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RESUMEN

El polimorfismo del codon 72 de TP53 (Arg/Pro) ha sido re-
lacionado con la susceptibilidad al cdncer y presenta una alta
diversidad en la distribucion de las frecuencias alélicas entre
grupos étnicos. Se determiné por medio de PCR-RFLP la fre-
cuencia del polimorfismo del codon 72 de TP53 en Venezuela,
considerando una muestra de la poblacion étnicamente mixta de
la region centroccidental del pais y de etnias amerindias (Pe-
mon y Warao) que habitan en Venezuela. Se destaca el predomi-
nio del alelo Arg de este polimorfismo en la poblacion venezo-

lana tanto de origen mixto (69,3%) como de nativos americanos
(Warao: 81%; Pemon: 86,2%). Se observaron diferencias esta-
disticamente significativas (p<0,001) con las reportadas para
poblaciones africanas y asidticas. Los resultados resaltan la im-
portancia de las diferencias inter-poblacionales de marcadores
polimorficos, asi como la influencia potencial de las variaciones
étnicas producto de fenomenos como las migraciones de grupos
humanos y del proceso de mestizaje, especialmente en el conti-
nente americano.
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SUMMARY

The TP53 codon 72 polymorphism (Arg/Pro) has been associ-
ated with susceptibility to cancer, and its distribution of allelic
frequencies presents a high diversity between ethnic groups.
This study determined the frequency of TP53 codon 72 polymor-
phism by PCR-RFLP in Venezuela, in a sample of the ethnically
admixed population from the central-western region and in Am-
erindian ethnics groups (Pemon and Warao) living in Venezuela.
A predominance of the Arg allele of TP53 codon 72 polymor-

phism in both Venezuelan admixed (69.3%) and amerindian
populations (Warao: 81%; Pemon: 86.2%) was found. Statisti-
cally significant differences (p<0.001) with those reported for
African and Asian populations were observed. The results high-
light the importance of inter-population differences of polymor-
phic markers, and the potential influence of ethnic variations
caused by phenomena such as the migration of human groups
and the admixture process, especially in the Americas.

Introduccion

Existe un interés creciente
en la distribucién mundial
de polimorfismos mononu-
cleotidicos (SNP, del inglés
single nucleotide polymor-
phism) presentes en el geno-
ma humano y su potencial
aplicacién en el estudio de la
diversidad genética y asocia-
cién con enfermedades. Uno
de los desafios que enfrenta
la aplicacién de los SNP, por
ejemplo, en estudios de casos

y controles, es la diferencia
intra e inter-poblacional de
las frecuencias alélicas en
individuos sanos. Los datos
sobre frecuencias alélicas y
de la distribucién de SNP en
varias poblaciones en el mun-
do son todavia deficientes,
con la excepcion de aquellos
originados sobre estudios de
asociaciones y de ligamientos
genéticos con enfermedades.

El gen TP53, localizado
en el cromosoma 17, es un
importante gen supresor de

tumores que muy frecuente-
mente se encuentra mutado
en cancer en humanos (Le-
vine et al., 2006). El gen
alberga varios SNP (www.
ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.
cgi?locusld=7157), siendo el
del codén 72 en el exén 4 el
mds comun. La protefna mul-
tifuncional p53 juega pape-
les muy relevantes en la res-
puesta celular al dafio en el
ADN, envejecimiento celular
y apoptosis, para mantener la
estabilidad gendmica de una

célula. El polimorfismo del
codén 72 de TP53 da origen
a dos variantes de la protei-
na, atribuidas al reemplazo
del aminodcido codificado en
dicha posicién que se ubica
en un dominio rico en pro-
lina importante en la fun-
cién pro-apoptética de p53.
El cambio en dicho codén
de arginina (CGC o Arg) por
prolina (CCC o Pro) origina
diferencias en las propiedades
bioquimicas y bioldgicas de
p53.
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DISTRIBUICAO DO POLIMORFISMO DO CODON 72 DE TP53 NA VENEZUELA: IMPLICACOES ETNICAS E

