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Resumen. El polimorfismo del codén 72 del gen TP53 ha sido asociado
con un riesgo elevado para el desarrollo de cancer. Este polimorfismo origina
dos variantes de la proteina, una con un residuo de Arginina (CGC), y otra
con Prolina (CCC). El objetivo del estudio fue analizar la asociacién de este
polimorfismo con el riesgo de desarrollar cancer gastrico en individuos proce-
dentes de la region centroccidental de Venezuela, considerada de alto riesgo
para esta neoplasia maligna. El ADN fue extraido de biopsias de adenocarcino-
ma gastrico incluidas en parafina (n = 65) y biopsias endoscépicas de pacien-
tes con gastritis créonica (n = 87). El polimorfismo del codén 72 de TP53 fue
determinado por PCR-RFLP. Se observé un incremento significativo de la fre-
cuencia del alelo Arg en los pacientes con cancer gastrico (P = 0,037), origi-
nando un riesgo 4,6 veces mayor (95% IC 1,0-21,3) de desarrollar esta enfer-
medad. Se evidenci6 un incremento del genotipo Arg/Arg en adenocarcinoma
gastrico poco diferenciado (OR: 3,1; 95% IC 1,0-9,2), y del genotipo Arg/Pro
en adenocarcinoma de moderado/buen grado de diferenciacion (OR: 3,5; 95%
IC 1,1-11,0) al comparar con el grupo de cancer gastrico, y este tltimo tam-
bién al contrastar con los individuos con gastritis cronica (OR: 2,4; 95% IC
1,1-5,2). Los resultados de este estudio sugicren que la condicion de portador
del alelo Arg podria estar asociado con el desarrollo de cancer gastrico en esta
region de Venezuela.
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TP53 codon 72 polymorphism and gastric cancer risk:
a case-control study in individuals from the central-western

region of Venezuela.
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Abstract. Codon 72 polymorphism of the tumor suppressor gene TP53
has been associated with a higher risk in the development of several types of
cancer. The polymorphism results in a variant protein with either an arginine
(CGC) or a proline residue (CCC). The aim of this study was to analyze the
association of the TP53 codon 72 polymorphism with the risk of developing
gastric cancer in a high-risk population from the central-western region of
Venezuela. DNA was extracted from paraffin-embedded gastric adeno-
carcinoma biopsies (n = 65) and endoscopic biopsies from chronic gastritis
patients (n = 87). TP53 codon 72 polymorphism was determined by PCR-
RFLP from all samples. Patients with gastric cancer had a significantly higher
frequency (P = 0.037) of the Arg allele than those with chronic gastritis. A lo-
gistic regression analysis suggested that Arg carrier individuals had a 4.6-fold
higher risk (95% CI 1.0-21.3) of developing gastric cancer. An increment of
the Arg/Arg genotype was observed in poor-differentiated gastric adeno-
carcinoma (OR: 3.1; 95% CI 1.0-9.2), and of the Arg/Pro genotype in well/
moderate-differentiated adenocarcinoma samples (OR: 3.5; 95% CI 1.1-11.0),
when comparing within the gastric cancer samples; and the last group also
when contrasting it with chronic gastritis patients (OR: 2.4; 95% CI 1.1-5.2).
The results of this study suggest that the carriage of the Arg allele could be as-
sociated with the development of gastric cancer in this Venezuelan population.

Recibido: 06-06-2008. Aceptado: 11-09-2008.

