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RESUMEN
El gen TP53 codifica una proteina de 53 kDa con importante funcién reguladora en
procesos celulares como la proliferacién, muerte celular y preservacion del material
genético. Polimorfismos de este gen presentan una alta diversidad en la distribucién de las
frecuencias alélicas entre grupos étnicos y han sido relacionados con la susceptibilidad al
cancer. Utilizando la técnica de PCR-RFLP, se determiné las frecuencias alélicas de los
polimorfismos intron 3, intrén 6 y codén 72 en 58 estudiantes de la UNMSM (Lima) y 37 de
la Universidad José Faustino Sanchez Carrién (Huacho). Se estimé la frecuencia génica y
genotipica con el programa estadistico SPSS 11.5; y con el programa Arlequin version 3.5,
a través del indice de Nei, se estableci6 el grado de diferenciacion genética entre ambas
poblaciones al considerar el intrdn 3, intrén 6 y coddn 72, que resulté 1.793, 1.141 y 0.323
respectivamente. Ambas poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05) para
los tres polimorfismos. En el codon 72, la frecuencia alélica para prolina resulté 30.1 % en
la muestra de Lima y 29.7 % en la muestra de Huacho. La frecuencia del alelo para la
arginina fue 69,8% para Lima y 70,2% en la de Huacho. Con relacién al intrén 6, la
frecuencia alélica para W en la de Lima fue 98.2 % y 81 % en la de Huacho. En contraste
con el alelo M se obtuvo una frecuencia alélica de 1.7 % para la poblaciéon estudiada de
Lima y 18.9 % en la de Huacho. De otro lado, para el intron 3 la frecuencia alélica W fue
94.6 % para Lima y 90 % para Huacho. En cambio la frecuencia alélica para M en los de
Lima fue de 5.3 % y 10 % en los de Huacho. Se destaca el predominio del alelo Arg en el
coddén 72 para ambas poblaciones analizadas; asi como el alelo W tanto en el intrén 6
como en el intron 3. La comparacién con las frecuencias alélicas de origen africano y
asiatico revelé diferencias estadisticamente significativas (p>0.001); sin embargo, se

observé una similitud con las poblaciones amerindias y caucasicas.

PALABRAS CLAVE: gen TP53, polimorfismo Arg72Pro, intrédn 6, intron 3,

poblaciones peruanas



ABSTRACT
The TP53 gene encodes a protein of 53 kDa with important regulatory role in cellular
processes such as proliferation, cell death and preservation of genetic material.
Polymorphisms of this gene have a high diversity in the distribution of allele
frequencies between ethnic groups and have been linked to cancer susceptibility. By
studying PCR-RFLP, was determined the allele frequencies of the polymorphisms,
intron 3, intron 6 and codon 72 in 58 students of the University of UNMSM (Lima) and
37 at the University of Jose Faustino Sanchez Carrion. The Allelic and genotypic
frequency was measured with the SPSS 11.5 statistical program; and with the Arlequin
program ver. 3.5, through Nei index, was established the degree of genetic
differentiation between the two populations by considering the intron 3, intron 6 and
codon 72, which resulted in 1.793, 1.141 and 0.323 respectively. Both populations are
in Hardy-Weinberg equilibrium (p> 0.05) for the three polymorphisms. At codon 72, the
allele frequency for proline was 30.1 % in the sample of Lima and 29.7 % in the sample
of Huacho. The allele frequency for arginine was 69.8 % for Lima and 70.2 % in
Huacho. Regarding the intron 6, the allele frequency for W in Lima was 98.2 % and 81
% in Huacho. In contrast for the M was obtained an allelic frequency of 1.7 % for the
studied population of Lima and 18.9 % in Huacho. On the other hand, for the intron 3
the allele frequency for W was 94.6 % for Lima and 90 % in Huacho. In contrast, the
allele frequency for M in Lima was 5.3 % and 10 % in Huacho. The dominance of the
Arg allele at codon 72 for both populations analyzed is highlighted; and the W allele
both intron 6 and intron 3; and the W allele both intron 6 and intron 3. The comparison
of allele frequencies of African and Asian descent revealed statistically significant
differences (p <0.001); however, was observed a similarity with American and

Caucasian populations.