GEOGRAFICAS

Miguel A. Chiurillo, Yeinmy Mordn, Miryan Cafias e Gabriela Valero

RESUMO

O polimorfismo do cddon 72 de TP53 (Arg/Pro) tem sido re-
lacionado com a susceptibilidade ao cdncer e apresenta uma
alta diversidade na distribuicdo das frequéncias alélicas entre
grupos étnicos. Determinou-se por meio de PCR-RFLP a fre-
quéncia do polimorfismo do codon 72 de TP53 na Venezuela,
considerando uma amostra da popula¢do étnicamente mixta da
regido centroccidental do pais e de etnias amerindias (Pemon e
Warao) que habitam na Venezuela. Destaca-se o predominio do
alelo Arg deste polimorfismo na populagdo venezuelana tanto

de origem mixta (69,3%) como de nativos americanos (Warao:
81%; Pemon: 86,2%). Observaram-se diferencas estatisticamen-
te significativas (p<0,001) com as apresentadas para popula-
¢oes africanas e asidticas. Os resultados ressaltam a importin-
cia das diferengas inter-populacionais de marcadores polimor-
ficos, assim como a influéncia potencial das variacdes étnicas
produto de fendmenos como as migragdes de grupos humanos
e do processo de mesticagem, especialmente no continente ame-

ricano.

Muchos estudios de casos
y controles en varios tipos
de cédncer han propuesto
asociaciones entre la sus-
ceptibilidad al cancer o pro-
gresion de tumores y alguna
de las variantes alélicas del
codén 72 de TP53 (Irarra-
zabal et al., 2003; Zhang et
al., 2003; Pérez et al., 2006;
Aral et al., 2007; Sousa et
al., 2007). Recientemente se
ha estudiado la asociacién
entre el polimorfismo del
codén 72 de TP53 y céncer
gdstrico en una poblacidén
de la regién centroccidental
de Venezuela, donde esta
enfermedad representa la
primera causa de muerte
por cancer (Cafias et al.,
2009). Sin embargo, aun no
se ha reportado la distribu-
cion de este polimorfismo
en la poblacién sana, asi
como tampoco en grupos de
amerindios que habitan en
Venezuela.

Las frecuencias alélicas
del polimorfismo del codén
72 de TP53 presenta varia-
ciones importantes entre gru-
pos humanos (Beckman et
al., 1994; Sjilander et al.,
1995, 1996; Ojeda et al.,
2003). Por ello, la carencia
de informacién acerca de
la distribucién de este poli-
morfismo en una poblacién
limita la bisqueda de una
posible implicacién del mis-
mo con diferentes procesos
patolégicos. Adicionalmente,
la evaluacién de las frecuen-
cias poblacionales de mu-
chos SNPs es relevante para
estudios antropoldgicos y de

genética poblacional. En este
trabajo se determinaron las
frecuencias alélicas de este
polimorfismo en la pobla-
cién étnicamente mixta del
centroccidente del pais y en
dos poblaciones amerindias
de Venezuela.

Materiales y Métodos
Muestra

El estudio incluy6 197 in-
dividuos voluntarios aparen-
temente sanos provenientes
de alguno de los estados de
la regién centroccidental de
Venezuela: Lara, Portuguesa
o Yaracuy. Adicionalmente,
se incluyeron 40 individuos
de la etnia Pemé6n que habi-
tan en el Sur-Este del estado
Bolivar en Venezuela, y 29
individuos de la etnia Warao
que habitan en el estado Del-
ta Amacuro, ubicado en el
Nor-Este del pais (delta del
rio Orinoco).

Este estudio fue aprobado
por la comisién de Bioética
del Departamento de Cien-
cias Funcionales del Deca-
nato de Ciencias de la Salud
(Universidad Centroccidental
Lisandro Alvarado). Se ob-
tuvo el consentimiento in-
formado por escrito de todos
los individuos incluidos en
la muestra.

Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN ge-
némico se realizé a partir de
300u] de sangre periférica,
mediante el Wizard Genomic
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DNA Purification Kit (Pro-
mega) seguin las instruccio-
nes del fabricante.

