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REVISION

La proteina p53 y el cancer
de mama. Revision critica

The p53 protein and breast cancer

SUMMARY

This is a critical review of the biological basis of the p53 protein in apoptosis,
it’s importance in the experimental and human carcinogenesis and the
laboratory procedures used for it’s determination in cancer patients.

The hyperexpression of p53 due to a mutation originates an excesive tissue
acumulation, related to the long half life of mutated p53 which is approximately
60 times longer than wild p53. Clinicians talk of positivity of p53 as the
presence of mutated p53. Perhaps the better known clinical aspect of p53 is its
behavior in patients with breast cancer.

At this moment p53 can be considered a prognostic factor in breast cancer
and it is recommended to includit in the rutinary immunohistochemistry
studies of the clinical pathologist.

The laboratory procedures used in clinical practice to detect mutated p53 are:
a) Molecular analyses, b) Inmunohistochemical analysis, c) Serum
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INTRODUCCION

La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear, descu-
bierta por Lane et al en 1979 por estudios en células
transformadas por infeccion con SV40, en las cuales se
precipitaba el antigeno T grande formando un complejo
con una proteina celular de 53-kDa'. Posteriormente
esta fosfoproteina p53 se encontré asociada con la pro-
teina E1b del adenovirus tipo 52 y con la proteina E6 de
los papilomavirus tipo 16 y 18 que también estan ligados
a la proteina p533; sugiriendo que estos virus ADN te-
nian como objetivo comun en la célula la proteina p53.

Con anticuerpos contra la proteina p53 se observo
que esta se acumula en el nicleo de varias lineas celu-
lares transformadas: sarcoma murino inducido quimi-
camente, leucemia inducida por virus, o fibroblastos
transformados; pero esta proteina no se encuentra en
diferentes tipos de células normales embrionarias y del
adulto*. Su acumulacion especifica en el nicleo de mu-
chas células tumorales o transformadas sugeria que po-

determination by ELISA. The last is a new and promising procedure that open

It is useful to identify the bad prognostic cases among the favorable group of
cases of breast cancer with NO (negative axillary nodes).

p53. Pronéstico. Cancer de mama.

p53. Prognostic. Breast cancer.

dia desempenar un papel importante en la transforma-
cién celular*®.

Oren y Levine (1983) con inmunoprecipitacion de los
polisomas durante la traduccion les permiti6 aislar un
fragmento de 300-bp que corresponde al ADNc de la
p53 del ratdn y posteriormente fue aislado y secuencia-
do’. Benchimole et al en 1985 han identificado el gen
que esta localizado en el brazo corto del cromosoma
178. Nigro et al en 1989 determinaron que esta fosfo-
proteina contiene 393 aminoacidos®. En 1989 comenzé
a surgir el interés por la p53 al aparecer publicaciones
indicando que este gen esta alterado en canceres hu-
manos®S.

LA p53Y EL CICLO CELULAR
La p53 no es detectable en células normales por su

corta vida media de 20 min, mientras la p53 mutada tie-
ne una vida media de aproximadamente 24 h'%'. La lo-
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calizacién celular de la proteina p53 varia durante el ci-
clo celular: durante la fase G1 se encuentra en el cito-
plasma, luego entra en el nucleo en la transicién G1/S
alli permanece hasta el final de la fase G2/M'. Como
norma, en células transformadas o tumorales, la protei-
na p53 es estrictamente nuclear, pero se han observado
algunas excepciones®.

North (1991) describia el cancer como una enferme-
dad del ciclo celular'. Varias observaciones sugieren
que la proteina p53 es imprescindible para la progresién
del ciclo celular normal. El bloqueo de los ciclos celula-
res tiene lugar entre G1 y la fase S, exactamente al final
de G1 cerca del punto de restriccion (R-point, punto R).
La p53 no inhibe el paso GO0 a G1, pero si el paso de
G1 alafase S. Kastan et al (1991) demostraron que la
pérdida de la actividad supresora tumoral de la p53 se
asocia con una incapacidad para detener la transicion
desde G1 a S en el ciclo celular en las células que han
acumulado dafno del ADN™. Kern et al (1991) y Scharer
e lggo (1992) han demostrado que la p53 normal, pero
no la mutante, se liga al ADN y actia como un activa-
dor transcripcional®'6. Milner y Metcalf (1991) han re-
saltado que la p53 mutada parece actuar de un modo
negativo dominante, formando complejos con la p53
normal que bloquea su funcién normal.