KEY WORDS: TP53 gene polymorphism Arg72Pro, intron 6, intron 3, Peruvian

populations



1. INTRODUCCION

Los marcadores moleculares son las evidencias de un cambio o mutacion ocurrido en
el material hereditario y que son utilizados en muchos campos de la biologia como
evolucion, ecologia, biomedicina, ciencias forenses y estudios de diversidad; para
localizar y aislar genes de interés (Simpson, 1997). Los diferentes tipos de marcadores
se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y
son de tipo dominante o codominante. En la actualidad existen varios marcadores
moleculares que nos permiten conocer cdmo se encuentran las proporciones de genes
en las poblaciones naturales, sea de manera indirecta con los analisis de proteinas, o

de manera directa con estudios de DNA (Pérez de la Vega, 1993).

El analisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPSs)
fue la primera herramienta molecular utilizada por bidlogos poblacionales (Parker et
al., 1998). A través de esta metodologia se expresa diferencias especificas del DNA
que fueron reconocidas por enzimas de restriccidon particulares (endonucleasas). Cada
una de las endonucleasas (de origen bacteriano), reconoce y corta solamente una
secuencia determinada de bases nitrogenadas en el DNA, siempre y cuando éstas no
estén protegidas (metiladas). Por consiguiente cualquier DNA que no esté metilado
puede ser reconocido y cortado en fragmentos de longitud definida; y cualquier
mutacion dentro de esos sitios, podria cambiar el patron del fragmento y permitir que
se detecte un RFLP al comparar dos o0 mas genomas (Valadez y Kahl, 2000). Estos
RFLPs, han sido extensamente estudiados y utilizados como marcadores prondsticos
y predictivos, por lo que la presencia o ausencia de un marcador puede ser Util para la

seleccion de pacientes para un tratamiento (Botstein et al., 1980).



Desde anos atras, se esta investigando sobre algunas proteinas en la predisposiciéon a
desarrollar diferentes tipos de cancer (Ponder, 1991). Una de las proteinas predilectas
es la p53, considerada como “el guardian del genoma”, la cual es codificada por el gen
TP53, debido a su papel en la conservacién de la estabilidad del genoma mediante el
control del ciclo celular (Bourdon et al., 2005). Una proteina p53 defectuosa podria
permitir que las células anormales proliferen dando por resultado el cancer, donde
alrededor de un 50 % de todos los tumores humanos contienen mutaciones en esta

proteina (Kumar et al., 2009).

El gen TP53 posee principalmente tres polimorfismos: el intron 3, el intron 6 (Khaliq et
al., 2000) y el coddn 72 del exdn 4 (Bonafe et al., 2003), que han sido asociados con el

riesgo de desarrollo de cancer.

En el presente trabajo de investigacion se determind la distribucion de las frecuencias
alélicas de los tres marcadores del gen TP53 en dos muestras poblacionales del
departamento de Lima, 58 estudiantes de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM) y 37 estudiantes de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez
Carrion (UNJFSC) de Huacho. Se estimé las variantes génicas y genotipicas de los
polimorfismos de gen TP53 con la finalidad de determinar la incidencia del alelo mas
frecuente para el intrén 3, intrbn 6 y el codon 72, y asi relacionarlo con otras
poblaciones estudiadas mundialmente, la cual nos va permitir establecer una base de
datos para ser utilizadas posteriormente como herramientas preventivas en la

predisposicién al riesgo del cancer.



2. MARCO TEORICO

2.1 Transformacion neoplasica y la progresion tumoral

Cuando la estabilidad normal de la organizacion de tejidos y érganos se altera, pueden
surgir diversos estados de enfermedad. Un tumor o neoplasia es un ejemplo de tal
tejido en el que el control del crecimiento se vuelve defectuoso. Las neoplasias se
pueden definir como benignas o malignas basandose en su probabilidad de
propagacion. Los tumores malignos a menudo invaden los tejidos vecinos e incluso

otras partes del cuerpo, y por lo tanto pueden llegar a ser letales (Cooper, 1992).