Andlisis del polimorfismo
del codon 72 de TP53

El polimorfismo del codén
72 de TP53 fue determinado
por PCR-RFLP empleando
los iniciadores reportados
por Pierce et al. (2000), los
cuales permiten la ampli-
ficacién de un fragmento
de 396pb. Se emplearon las
condiciones de amplificacién
segtiin Caifias et al. (2009).
Los productos de PCR obte-
nidos fueron digeridos con la
enzima de restricciéon BstUI,
que determina los alelos del
codén 72 de TP53, segln se
obtenga una banda de 396pb
(Pro), o dos bandas de 165
y 231pb (Arg) luego de la
incubacién con la enzima.
Los genotipos fueron asig-
nados como Arg/Arg al ob-
tener dos bandas, Pro/Pro
cuando se obtuvo tnicamente
la banda sin digerir y Arg/
Pro, cuando se obtuvieron
las tres bandas. Las reaccio-
nes se llevaron a cabo con
10U de BstUI (New England
Biolabs) en un volumen de
15ul incubando durante 6h a
60°C. La separacidén electro-
forética de los productos de
PCR fue realizada en geles
de agarosa de 1,2%, y de
2% para resolver los frag-
mentos originados con la di-
gestion con BstUI Los geles
fueron tefiidos con bromuro
de etidio y observados con
luz UV en un sistema Gel

Logic 200 Imaging System
(Kodak).

Andlisis estadistico de los
datos

Se empled el programa Ar-
lequin ver. 2.000 para deter-
minar si los polimorfismos
detectados se presentan bajo
equilibrio de Hardy-Weinberg
en la poblaciéon. Se utiliz6 la
prueba de Chi cuadrado (%),
empleando el paquete estadis-
tico SSPS 11.0 para comparar
las frecuencias genotipicas y
alélicas obtenidas en este tra-
bajo con las reportadas para
otras poblaciones. Las dife-
rencias fueron consideradas
estadisticamente significativas
para valores de p<0,05.

Resultados

La distribucién de las fre-
cuencias genotipicas y alé-
licas del polimorfismo del
codén 72 de TP53 en los
individuos procedentes de
la region centroccidental de
Venezuela fue: 49,2% Arg/
Arg, 40,1% heterocigotos Arg/
Pro y 10,7% Pro/Pro (Tabla
I). Mientras que las frecuen-
cias alélicas fueron 69,3%
y 30,7% para Arg y Pro,
respectivamente. La relacion
hombre/mujer fue de 47/53.
El polimorfismo de TP53 se
encontré en equilibrio de
Hardy-Weinberg. La distri-
bucién de las frecuencias ge-
notipicas y alélicas obtenidas
para esta poblacién fue toma-
da como referencia para ser
comparada con las reportadas
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COMPARACION DE LA DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA GENOTIPICA Y ALELICA

TABLA 1

DEL POLIMORFISMO DEL CODON 72 DE TP53 EN VARIAS POBLACIONES

geograficamente en la Fi-
gura 1, donde también se
resalta su localizacién re-

lativa a otras poblaciones
a nivel mundial (en cuanto

Pais o etnia N Genotipo (%) Alelo (%) Referencia
ArglArg Arg/lPro Pro/Pro p* Arg Pro p°