Donehover et al (1992) consiguieron ratones trans-
génicos, con deleciones de los dos alelos de p53, lo cual
generé muchas sorpresas ya que estos ratones
p53—/p53— son completamente viables y fértiles, y no se
han observado malformaciones embrionarias. El rasgo
fenotipico mayor es que aparece cancer con gran fre-
cuencia y precocidad: en el 75 % de los animales a los
6 meses y en el 100 % a los 10 meses. Los animales
que son heterozigoticos p53+/p53- los ratones también
desarrollan cancer, pero sélo el 30 % de los animales y
después de los 15 meses. La p53 no es esencial en la
funcién celular normal, pero su inactivacion es un factor
esencial en el desarrollo de algunos tipos de neoplasia'®.

LA p53, EL DANO DEL ADN
Y LA ESTABILIDAD GENETICA

Maltzman et al (1984) demostraron que la irradiacion
UV de células normales del ratén induce estabilizacién
de la p53 in vivo'™ y Kastan et al (1991) confirmaron es-
tos resultados con el uso de radiaciones gamma que
también producen el mismo efecto y que la acumulacién
de p53 produce un bloqueo transitorio del ciclo celular
en la fase G1, justo antes de iniciar la duplicacion del
ADN'4. Se cree que este bloqueo de la divisién celular, a
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continuacién del dafio del ADN, da tiempo a la célula
para inducir una respuesta para reparar las lesiones.
Se observd que las células con expresion de una p53
mutada no presentan este fendmeno, estas células no
dejan de dividirse después del dafio del ADN56.12,

Estos estudios conducen a la conclusion de que la
p53 ayuda a preservar la integridad genética de la célu-
la, la p53 actuaria como una especie de “semaforo” que
induciria una detencién de la division celular para dar
tiempo a la célula para reparar el dafio del ADN. Por
esta cualidad, la p53 fue denominada por Lane (1992)
guardian del genoma humano'2. Si la célula no es capaz
de reparar el dano del ADN se supone que la p53 indu-
ciria la muerte celular por apoptosis. Las células tumo-
rales que contienen p53 mutada no son capaces de
mantener su integridad genética, porque no reciben la
sefal de detencién de la divisién celular, dando por re-
sultado una célula cuyo genoma es menos estable y
que acumulara varias mutaciones dando lugar a clones
con mayor malignidad.

Investigando las diferencias entre la p53 natural y la
p53 mutada, se descubrid un gen que es especifica-
mente inducido por la p53 natural: el gen WAF 1, el cual
codifica la proteina p21. La sobreexpresion de la protei-
na p21 en varios tipos celulares induce detencién del
crecimiento en la fase G1 que es dependiente de la
p53 natural. Esta proteina p21 también ha sido identifi-
cada por diferentes grupos como siendo capaz de aso-
ciarse especificamente con la cinasa ciclin-dependien-
te (cdk2) e inhibir la actividad cinasa de los complejos
cdk2-ciclina. La induccién de lesiones del ADN en célu-
las con p53 natural causa sobreexpresion de WAF1—>
ARN- > proteina; pero esto no se observa en presencia
de p53 mutada®.

