entre un mínimo 
del 10% y un máximo de 89% y una desviación típica 
de 27,53. (Fig. 2)

Esta variable cuantitativa también se transforma en 
cualitativa (en los casos de inmunorreactividad para 
la proteína) y se considera una inmunorreactividad 
leve cuando el valor es menor de 25, moderada entre 
25 y 50 y alta mayor de 50. Los casos de positividad 
leve para la proteína P53 fueron 9 (15,5%), moderada 
6 (10,3%) y alta 16 (27,6%) (Fig. 3).

Relación entre el oncogén p53 y la proteína P53

Mediante la prueba de t de Student para muestras 
independientes no encontramos una relación entre 
la proteína P53 y el oncogén p53 valorado mediante 
PCR-SSCP con un valor de p=0,379.

Tampoco encontramos relación secuenciando el on-
cogén (p=0,389).

DISCUSIÓN

El gen supresor p53 codifica la síntesis de la fosfo-
proteína nativa P53 cuya vida media es corta (entre los 
seis y 20 minutos). Cuando el gen muta, teóricamente 
se sintetiza una proteína anómala que, entre otras ca-
racterísticas, tiene una estructura más estable y su vida 
media se prolonga hasta seis horas. La proteína mutada 
se acumula y puede ser detectada mediante técnicas de 
inmunohistoquímica. Pero esta idea no debe de ser total-
mente cierta.

En el diseño inicial del trabajo se decidió valorar los 
carcinomas epidermoides de laringe mediante inmuno-
histoquímica, pero decidimos modificar la idea original 
y ampliar el estudio utilizando también las técnicas de 
biología molecular y lo cierto es que, en la mayoría de 
los artículos más recientes realizados en otros órganos, 
se dirigen también en esta dirección y nuestro interés 
radica en poder contrastar los distintos resultados ob-
tenidos.

En nuestro trabajo no encontramos una relación entre 
el gen y la proteína, es decir, existen ocasiones en las que 
el gen está mutado y la proteína no se detecta mediante 
inmunohistoquímica porque, en principio, es normal y, 
viceversa, se puede detectar la proteína lesionada y el 
gen estar sano. ¿Qué explicaciones tenemos para este 
dato que, en principio, podría resultar contradictorio?

Destacar que los distintos autores en las localiza-
ciones O.R.L. tampoco encuentran una relación entre 
ambas variables:

• En laringe Kropveld y cols. [14], no hallan una 
correlación entre la proteína y el gen supresor.

• Tampoco van Heerden y cols. [15], en carci-
nomas epidermoides de cavidad oral encuentran 
una relación entre ambas, ni Ries y cols. [16] en 
orofaringe 

• Y el trabajo ya comentado de Mineta y cols. 
[17] en carcinomas epidermoides de cabeza y 
cuello también coinciden con nuestras conclusio-
nes.

 En la tabla 1 representamos los resultados obte-
nidos en otras localizaciones.

Las razones que nosotros pensamos influyen decisi-
vamente en la ausencia de relación entre ambas variables 
pueden ser:

1.  Las técnicas de inmunohistoquímica tienden a 
estar cada vez más perfeccionadas y, en ocasio-
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nes, se observa que la inmunotinción no sólo es 
positiva para la proteína mutada, también se tiñe 
la proteína sana de, por ejemplo, la capa basal 
del epitelio. Entonces surgiría una situación en 
la que el gen supresor está sano, pero gracias al 
perfeccionamiento de la técnica (sistemas de re-
cuperación de antígenos más efectivos) se detecta 
la proteína aunque esta no esté mutada.

2. Otra idea posible es el hecho de que las enzi-
mas que degradan la proteína P53 pueden estar 
alteradas, así se acumula proteína sana que es 
detectada mediante inmunohistoquímica.

3. Puede surgir una mutación del gen supresor 
(mutación dominante positiva) que dé lugar a una 
proteína mutada que actúa de dos formas: 

• Como mutante estructural, sería el caso en 
el que existiría una correlación entre la lesión 
del gen y la transcripción de una proteína 
cuya estructura molecular está alterada y no 
es capaz de realizar su función biológica.

• Como mutante de contacto, sería una situa-
ción en la que no existe relación porque el gen 
está mutado, pero la estructura de la proteína 
es normal, aunque no es capaz de unirse al 
ADN nuclear.

4. También pueden existir mutaciones dominan-
tes negativas del gen, en las que muta un alelo, 
pero no el otro. En esta situación se producen 
dos tipos de proteína: una proteína mutada y otra 
nativa. Si la concentración de proteína nativa es 
mayor que la mutada, no existe una relación entre 
la lesión del gen y la proteína.

5. Otra situación es cuando surgen las mutacio-
nes nulas, es decir se lesiona el gen, pero no se 
produce proteína (ni mutada, ni biológicamente 
activa).

6. También puede suceder que el gen esté bien, 
pero que otros genes que actúan sobre él estén 
alterados y, o bien se da lugar a una producción 
excesiva o una síntesis anómala de la proteína na-
tiva (en ambas situaciones se acumularía y se de-
tectaría mediante inmunohistoquímica). Surgiría 
así una situación en la que el gen es normal, pero 
existe positividad para la proteína.

Actualmente no está claro cual es la razón que nos 
lleva a tener un gen sano/mutado que no se relaciona 
con una proteína nativa/lesionada, pero la mayoría de 
los autores coinciden en que tampoco encuentran una 
asociación clara entre ambas y observan una relación 

entre el gen y la supervivencia del paciente y no entre la 
proteína y la supervivencia.
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TABLAS Y FIGURAS

Figura 1.- Amplificación de fragmentos del exón 4 a 
nivel del gen supresor p53 mediante técnicas de 
PCR-SSCP en gel de agarosa en fragmentos de ADN 
desnaturalizado.                              

                                
 

Figura 2.- A mayor aumento se objetiva que la intensi-
dad de la inmunotinción para P53 varía de unas célu-
las tumorales a otras. Contrateñido con hematoxilina 
(400x).
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Figura 3.- Diagrama según inmunorreactividad positiva 
para la proteína P53.

Tabla 1.- Relación entre el gen supresor p53 y la proteína 
P53.

AUTOR LOCALIZACIÓN
CORRELACIÓN 

p53/P53

Coggi y cols. 1997, [18] esófago no
Gaur y cols. 1997, [19] esófago no
Oyasu y cols. 1995, [20] vejiga no
Hallak y cols. 1998, [21] colon-recto no
Tomizawa y cols. 1998, [22] pulmón sí
Park y cols. 1998, [23] ganglios linfáticos no
Wen y cols. 1999, [24] ovario sí
Pérez-Carro laringe no