Venezuela 197 49,2 40,1 10,7 Ref 69,3 30,7 Ref Este trabajo
Venezuela (Pemén) 40 75,0 22,5 2,5 #* 86,2 13,8 ** Este trabajo
Venezuela (Warao) 29 724 17,3 10,3 * 81,0 19,0 NS Este trabajo
Brasil 100 48 42 10 NS 69 31 NS Pinto ef al., 2008
Argentina 109 40,3 48,6 11,1 NS 64,7 353 NS Pérez et al., 2006
Colombia 186 44,1 4577 10,2 NS 67 33 NS Pinto et al., 2007
Perid 127 52 354 12,6 NS 69,7 30,3 NS Klug et al, 2001
Chile 133 41 44 15 NS 63,2 36,8 NS Irarrdazabal et al., 2003
Inglaterra 277 45,1 41,6 8,3 NS 684 31,6 NS Zhang et al., 2003
Italia 174 60,9 35,1 4 ** 784 21,6 NS Bergamaschi et al., 2004
Austria 133 624 29,3 8.3 NS 771 229 NS Tong et al., 2000
Finlandia 171 56,7 38 5,3 NS 75,7 24,3 NS Beckman ef al., 1994
Noruega 225 54 40 6 NS 742 258 NS Helland ef al., 1998
Republica Checa 172 53,5 35,5 11 NS 71,2 28,8 NS Tachezy et al., 1999
Espaia 90 46,3 43,5 10,2 NS 68 32 NS Beckman et al., 1994
Turquia 115 46,1 45,2 8,7 NS 68,7 31,3 NS Aral et al., 2007
Tunes 83 39 54 7 NS 65,7 34,3 NS Hadhri-Guiga et al., 2007
Irdn 465 348 46,7 18,5 #0582 41,8  *#* Pezeshki et al., 2006
China 670 364 47,9 15,7 *# 604 39,6 ** Zhu et al., 2007
Japén 110 36 46 18 * 59,5 40,5 ** Minaguchi et al., 1998
Tailandia 100 22 53 25 #Hk 485 51,5 *** Settheetham-Ishida et al., 2005
India 112 26,8 50,9 22,3 Hdk 5D 48 **% Acharya et al., 2002
Nigeria 122 12,3 49,2 38,5 #kk 36,9 63,1 *** Beckman et al., 1994
Sur-Africa 340 9 44 47 w3 69 *** Pegoraro et al., 2002
Uganda 115 5,2 47,8 47 #kk 291 70,9 *** Tornesello et al., 2005
Sudén 253 21,7 53,8 24,5 Rk 48,6 51,4 *** Bereir ef al., 2003
Nueva Guinea 134 15,7 35,8 48,5 Rk 336 66,4 *** Kashima et al., 2007
Austroasidtico 599 184 40,2 41,4 ##k 385 61,5 *** Kashima et al., 2007

a continente y latitud) que
mostraron diferencias sig-
nificativas (p<0,001) con
las frecuencias venezolanas.

En todas las poblaciones
de amerindios consideradas
en este trabajo hay un pre-
dominio del alelo Arg, con
frecuencias que abarcan
valores entre 63,4 y 93,2%
(Tabla II). La evaluacidon
inter-poblacional de la fre-
cuencia alélica del poli-
morfismo del codén 72 de
TP53 entre los amerindios
resulté ser significativa con
un x> de 41607 (p<0,001;
gl=9). Cuando se incluy6
en el analisis las frecuen-
cias de paises europeos
como Austria (Tong et al.,
2000) e Inglaterra (Zhang
et al., 2003) el valor de
x> fue de 40.801 y 54792
(gl= 10), respectivamente,
los cuales son cercanos al
obtenido cuando se consi-
der6 la frecuencia alélica

* Los valores p fueron obtenidos contrastando las frecuencias genotipicas y alélicas de las diferentes poblaciones con la

obtenida en este trabajo para la poblacién mixta venezolana.
*: p<0,05; **: p<0,025; ***: p<0,001. NS: no significativo. Ref: referente.

para individuos sanos de di-
ferentes poblaciones a nivel
mundial empleando la prueba
de % (Tabla I). Se encontra-
ron diferencias significativas
(p<0,001) con individuos de
paises africanos, del sur y
sureste asidtico y de Oceania,
donde se destaca como la
distribucion del alelo Pro, asi
como la del genotipo Pro/Pro
es mucho mds frecuente.

En las muestras de indivi-
duos de las etnias Pemén y
Warao la relacién hombre/
mujer fue de 65/35 y 72/28,
respectivamente. Como se ob-
serva en el Tabla I, se encon-
traron diferencias significati-
vas en la distribucién de las
frecuencias genotipicas del
polimorfismo del codén 72
de TP53 al comparar las ob-
tenidas en la poblacién mixta
venezolana con las encontra-
das en las poblaciones Pemén
y Warao (p<0,02 y p<0,05,
respectivamente), siendo rele-
vante la alta prevalencia del
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genotipo homocigoto Arg/Arg
en individuos de estas etnias
de Venezuela (Pemén: 75%;
Warao: 72,4%). También se
destaca las di-
ferencias en la
frecuencia del
alelo Arg entre
las poblaciones
venezolanas, la
cual alcanza a

diferencias significativas (Ta-
bla II). Las frecuencias alé-
licas de cada una de estas
poblaciones fueron ubicadas

de la poblacién étnicamente
mixta de Venezuela (y°=
50599; gl= 10). En con-
traste, el valor de ¥ se in-
crementd a 178619 y 223157
(p<0,001; gl= 10) al incluir
las frecuencias alélicas de
los paises africanos Nigeria