Usando anticuerpos especificos para la proteina
p21 se podria demostrar que la expresion de esta pro-
teina es responsable de la pérdida de actividad del com-
plejo cdk2-ciclin E. Este resultado es una buena demos-
tracién de que la p53 interviene en un estadio final de la
fase G1, en el momento de la transicion G1/85620,

LA p53Y LA DIFERENCIACION

La p53 tiene un papel controvertido en el desarrollo
embrionario precoz y durante la diferenciacion. La p53
disminuye en la fase del desarrollo maximo, durante la
parte media de la gestacion que es la fase de maximo
progreso en la diferenciacién®$. Los estudios de Doneho-
ver et al (1992) con ratones transgénicos observaron un
desarrollo embrionario normal en ratones p53—/p53—12.
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LA p53 COMO GEN: ESTRUCTURA
Y CONSERVACION

La proteina p53 puede ser dividida en tres regiones:
a) aminoterminal que contiene un gran nimero de resi-
duos basicos y hay un gran nimero de prolinas; b) car-
boxiterminal que es muy hidrofilico y contiene muchos
residuos cargados, y c¢) la region central de la proteina
que contiene varias regiones muy hidrofébicas y pocos
aminodacidos cargados. La proteina p53 de diversas pro-
cedencias muestra una homologia no uniformemente
distribuida y hay cinco bloques bien conservados du-
rante la evolucién: cuatro bloques estan en la regién
central y el restante se encuentra localizado en el ami-
noterminal. La presencia de cuatro bloques en la regién
central muestra la gran importancia de la misma; es la
region de contacto con el ADN®.

ONCOGEN O ANTIONCOGEN

Los experimentos que muestran que la p53 y el on-
cogén activado H-RAS podian cooperar para producir
focos transformados llev6 a clasificar la p53 como un on-
cogén nuclear durante algun tiempo; pero soélo la p53
mutada coopera con el oncogén activado H-RAS y no
lo hace la p53 natural®®. Otros estudios sugirieron que la
p53 pertenece a los genes supresores de tumores, ge-
neralmente considerados como reguladores negativos
del crecimiento celular, con las siguientes caracteristi-
cas: a) pérdida de la funcién, ocurriendo por inactivacion
de los dos alelos del gen; b) la reintroduccion del gen
supresor en el tumor puede abolir el poder carcinégeno
de aquella célula, y ¢) son genes recesivos y estan im-
plicados en canceres hereditarios®.

LA PROTEINA p53Y LOS CANCERES
HUMANOS

La proteina p53 esté inactivada en muchos canceres
humanos. El andlisis genético del cancer colorrectal re-
vela una tasa muy alta de pérdida heterozigética del bra-
zo corto del cromosoma 17, que contiene el gen de la
proteina p53. El andlisis con la PCR y la secuenciacién
del alelo restante de p53 muestra que éste contiene a
menudo una “point mutation” (Baker et al, 1989)2'.

Los canceres hereditarios han merecido especial
atencion referente a la p53. El sindrome de Li-Fraumeni
que se presenta con un amplio espectro de tumores ma-
lignos: osteosarcomas, canceres de mama, sarcomas

de partes blandas y leucemias que aparecen a edades
tempranas, en el 50 % de los individuos antes de los
30 anos y en el 90 % antes de los 70 afnos. Se han ob-
servado mutaciones en la p53 que afectan a toda la li-
nea germinal en varias familias con este sindrome??-24,

Lemoine (1994) sefnala que la mutacién de la p53 ca-
racteriza una forma altamente agresiva de cancer de
mama, asociada con un pobre prondstico tanto en los
casos con ganglios axilares positivos o negativos®.

En el cancer de prostata que tanta homologia tiene
con el de mama, Voeller et al (1994) observaron una
baja tasa de mutacién de la p532©.

Por todas estas razones se considera a la p53 como
un gen supresor del cancer y que junto con el oncogén
RB son los genes supresores por excelencia. La p53 tie-
ne aspectos particulares: las mutaciones (> 95 %) son
“point mutations” que producen una proteina mutante
que en todos los casos ha perdido su actividad transac-
tivacional®.

Se considera que hay tres clases de mutaciones de
p53: a) mutaciones nulas que inactivan totalmente la
p53; pero no interfieren en la transformacion; b) muta-
ciones dominantes negativas con una p53 totalmente
inactiva que todavia es capaz de interferir con la p53 na-
tural, y ¢) mutaciones dominantes positivas donde la
funcion normal de la p53 esté alterada y la p53 mutante
adquiere una actividad oncogénica que esta directa-
mente implicada en la transformacién maligna®®.