INTRODUCCION

El cancer gastrico ocupa el segundo lu-
gar a nivel mundial como causa de muerte
por céancer, solamente superado por el can-
cer de pulmo6n (1). Aunque la incidencia ge-
neral ha estado decreciendo en las dltimas
décadas, la apariciéon de adenocarcinoma de
la region proximal del estomago y distal del
esofago ha presentado un incremento, parti-
cularmente en el mundo occidental (2). La
infeccion cronica por Helicobacter pylori y
factores dietarios, tales como los altos nive-
les de sal o nitratos, y deficiencias nutricio-
nales, han sido asociados con cancer gastri-

co (3). La carcinogénesis gastrica es un pro-
ceso complejo, multifactorial y de maltiples
pasos. Se cree que la mayoria de las neopla-
sias malignas del estémago son causadas por
factores ambientales que originan un daio
en la mucosa ¢ inhiben su capacidad de au-
toreparacion. Esta respuesta es regulada, en
parte, por factores estimuladores e inhibito-
rios que son producto de proto-oncogenes y
genes supresores de tumor (4). Polimorfis-
mos de lineas germinales de genes involu-
crados en multiples pasos de la carcinogéne-
sis pueden también explicar las diferencias
individuales en la susceptibilidad al cdncer
de estomago.
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El gen supresor de tumores TP53, lo-
calizado en el cromosoma 17p13, es uno de
los mas cominmente mutados en todos los
tipos de cancer (5). El gen estd constituido
por 11 exones y codifica para una fosfopro-
teina de 53 kDa que acttia como un factor
de transcripcion de genes que promueven
la detencién del ciclo celular en la fase de
transicion de G1 a S, y desempena un papel
determinante en el proceso de apoptosis,
por lo que mutaciones que originen la pér-
dida de su funcién pueden inducir la forma-
cién de tumores (6).

Han sido descritos polimorfismos del
exon 4 de TP53 en los codones 36, 47 y 72
(7, 8). De éstos, el polimorfismo del codon
72 es el mas comun, dando origen a dos va-
riantes de la proteina p53, atribuidas al
reemplazo del aminoacido codificado en di-
cha posicion, de arginina (CGC) por prolina
(CCQ). Recientemente, este polimorfismo
ha sido asociado con cancer gastrico
(8-12), asi como con otras neoplasias ma-
lignas, como el cancer de pulmén (13-15),
esofago (16), colon-recto (17), mama (18),
vejiga (19) y cuello uterino (20).

Se han reportado diferencias entre las
variantes de p53 y su habilidad de unir com-
ponentes de la maquinaria transcripcional,
activar la transcripcion, inducir apoptosis, y
reprimir la transformacion celular (21). En
algunos estudios, los pacientes con el geno-
tipo Pro/Pro, especialmente en fumadores,
resultaron con mas riesgo de desarrollar
cancer de pulmén (13, 22). En contraste,
los no fumadores con cancer de pulmén
presentan un incremento del genotipo Arg
homocigoto (23). Aun cuando se han repor-
tado hallazgos controversiales en la rela-
cion entre este polimorfismo y cancer de
cuello uterino (24, 25), estudios in vitro su-
gicren que la variante Arg de p53 fue signi-
ficativamente mas susceptible a la degrada-
cién mediada por la oncoproteina E6 deri-
vada del virus de papiloma humano que la
forma Pro (24). Por lo tanto, las variantes

de p53 pueden servir como factores de ries-
go para las principales neoplasias humanas
y pueden jugar un papel en la modulacion
de los agentes de riesgo ambientales.

En Venezuela, para el aino 2005, el
cancer de estomago representd la segunda
causa de decesos por neoplasias malignas,
luego del cancer de pulmén, mientras que
en el estado Lara, asi como en otras entida-
des de la region centroccidental de Vene-
zuela (Portuguesa y Yaracuy), el cancer gas-
trico constituy6 la primera causa de muerte
por neoplasia (26). Varios factores pudiesen
explicar las altas tasas de cadncer gastrico
en Venezuela, entre ellos, la infeccion por
H. pylori, asi como el tipo de cepa y la res-
puesta del hospedero ante la infeccién por
dicha bacteria, habitos dietarios y la sus-
ceptibilidad genética. Con el fin de contri-
buir a la comprension de la génesis del can-
cer gastrico en Venezuela, en este trabajo
se analizé la asociacion del polimorfismo
del codén 72 del gen TP53 con el riesgo de
cancer gastrico.