TABLA II

COMPARACION DE LA DISTRIBUCION
DE LA FRECUENCIA ALELICA DEL
POLIMORFISMO DEL CODON 72 DE TP53
EN VARIAS POBLACIONES AMERINDIAS

ser significati- Poblac@(’)n N Pais Alelo (%) Referencia
va (p<0,025) ©°na Arg* Pro
al con.trasta.r la Warao 29 Venezuela 81,0 19,0 Este trabajo
poblacién mixta Pem6n 40 Venezuela 86,2 13,8 Este trabajo
con la de la et-  Gavido 26  Brasil 80,8 19,2 Gaspar et al., 2001
nia Pemén (69,3 Surui 20 Brasil 75 25  Gaspar et al., 2001
vs 86,2%). Zor6 22 Brasil 93,2 6,8 Gaspar et al., 2001
Al contrastar  Wai-Wai 21 Brasil 88,1 11,9 Gaspar et al., 2001
las frecuencias Xavante 25 Brasil 72 28 Gaspar et al., 2001
alélicas de las Guarani 51 Brasil 91,2 8,8 Gaspar et al., 2002
poblaciones Pe- Aché 67 Paraguay 63,4 36,6 Gaspar et al., 2002
mén y Warao Aymara 25 Chile 76,0 24,0 Ojeda et al., 2003

con las reporta-
das para otras
etnias amerin-
dias residentes
en Sur América
no se aprecian

* a) Diferencia inter-poblacional conjunta de la frecuencia alélica: 2
= 41607 (gl= 9; p<0,001). b) Diferencia inter-poblacional conjunta de
la frecuencia alélica: amerindios + Austria (Tong et al., 2000), x*>=
40801; amerindios + Inglaterra (Zhang er al., 2003), ’= 54792; ame-
rindios + Venezuela (este trabajo), x*= 50599; amerindios + Nigeria
(Beckman et al., 1994), x*= 178.619; amerindios + Uganda (Tornesello
et al., 2005), y’= 223157. Todos con p<0,001 y gl= 10.

(Beckman er al.,
1994) y Uganda
(Tornesello et al.,
2005), respectiva-
mente.

Discusion

Los resultados
de este estudio
muestran que la
poblacién vene-
zolana presenta
una distribucion
del polimorfismo
del codén 72 de
TP53 similar a las
reportadas para
la mayoria de las
poblaciones euro-
peas y americanas.
Se confirma que
la distribucién del
polimorfismo varia
segun las regiones
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geogréficas y el ori-
gen étnico, obser-
vandose que las po-
blaciones generales
de paises de Europa
y América exhiben
altas frecuencias del
alelo Arg compara-
do con las del alelo
Pro, mientras que
en poblaciones afri-
canas y asidticas se
encuentra una baja
prevalencia del ale-
lo Arg (Beckman et
al., 1994; Sjilander
et al., 1995; Ojeda
et al., 2003).

En un reporte
reciente se muestra
que la condicién de
portador del alelo
Arg podria estar
asociada con el de-
sarrollo de cédncer
géstrico en la re-
gién centroccidental
de Venezuela (Ca-
fias et al., 2009).
Este hecho contras-

del alelo Pro aso-

de cédncer en po-
blaciones asidticas
(Zhou et al., 2007).
Controversias simi-
lares han sido observadas en
otros tipos de cancer, como
el de cuello uterino y el de
pulmén (Wang et al., 1999;
Sousa et al., 2007). La hete-
rogeneidad en la asociacién
del polimorfismo del codén
72 de TP53 con el riesgo y
progresién del cdncer puede,
al menos en parte, ser de-
bido a diferencias étnicas y
geograficas. En ese sentido,
Ojeda et al. (2003) sugieren
que la falta de asociacién de
este polimorfismo con cancer
de cuello uterino observada
en algunos estudios puede
ser consecuencia de la alta
prevalencia del alelo Arg en
las poblaciones usadas como
testigo, y no necesariamen-
te debido a la ausencia de
asociacién. Por otra parte,
aunque el polimorfismo del
codén 72 de TP53 ha sido
asociado con un incremen-
to en la susceptibilidad a la
conversién maligna de va-
rias neoplasias (Wang et al.,