Horak et al (1991) comunicaron la existencia de so-
breexpresion de la proteina p53 en > 50 % de los cance-
res de mama?’.

¢MUTACIONES O VARIACIONES?

Hay que saber si los cambios son deletéreos e inacti-
van la p53 funcionalmente. Hay varias observaciones
para probar que son verdaderas mutaciones adquiridas:
a) las mutaciones estan presentes sélo en el tejido tu-
moral y ausentes en los tejidos normales del mismo en-
fermo; b) el andlisis secuencial del gen p53 de muchos
tejidos normales muestra que hay pocos polimorfismos
en el gen humano p53; ¢) estas alteraciones se encuen-
tran solo en los bloques altamente conservados de la
p53, en las regiones funcionalmente importantes de
la p53, y d) el andlisis de las propiedades de varias p53
mutantes, frecuentemente encontradas en canceres hu-
manos, muestra que han perdido su actividad transacti-
vacional. Sin embargo, un estudio mas reciente de mas
de 20 mutantes indica que algunas de las mutaciones
de baja frecuencia no alteran ninguna de las propieda-
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des de la proteina p53 (transactivacion o inhibicién del
crecimiento).

MODIFICACIONES EPIGENETICAS DE LA p53

Hay dos ejemplos de alteraciones en la p53 que no
implican una alteracion directa del propio gen de la p53:
a) el gen MDM2 esta amplificado en los sarcomas hu-
manos y el MDM2 es capaz de inactivar la funcion tran-
sactivadora de la p53; este fendmeno se confirmé en
sarcomas humanos y en el 10 % de los tumores cere-
brales (glioblastomas y astrocitomas), y b) algo contro-
vertido es el antagonismo entre la infeccién por HPV
(papiloma virus humano) y la funcién de la p53 por me-
dio de la proteina E6°8.

LAS TECNICAS ANALITICAS DEL GEN
DE LA p53

Analisis molecular

La PCR seguida de analisis secuencial de las bases
permiten el estudio directo de la naturaleza de la muta-
cién en el gen, pero la mutacion de un solo nucleétido
de los 23.000 que conforman el gen, complica el hallaz-
go de la mutacioén en un caso concreto. Pero para ser
efectiva esta técnica requiere ser desarrollada mas am-
pliamente.

Analisis inmunohistoquimico

Una de las propiedades mas significativas de las pro-
teinas p53 mutantes es el alargamiento de su vida me-
dia. En las células normales, la p53 es indetectable por
tener una vida media extremadamente corta (15-20
min). En células transformadas, la proteina p53 mutada
es mucho mas estable, con una vida mediade 24 hy
se acumula en el ntcleo ", Esta acumulacién nuclear
de la p53 mutada permite su deteccién por métodos his-
togquimicos. Este procedimiento se ha empleado en di-
versos tipos de cancer con una buena correlacion entre
el andlisis molecular (presencia de una mutacién) y el
analisis inmunohistoquimico (sobreexpresion de la pro-
teina mutante).

La ventaja de este procedimiento es que puede ser
realizado de un modo rutinario en los laboratorios de
histologia, pero tiene el inconveniente de que algunas
mutaciones pueden abolir la expresion de la p53 (“non-
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sense mutations”, inserciones, deleciones, mutaciones
de senal), no producen la proteina y como consecuen-
cia dan un resultado negativo (5-10 % de los casos). Por
otra parte, los tumores pueden sobreexpresar la p53 en
la completa ausencia de mutaciones en cualquier parte
del gen. Esta hiperexpresion es especifica de las células
tumorales y no afecta a los tejidos normales, seria una
alteracion desconocida de la p53. Los problemas de
evaluacién de la hiperexpresion de p53 en los tumores
malignos han sido revisados por Dowell et al (1994)%,

Se han desarrollado nuevos anticuerpos monoclona-
les frente a p53 humana que pueden utilizarse incluso
para realizar estudios histoquimicos con tejidos antiguos
incluidos en parafina®.