En la mayoria de casos, los tumores malignos se desarrollan a partir de una Unica
célula progenitora, cuando ésta ha sufrido una serie de cambios acumulativos
irreversibles (permanentes y hereditarios) en un proceso denominado transformacion
neoplasica. Hay dos caracteristicas generales de las células transformadas: un
crecimiento incontrolado y su extension. La propagacion de las células cancerosas a
los tejidos vecinos se llama invasién; la propagacion a 6rganos distantes se designa
con el nombre de metastasis. El término metastasis es utilizado para referirse a los
nédulos tumorales que se implantan en sitios distantes del tumor original (Becker et

al., 1996).

El céncer es una enfermedad genética que resulta de mutaciones en células
somaticas (Alberts et al., 2002). Varias lineas de investigacién sobre el cancer
evidencian que la inestabilidad gendmica que causa la carcinogénesis en los seres
humanos tiene multiples pasos (Schmitt et al., 2012), generadas por las alteraciones
genéticas que impulsan la progresiva transformacion de células humanas normales en

derivados altamente malignos (Hanahan et al., 2000).



Algunas células cancerosas son defectuosas en la capacidad de reparar el dano del
DNA local o para corregir errores de replicacion que afectan nucleétidos individuales.
Estas células tienden a acumular mas mutaciones puntuales con el propésito de
convertirlas en células normales (Facista et al., 2012). Otras células cancerosas no
pueden mantener la integridad de sus cromosomas adecuadamente y por consiguiente

muestran anormalidades graves en su genoma (Alberts et al., 2002).

Las células deben proteger la integridad de su genoma para evitar la transmision de
mutaciones deletéreas por las células hijas y la acumulacién de mutaciones de los
genes de las células de control en la proliferacion desmedida. Aunque hay muchas
estrategias en las células para proteger la integridad genémica, el DNA celular es
constantemente expuesto por sustancias mutagénicas de fuentes enddgenas y
exogenas (Huang et al., 2003). La replicacion del DNA, la transcripcion de genes, el
sistema de reparacién del DNA y puntos de control del ciclo celular, deben estar
interconectados para promover la supervivencia celular después del dafio en el DNA y
proteger la integridad de los cromosomas. Una muy coordinada respuesta al dafio en
el DNA es la activacion de las vias apropiadas de reparacion y la detencion reversible
en puntos de control del ciclo celular. La interrupcion del ciclo celular otorga el tiempo

para que la reparacion se complete (Levitt et al., 2002).

Todos los genes cuya mutacion puede conducir al cancer son genes cancerigenos
criticos (Alberts et al., 2002). Estos genes se clasifican en dos grupos de acuerdo a
que si la mutacién causa la pérdida de la funcién o si conduce al aumento de la
funcidén: oncogenes y genes supresores de tumores respectivamente. En la Figura 1

se resume las vias y genes implicados en el cancer.
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Figura 1. Vias y genes implicados en el cancer. El progreso de las vias de sefalizacion del
cancer esta disefiado por circuitos integrados de proteinas como factores de transcripcion,
hormonas, quinasas y fosfatasas; como también de un espectro de sefiales extracelulares.
Algunos de los genes (resaltados en rojo), que estan alterados funcionalmente; como la
proteina supresora de tumores p53, conduce a un rapido crecimiento de las células tumorales.
Tomado de Hanahan et al., 2000

2.2 Oncogenes

Un oncogén es un gen que tiene el potencial de causar cancer y en las células
tumorales a menudo es expresado en niveles altos (Wilbur, 2009). En cambio, los
genes que por mutaciones son susceptibles al aumento de su capacidad para
proliferar, extender y dividirse cuando no deberian, son denominados proto-oncogenes
(Weinstein y Joe, 2006), la cual por variaciones perjudiciales de un alelo de un gen
normal activan el oncogén (Alberts et al., 2002). Hay diferentes tipos de alteraciones
genéticas que pueden activar proto-oncogenes para convertirse en oncogenes. El gen

puede ser alterado por un pequefio cambio en la secuencia tal como una mutaciéon



puntual, o por un cambio a gran escala tales como delecién parcial, o translocacién
cromosOmica que implica el quiebre posterior del cromosoma. Estos cambios pueden
ocurrir en la regién codificante de la proteina originando un producto hiperactivo o en
regiones de control adyacentes, de manera que el gen es simplemente expresado en
concentraciones mayores de lo normal. Alternativamente, el gen critico del cancer
puede ser sobreexpresado porque estan presentes copias adicionales debido a
eventos de amplificacion de genes causados por errores en la replicacion del DNA

(Lewin et al., 2004).