rrelacién con la lati-
tud. Por ejemplo, las
poblaciones de Zord,
Gavido y Surui, que
habitan lugares muy
proximos entre si (ver
Figura 1) y pertene-
cen al mismo grupo
lingiifstico, presen-
tan frecuencias para
Pro entre 7% y 25%
(Gaspar et al., 2002).
Por otra parte, las
frecuencias alélicas
encontradas en el
presente estudio y en
otros reportes para
poblaciones amerin-
dias contrastan de
manera significativa

(p<0,001) con pobla-
ciones autdctonas de
Africa, Asia y Oce-
ania en las cuales
predomina el alelo
Pro aunque habitan
en latitudes similares.

Figura 1. Localizacion geogrdfica y distribucion alélica
del polimorfismo del codén 72 de TP53 en las poblaciones
ta con el hallazgo pemgn y Warao de Venezuela y su comparacion con otras
etnias amerindias. Las tortas reflejan la proporcion en que se
ciado a esta forma presentan los alelos Arg/Pro en las diferentes poblaciones. En
el mapa mundial se indican adicionalmente otras poblaciones
que presentan frecuencias alélicas con diferencias significativas
(p<0,001) con la poblacién mixta venezolana.

1999; Zhang et al., 2003;
Aral et al., 2007; Zhu et al.,
2007), resulta improbable que
estas asociaciones jueguen un
papel en el mantenimiento de
este polimorfismo, ya que el
inicio de la mayoria de las
neoplasias malignas ocurre al
final de la edad reproductiva
(Ojeda et al., 2003).
Beckman et al. (1994) y
Sjdlander et al. (1996) encon-
traron una correlacion entre
la variabilidad del codén 72
de TP53 y la latitud, en la
cual el alelo codificante para
prolina se hace mds preva-
lente a medida que se estd
mds préoximo al ecuador, su-
giriendo que la distribucién
mundial de este polimorfis-
mo refleja una adaptacién a
la exposicion a la radiacidn
UV. Sin embargo, poblaciones
amerindias localizadas entre
los 8°N (Warao) y los 24°S
(Aché) presentan frecuencias
para el alelo Pro entre 6,8%
y 36,6%, sin que exista co-
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Las poblaciones
mixtas del Nuevo
Mundo son unicas
al representar la re-
pentina confluencia
de genomas geogra-
ficamente divergen-
tes con nuevos retos
medioambientales
producto de la mi-
gracién intercontinental. Este
tipo de presion selectiva pue-
de ser muy diferente a la que
puedan enfrentar poblaciones
estacionarias, en las cuales
los cambios ambientales lo-
cales pueden ocurrir gradual-
mente, permitiendo el incre-
mento de la frecuencia de
alelos poco comunes (Tang
et al., 2007). Por lo tanto,
nuestra diversidad genética
puede ser mds el producto
del patrén de mezcla de ge-
nomas que del efecto de la
seleccidon natural ante el me-
dio ambiente.

Ojeda et al. (2003) su-
gieren que la distribucién
mundial del polimorfismo
del codén 72 de TP53 en po-
blaciones autdctonas refleja
las antiguas rutas migratorias
humanas, especificamente
aquellas que dispersaron al
Homo sapiens moderno desde
Africa hace 100000-150000
afios. Considerando que el
poblamiento de América data

de unos 20000-30000 afios
(Fagundes et al., 2008) y que
la hipétesis mds aceptada es
que se diera por grupos hu-
manos provenientes de Asia
y Europa, es posible que el
efecto de seleccion natural
no haya favorecido el incre-
mento de las frecuencias del
alelo Pro en poblaciones ubi-
cadas en dreas geograficas
con alta irradiacién solar en
el continente americano. Sin
embargo, no es descartable
el efecto que ha podido tener
la exposicién a condiciones
ambientales o ecoldgicas pro-
ducto del contacto con otros
grupos humanos.
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