MATERIALES Y METODOS

Muestra

El estudio incluy6 dos grupos de mues-
tras, obtenidas de pacientes provenientes
de alguno de los estados de la region cen-
troccidental del pais: Lara, Portuguesa o
Yaracuy. 1) Grupo testigo: biopsias de 87
individuos sin evidencias de cancer gastrico
y con diagnédstico histopatolégico de gastri-
tis crénica, obtenidas por endoscopia supe-
rior en el Servicio de Gastroenterologia del
Hospital Antonio Maria Pineda (HAMP) de
Barquisimeto. De cada paciente se obtuvie-
ron dos muestras del antro y dos del cuerpo
gastrico, las cuales fueron preservadas has-
ta la extraccion del ADN en tampén PBS es-
téril. Se tomd6 una muestra de cada region
para el estudio histopatolégico y las restan-
tes se destinaron a la extraccion de ADN.
2) Cancer gastrico: 65 biopsias incluidas en
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parafina con diagnostico de adenocarcino-
ma gastrico seleccionadas del archivo del
Servicio de Anatomia Patolégica del HAMP
(anos 2005-2008).

El diagnéstico histopatoldgico de to-
das las biopsias consideradas en este estu-
dio fue confirmado en el Servicio de Anato-
mia Patolégica del HAMP. En 59 de las
biopsias de cancer gastrico se determind el
tipo histolégico y se clasificaron segin el
grado de diferenciacion del adenocarcino-
ma gastrico. Las mismas fueron agrupadas
en adenocarcinoma bien/moderadamente
diferenciado (n = 36) y poco diferenciado
(n = 23). De ellas, 48 (81%) tueron clasifi-
cadas como adenocarcinoma gastrico de
tipo intestinal y 11 (19%) como de tipo
difuso.

Este estudio fue aprobado por la comi-
sién de Bioética del Departamento de Cien-
cias Funcionales del Decanato de Medicina
de la Universidad Centro-Occidental Lisan-
dro Alvarado (UCLA). Se obtuvo el consen-
timiento informado por escrito de todos los
individuos incluidos en la muestra.

Extraccion de ADN

Biopsias por endoscopia: se extrajo
ADN mediante el Wisard Genomic DNA Pu-
rification Kit (Promega), segtin las instruc-
ciones del fabricante.

Biopsias incluidas en parafina: Previa
desparafinacién de las muestras con Xilol,
se extrajo ADN genémico a partir de 3-6
cortes (3 wm) por micrétomo, empleando

el DNeasy Tissue Kit (QIAGEN), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. La con-
centracion del ADN fue estimada por espec-
trofotometria a 260/280 nm empleando un
equipo GeneQuant pro (Amersham-Pharma-
cia).

Anailisis de polimorfismos del codén 72
de TP53

Los polimorfismos fueron determina-
dos por PCR-RFLP utilizando los iniciadores
especificados en la Tabla T (14, 27). Las
reacciones de PCR se realizaron en un volu-
men final de 30 ul. que contenia 1,8 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1 uM de cada pri-
mer, 1X tampén de PCR y 1,5 U de Taqg
ADN polimerasa (Invitrogen). Las condicio-
nes de amplificacién por PCR fueron: un ci-
clo de 3°(4’) a 94°C; 35 (40) ciclos de 45”
(1)) a 94°C, 457 (1'30”) a 57°C y 457
(1°30”) a 72°C; un ciclo de 7’ a 72°C. Para
el andlisis de las biopsias incluidas en para-
fina fue necesario emplear en algunos casos
los oligonucledtidos P53ex72F/R, e incre-
mentar los tiempos de cada etapa y del ni-
mero de ciclos de la reaccion de PCR (indi-
cados entre paréntesis) para asegurar una
amplificacién mas eficiente al disminuir el
tamarfio del producto. Previamente se verifi-
¢6 la calidad del ADN obtenido de estas
muestras mediante la amplificacién de una
region del gen de B-globina humana de 268
pb (28), empleando iguales condiciones de
PCR utilizadas en el analisis de los polimor-
fismos de TP53.