2.3 Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores protegen a las células de un crecimiento y division
desregulada. Hay dos tipos de genes supresores de tumores, los denominados
'gatekeepers' y los 'caretakers' (Levitt et al., 2002). Los genes gatekeepers actlan
directamente para regular la proliferaciéon celular y son limitantes de la velocidad en la
carcinogénesis. Los genes caretakers no regulan directamente la proliferacion, solo
cuando la mutacién conduce a la transformacién acelerada de una célula normal a una

célula neoplasica (Oesterreich et al. 1999).

El supresor de tumores mas importante es el gen TP53 que codifica la proteina p53,
considerado el guardian celular (gatekeeper) para el crecimiento y divisién. Mas de la
mitad de todos los canceres humanos han perdido esta proteina p53 o tienen células

con mutaciones en el gen TP53 (Lewin et al., 2004).

2.4 Gen TP53
En los seres humanos, el gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17

(17p13.1) y abarca 20 kb (Matlashewski et al., 1984). EI gen proporciona instrucciones



para desarrollar una proteina llamada p53, que actia como un supresor de tumores,
regulando la division celular, con la finalidad que las células crezcan y se dividan de

manera controlada (McBride et al., 1986).

2.5 Estructura y funcion de la proteina p53

La proteina humana p53 esta involucrada en un amplio espectro de eventos celulares
que van desde la regulacion de glicélisis y autofagia, reparacion del dafo del DNA,
supervivencia celular y regulacién del estrés oxidativo, angiogénesis, diferenciacion,
proliferacidon, muerte y senescencia celular, hasta la remodelacion 6sea (Bensaad et
al., 2007). Para ello, interactia directamente con el DNA (como factor de transcripcion)
conjuntamente con una variedad de proteinas; ademas de ser el blanco de diversas
vias de sefalizacion, a través de las cuales se regula su actividad.

La proteina p53 tiene cinco dominios (Figura 2):

1. Dominio de transactivacién, entre los aminoacidos 1 y 42 del extremo amino-
terminal, a través del cual interactia con la proteina diana de ubiquitinaciéon (MDM
2). Contiene un dominio (1), de alta conservacién evolutiva (HCD).

2. Dominio rico en prolina, conservado en la mayoria de las especies. Localizado entre
los aminoacidos 40 y 92, contiene a su vez un segundo dominio de transactivacion.

3. Dominio de union al DNA (DBD), entre los aminoacidos 101 y 300. Comprende las
regiones de alta conservacién evolutiva (HCD) Il, Ill, IV y V, lo que explica similitud
de funciones entre especies. Es el sitio de ocurrencia del 90 % de las mutaciones
halladas en los tumores cancerosos humanos.

4. Dominio de oligomerizacion, entre los aminoacidos 301 y 355. Contiene una region
de tetramerizacién (TET), con secuencias aminoacidos sefalizadoras de la
localizacién nuclear (NLS) o citosdlica (NES) de la proteina. Su estructura
secundaria corresponde a una lamina g, seguida por una a-hélice, necesaria para

la dimerizacion de p53.



5. Dominio carboxi-terminal, extendido entre los aminoacidos 356 y 393. Con tres
sefales NLS y un dominio que reconoce sitios de dafno del DNA, este dominio
también esta implicado en la actividad de regulacién negativa del dominio de unién

con el DNA localizado entre los aminoacidos 101 y 300.

Sitios mas frecuentes
cde mutacion
Fosforilacion -\ X\ \

I = — | 1]} | J— —

1100 —— ———101- 300 301-393 ———
Transactivaciéh  Dominio Unién al ADN Oligomerizacién Dominio
rico en C -Terminal
prolina

Fosforilacién
Acetilacién
Metilacién
Ubiquitinacién

Figura 2. Estructura de la proteina p53. Las regiones |, II, lll, IV y V son consideradas dominios
de alta conservacion evolutiva (HCD). Tomado de Chuaire et., al 2008.