Analisis serologico

Ya Davidoff en 1992 observé que el 23 % de las en-
fermas con cancer de mama tenian anticuerpos anti-p53
circulantes en su suero, si habia sobreexpresién de la
p53,y no habia anticuerpos anti-p53 circulantes en los
casos con p53 normal o baja®.

Generalmente en el cancer de pulmén, con una tasa
alta de mutaciones de p53 hay una buena correlacion
entre la presencia de anticuerpos circulantes y la de al-
teraciones de la p53, la frecuencia de estos anticuerpos
anti-p53 es alta (24 %). La seropositividad es muy baja
en el cancer de préstata o en los mesoteliomas con va-
lores de p53 mutada muy bajos. En estudios multifacto-
riales se demostrd una correlacion muy buena entre la
presencia de anticuerpos anti-p53, sobreexpresion de la
proteina mutada en el tumor y la presencia de una mu-
tacion en el gen. Un analisis detallado de estos anticuer-
pos indica que reconocen tanto la p53 normal como la
mutada®®.

Regidor et al (1996) en 61 casos recidivantes de can-
cer de mama observaron la presencia de autoanticuer-
pos p53 en el 14,5% de los casos; pero concluyen que
este parametro no puede utilizarse como un factor pro-
néstico, ya que el intervalo libre de enfermedad no difie-
re entre los casos positivos y los negativos®’. Mayerhofer
et al (1999) en un estudio en casos de cancer de vulva,
encuentran los autoanticuerpos en el 10 % de las enfer-
mas y no habia ninguna correlacién con el pronostico®'.

El analisis serologico tiene las siguientes ventajas:
a) simplicidad del analisis por la técnica ELISA®; b) no
se necesita tejido tumoral; ¢) la posibilidad de seguir la
suerte de los anticuerpos durante el tratamiento del en-
fermo, y d) determinarla en enfermas con metastasis
inasequibles.
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El Laboratorio CALBIOCHEM, Oncogene Research
Product, desarroll6 una técnica de ELISA para la deter-
minacién de la p53 mutada, basandose en que la p53
natural y la mutada pueden distinguirse sobre la base de
la reactividad diferencial con anticuerpos monoclona-
les'. El test ELISA es un enzimoinmunoensayo en
sandwich que emplea anticuerpos monoclonales del ra-
tén y policlonales del cobaya. Los anticuerpos monoclo-
nales son especificos para la mayoria de las proteinas
p53 mutadas. No presenta reacciones cruzadas con
otras proteinas plasmaticas o celulares. Tiene una gran
sensibilidad y permite detectar pequenas cantidades
(0,05 ng/ml) de p53 mutada®. Es una técnica que nece-
sita mas trabajos de investigacién para su homologacion
clinica; pero es muy prometedora®4. El Grupo de Investi-
gacion Oncologica hemos realizado estudios con esta
técnica en enfermas de cancer de mama en remision
clinica prolongada y en enfermas con una recidiva en
actividad clinica y los resultados son coherentes con
todo lo publicado hasta la fecha sobre p53 en el cancer
de mama®.

SIGNIFICACION CLINICA DE LA p53 MUTADA

Es posible correlacionar las alteraciones del gen
p53 con parametros diagnésticos o pronésticos y apli-
carlos para escoger un plan terapéutico. Los casos de
cancer de mama con p53 negativa, es decir, con ausen-
cia de p53 mutada tienen mejor pronostico. Y la presen-
cia de p53 positiva significa la presencia de proteina mu-
tada, la cual se sobreexpresa —acumula— en los tejidos
por tener una vida media mas larga que la natural.

El cancer de mama tiene una expresividad clinica y
un prondéstico diferente en cada pais y del mismo modo
la p53 mutada en el cancer de mama varia de un pais a
otro. Meng et al (1999) observaron que 178 enfermas
espanolas de cancer de mama con ganglios axilares ne-
gativos, 59 % presentaban una o varias mutaciones; fre-
cuencia que es muy diferente de la observada en po-
blaciones de Estados Unidos y norte de Europa®.