TABLA I
INICIADORES EMPLEADOS PARA LA DETECCION DEL POLIMORFISMO DEL CODON 72 DE TP53

Iniciador Secuencia Tamario del producto de PCR
y definicion del alelo

P53_72F 5-CTGATAAGGACAAGGGTTGG-3’ 396 pb (26)

P53 72R 5"-ACTGACCGTGCAAGTCACAG-3' (*(’(égére‘é))'r 3)6 ° ji t pb;

P53cx72F 5 ATCTACAGTCOCCCTTGCCG-3’ 296 pb (13)

P53cx72R 5-GCAACTGACCGTGCAAGTCA-3’ GGC (Arg): 169 y 127 pb;

CCC (Pro): 296 pb
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Los productos de PCR obtenidos con
los oligonucle6tidos P53 72 y P53ex72 fue-
ron digeridos con la enzima de restriccion
BstUI que determina el genotipo del codén
72 de TP53 (Tabla I). Las reacciones se lle-
varon a cabo con 10 U de BstUl (New
England Biolabs) incubando por 6 horas a
60°C. La separaciéon electroforética de los
productos de PCR fue realizada en geles de
agarosa de 1,2%, y de 2% para resolver los
fragmentos originados con la digestion con
BstUI (Fig. 1). Los geles fueron teiiidos con
bromuro de etidio y visualizados en luz UV.

Anilisis estadistico

Para determinar si los polimorfismos
detectados en el grupo testigo se presentan
en la poblacion bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg, se empled el programa Arlequin
ver. 2.000 (29). Se utilizé la prueba de
Chi-cuadrado para comparar las frecuencias
genotipicas entre los grupos estudiados. Se
calcularon los valores de Odds Ratio (OR)
con el fin de determinar el riesgo de cancer
gastrico. Para estos dos analisis se utilizo el
paquete estadistico SSPS 11.0. En todas las
pruebas calculadas, las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas
para valores de P < 0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas de la muestra

La edad promedio entre los individuos
del grupo testigo fue 58,3 anos (18-88
anos), y 60,4 anos (19-95 anos) para los in-
dividuos con cancer gastrico. La relacion
hombre/mujer fue 56/44 y 59/41 para los
testigos y los individuos con cancer gastri-
co, respectivamente. Debido al alto porcen-
taje de adenocarcinoma gastrico de tipo in-
testinal (81%), no se considerd el tipo his-
tologico de las muestras de cancer gastrico
en los andlisis estadisticos llevados a cabo.
El polimorfismo de TP53 se encontré en
equilibrio de Hardy-Weinberg.

1 2 3
pb
396 — ——
231 — CN——
165 I - L

Fig. 1. Polimorfismos de longitud de fragmen-
tos de restriccion de los productos de
PCR obtenidos con los iniciadores
P53 _72F/R al ser incubados con BstUL
Electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio. Carril 1,
genotipo Pro/Pro; carril 2, genotipo
Arg/Pro; carril 3, genotipo Arg/Arg. Se
indican los pesos moleculares de los
fragmentos generados en pares de bases

(pb).

Distribucion de los tres genotipos del gen
TP53

La distribucién de las frecuencias de
los genotipos del codon 72 de TP53 en los
grupos estudiados en este trabajo se pre-
senta en la Tabla II.

No se encontré asociacion entre el po-
limorfismo del codén 72 de TP53 y el géne-
ro y/o edad de los individuos de la mues-
tra. Sin embargo, la frecuencia del genoti-
po portador del alelo Arg (Arg/Arg +
Arg/Pro) presenté un incremento de
87,4% a 96,9% en el grupo con cancer gas-
trico (P = 0,037) (Tabla II). El analisis de
regresion logistica reveld para este alelo un

Vol. 50(2): 155 - 161, 2009



158

Caiias y col.

TABLA II
DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS DEL CODON 72 DE TP53 Y DE LA CLASIFICACION
HISTOLOGICA SEGUN GRADO DE DIFERENCIACION DE LAS MUESTRAS DE ADENOCARCINOMA

GASTRICO
Genotipos % (n)
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Portador Arg
Condicién de la muestra (n)
Gastritis Cronica (87) 51,7 (45) 35,6 31 12,7 (1) 87,4 (76)

Adenocarcinoma (65) 52,3 (34

446 (290 31 (2) 969 (62)«

ADC por grados de diferenciacion histologica®

Poco diferenciado (23) 65,2

(15)b
Moderado + Bien diferenciado (36) 41,7  (15)

304 (1) 43 (1) 957 (22
55,5 (204 28 (1) 972 (35)

« GCvs ADC: P = 0,037; OR: 4,6 (95% 1C 1,0-21,3).

b ADC ws ADC poco diferenciado: P = 0,040; OR: 3,1 (95% 1C 1,0-9,2).
¢ GC vs ADC moderado + bien diferenciado: P = 0,029; OR: 2,4 (95% IC 1,1-5,2).
d ADC vs ADC moderado + bien diferenciado: P = 0,028; OR: 3,5 (95% IC 1,1-11,0).

ADC: adenocarcinoma. GC: gastritis cronica.
incremento del riesgo de cancer gastrico de
4,6 veces (95% 1C 1,0-21,3).

Polimorfismo de TP53 y grados
de diferenciacion del cincer gastrico

Se examiné la frecuencia de cada ge-
notipo en el grupo de muestras con cancer
gastrico considerando el grado de diferen-
ciacion histolégica de las mismas (Tabla IT).
Dependiendo de la composicion glandular,
de las formas variadas de las células y de la
secrecion de la mucosa, el adenocarcinoma
puede presentar 3 grados de diferenciacion:
bien, moderado y poco diferenciado. Se en-
contré una asociacion significativa del ge-
notipo Arg/Arg con adenocarcinoma poco
diferenciado (P = 0,040) al compararse con
el resto de la muestra de cancer gastrico.
En este caso se observé un incremento de
la frecuencia de 41,7% a 65,2% (OR: 3,1;
95% 1C 1,0-9,2).

Por otra parte, el grupo de biopsias
con diagnéstico de adenocarcinoma mode-
rado/bien diferenciado (Tabla II) present6
un incremento en la frecuencia del genoti-
po Arg/Pro de 35,6% a 55,5% (P = 0,029;

“n =59,

OR: 2,4; 95% IC 1,1-5,2) con respecto a los
pacientes con gastritis crdnica, mientras
que al contrastar con el resto del grupo de
cancer gastrico, la frecuencia del genotipo
heterocigoto en este grupo aumentd de
30,4% a 55,5% (P = 0,028; OR: 3,5; 95% IC
1,1-11,0).

DISCUSION

Los polimorfismos de nucle6tido tnico
pueden ser empleados como una herra-
mienta en la basqueda de variaciones en ge-
nes involucrados en la susceptibilidad indi-
vidual en procesos relevantes para la géne-
sis del cdncer gastrico, cuyos mecanismos
son todavia relativamente desconocidos
(30). En este estudio, los resultados obteni-
dos al contrastar las frecuencias de los gru-
pos testigo y con cancer gastrico, sugieren
que la presencia del alelo Arg en el codén
72 de TP53 implica un riesgo mayor de de-
sarrollar adenocarcinoma gastrico, con un
OR: 4,6 (95% 1C 1,0-21,3). La asociacion
del alelo Arg en pacientes con cancer gas-
trico también fue reportada en un estudio
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en individuos britanicos, en donde la fre-
cuencia del genotipo Arg/Arg pasé de
41,5% en el grupo testigo con lesiones gas-
tricas benignas, a 48,6% en pacientes con
cancer gastrico (11). Igualmente, Pérez-Pé-
rez y col. (31), muestran que la condicion
de homocigoto para el alelo Arg incrementa
el riesgo (OR: 2,29) de cancer gastrico dis-
tal en la poblacion mexicana.