Cattoreti et al (1988) ya observaron una sobreexpre-
sién de la p53 en enfermas con cancer de mama de mal
pronéstico (RE negativos y grado I11)%. Thor et al (1992)
y Barnes et al (1993) concluyeron que la alteracién del
gen p53 podia ser considerada como un nuevo marca-
dor prondstico del cancer de mama, independiente, aso-
ciado con una corta supervivencia®®,

Allred et al (1993) presentaron los resultados mas
prometedores para la clinica, al analizar una serie de
700 casos de cancer de mama NO (ganglios axilares ne-

gativos) y el 52 % (362/700) de las enfermas tenian una
alteracion de la p53 (histoquimica). Estas mismas en-
fermas con mutaciones de la p53 tenian un intervalo li-
bre de enfermedad mas corto que los casos con p53
normal. Si se puede confirmar en estudios posteriores
este trabajo sentaria las bases de un uso clinico impor-
tante en unos casos de cancer de mama que son muy
interesantes clinicamente; estos casos son curables en
la mayoria de las ocasiones y puede extremarse la vigi-
lancia en los casos con p53 mutada. Aun es muy pronto
para poder decir que pueda convertirse en un marcador
que nos permita decidir dar o no quimioterapia adyu-
vante®. Allred et al (1992) habian realizado un andlisis
multivariable de 544 canceres de mama congelados de
enfermas con ganglios axilares negativos y encontraron
que la acumulacién de p53, determinada por métodos
histoquimicos, es un significativo factor pronéstico ad-
verso para el intervalo libre de enfermedad*'.

Pharoah et al (1999) en un estudio de metaanalisis
del valor pronéstico de la p53 mutada comprobaron que
en tres series de casos con p53 positiva y ganglios axi-
lares negativos el riesgo combinado es 1,7 (1,2-2,3) y en
otras tres series con ganglios axilares positivos el riesgo
combinado es 2,6 (1,7-3,9)*.

Un hallazgo interesante referente a la p53: algunos
agentes antitumorales tales como las radiaciones ioni-
zantes actlan induciendo la apoptosis en las células tu-
morales y las células con p53 mutada son totalmente re-
sistentes a las radiaciones terapéuticas, es decir, no
entran en apoptosis*.

Nishimura et al (1999) concluyen que en el cancer de
mama la apoptosis puede reflejar el comportamiento
biologico, principalmente un mayor grado de agresividad
biolégica y de prondstico desfavorable**.

El problema aun no resuelto es la posibilidad de em-
plear la p53 para predecir la respuesta a la quimiotera-
pia y creemos que es un problema que requiere mas tra-
bajos de investigacién. Colleoni et al (1999) en un
trabajo, que incluye pocos casos y su significacién es
limitada, observaron respuesta terapéutica en 12 de
14 casos con p53 positiva y en 31 de 59 casos con p53
negativa®.

RESUMEN

Es una revision critica de las bases bioldgicas de la
proteina p53 en la apoptosis, su importancia en la car-
cinogénesis experimental y humana y los procedimien-
tos técnicos de laboratorio que pueden emplearse para
su determinacion en los enfermos de cancer.
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La hiperexpresion de p53 por la presencia de una mu-
tacién origina una acumulacién excesiva en los tejidos,
relacionada con la vida media de la proteina mutada
que es aproximadamente unas 60 veces mas larga que
la proteina natural. Los clinicos hablan de positividad
de la p53 como la presencia de p53 mutada. Quizas,
uno de los aspectos mejor estudiados de esta proteina
es su comportamiento en el cancer de mama.

Actualmente puede ser considerada un factor pronés-
tico del cancer de mama y es recomendable incluirla en-
tre las determinaciones inmunohistoquimicas a realizar
en la pieza por el anatomopatélogo clinico.

Los procedimientos empleados para investigar la
p53 son: a) andlisis molecular; b) analisis inmunohisto-
quimico, y ¢) andlisis seroldgico. El Gltimo es un nuevo y
prometedor procedimiento seroldgico para detectar la
p53 mutada en sangre periférica que abre importantes
expectativas.

Es util para identificar los casos de mal pronéstico
entre el grupo favorable con NO (ganglios axilares ne-
gativos).
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