En contraste, Hiyama y col. (9) repor-
tan que el genotipo Pro/Pro estuvo asocia-
do con el incremento del riesgo de desarro-
llar cancer gastrico en pacientes con gastri-
tis cronica asociada a H. pylori. Ha sido
planteado que las diferencias entre las fre-
cuencias alélicas del polimorfismo del co-
don 72 de TP53 y el riesgo de cancer gastri-
co pueden deberse a variaciones étnicas, y
de la localizacion y diferenciacion histologi-
ca del tumor (32).

En el presente estudio, cuando se con-
sider6 el grado de diferenciacion de los tu-
mores, se observé un incremento de la fre-
cuencia del genotipo homocigoto Arg/Arg
en el grupo de cancer gastrico poco diferen-
ciado al compararla con la presentada por
el resto de la muestra de adenocarcinoma
(P = 0,040). Los resultados sugieren que la
doble carga del alelo Arg podria condicio-
nar a formas mas agresivas del tumor. A
esto se suma el hallazgo de un incremento
del genotipo heterocigoto Arg/Pro en indi-
viduos con cancer gastrico moderado/bien
diferenciado en comparacion con gastritis
cronica o el resto de la muestra de cancer
gastrico. De este modo, el genotipo Arg/Pro
podria favorecer ¢l desarrollo de un adeno-
carcinoma de mejor grado de diferenciacion.

Adicionalmente, en estudios previos el
genotipo homocigoto para Arg ha sido aso-
ciado con la susceptibilidad genética a
otros tipos de cancer, como el adenocarci-
noma de pulmén en no fumadores (23). De
igual manera, en un estudio reciente, el ge-
notipo Arg/Arg en el codon 72, sumado a
otros dos polimorfismos en los intrones 3 y

6 de TP53, se encontré asociado con un
riesgo mayor de cancer colorectal avanzado
poco diferenciado (33). Similar al presente
estudio, Chung y col. (34), describen en pa-
cientes coreanos que mientras menos dife-
renciado es el cancer gastrico la frecuencia
del alelo Arg se incrementa. En contraste,
en otros reportes el genotipo Arg/Arg del
codén 72 de TP53 ha sido involucrado con
la supervivencia de pacientes con cancer
gastrico, aunque no se ha definido una cla-
ra asociacion (11, 12).

La asociacion encontrada con el grado
histopatolégico de diferenciacion puede su-
gerir que el polimorfismo de linea germinal
de TP53 esta involucrado en la superviven-
cia, como un factor que determina el pro-
nostico clinico, asi como en la susceptibili-
dad al cdncer. Entre las explicaciones acer-
ca del papel de los diferentes genotipos de
este gen, se ha demostrado que las varian-
tes Arg/Arg y Pro/Pro difieren en la capaci-
dad de unién al ADN para activar la trans-
cripeion, y para inducir la apoptosis o de-
tencion del ciclo celular (21). La variante
Arg/Arg de p53 es un mejor inductor de la
transcripeion, y promueve la apoptosis mas
eficientemente que la variante Pro/Pro (11).

Aunque las conclusiones de este traba-
jo pueden sugerir que el polimorfismo del
codén 72 de TP53 puede ser un factor de
riesgo o contribuir al desarrollo de cancer
gastrico, es evidente que son necesarios tra-
bajos adicionales con un mayor nimero de
muestras, ¢ implicando otras variables y/o
caracteristicas del cancer gastrico para
confirmar estos hallazgos.
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