El mecanismo mejor documentado por el cual p53 ejerce su funcidén de proteccion es
un factor de transcripcion. Mediante la unién a elementos de respuesta especificos en
el DNA, p53 modula la transcripcion de genes que gobiernan las principales defensas
contra el crecimiento del tumor, que incluyen la detencién del ciclo celular, apoptosis,
mantenimiento de la integridad genética, la inhibiciobn de la angiogénesis y la
senescencia celular (Vogelstein et al., 2004). La proteina p53 también interactia con

numerosas proteinas celulares, incluyendo varias que controlan la muerte celular



programada, y estas interacciones moleculares podrian contribuir al papel inhibidor de

p53 en la carcinogénesis (Erster et al., 2004).

El mal funcionamiento de la via p53 es un sello distintivo casi universal de tumores
humanos (Vousden et al., 2007). La mutaciéon somatica del gen TP53 que se traduce
en la ausencia o disfuncién de la proteina p53 es uno de los mecanismos mas
comunes por los que la via de p53 se dana durante la tumorigénesis. La pérdida
directa de la funcionalidad correcta de p53 también se asocia con un prondstico

desfavorable en algunos tipos de cancer (Petitjean, et al., 2007).

2.6 Alteraciones de la secuencia del gen TP53
Existen tres grupos distintos de alteraciones de la secuencia en el locus TP53 las
cuales se denominan como mutaciones asociadas a tumores, mutaciones de la linea

germinal Li-Fraumeni y polimorfismos de la linea germinal.

2.6.1 Mutaciones asociadas a tumores

Las mutaciones asociadas a tumores en los cénceres esporadicos surgen en las
células somaticas, tanto de forma espontanea, como por consecuencia de dafos en el
DNA. Las mutaciones encontradas en la carcinogénesis, son por lo general,
sustituciones de una sola base que dan lugar a cambio de aminoacidos en el dominio
de unién al DNA de p53 (mutaciones de sentido erréneo). Tipicamente, las proteinas
p53 asociadas a tumores mutantes han perdido la mayor parte o la totalidad de las
funciones de p53 normales. Aunque la mutaciéon en TP53 es un mecanismo frecuente
por el cual la funcién de p53 se pierde en la tumorigénesis, en algunos tipos de cancer
otras rutas prevalecen, tales como la amplificacion de genes de reguladores negativos

claves de la p53 (Whibley et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=7157

2.6.2 Mutaciones en la linea germinal TP53

Las mutaciones en la linea germinal TP53 se encuentran en las personas con
sindrome de Li-Fraumeni, que confiere un mayor riesgo de desarrollar varios tipos de
cancer, incluyendo sarcomas, cancer de mamas y cerebrales asi como tumores

adrenocorticales, a una edad temprana de inicio (Malkin et al., 1993).

Como en el caso de mutaciones asociadas a tumores somaticos, las mutaciones de Li-
Fraumeni son mas a menudo base de sustituciones silenciosas en el DBD, y codifican

proteinas defectuosas (Whibley et al., 2009).

2.6.3 Polimorfismos de la linea germinal TP53

A diferencia de las mutaciones asociadas con el sindrome de Li-Fraumeni o
mutaciones somaticas asociados a tumores, ciertas variantes polimérficas de la linea
germinal TP53, las cuales estan representadas por un cambio nucleotidico de un
fragmento influyente en la actividad del gen, afectan sus propiedades estructurales o
bioguimicas para convertirse en proteinas mutantes p53 (Thomas et al, 1999),
aumentando la posibilidad de que la variacion pueda causar directamente
susceptibilidad individual al cancer, aunque los efectos de estas variantes son
probablemente mas sutiles que los de las mutaciones de p53 asociados con el cancer

o el sindrome de Li-Fraumeni (Bougeard, et al., 2006).

Dependiendo de la mutacién, diferentes elementos de respuestas mediadas por p53
normales se pueden perder y algunos mutantes pueden obtener nuevas funciones de
tipo no silvestre. Las propiedades oncogénicas de las proteinas p53 mutantes con
ganancia de funcion estan actualmente bajo investigacion intensiva debido a una
comprension en profundidad de los mecanismos moleculares que podria en ultima

instancia, tener beneficios en la medicina clinica (Olivier, et al., 2008).

Una lecciéon importante de las bases de datos de mutaciones de p53 asociados a

tumores humanos es que TP53 es inusualmente vulnerable a una amplia gama de
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alteraciones de nucleétidos individuales que comprometen la funcién de la proteina de
tipo silvestre y puede incluso conferir nuevas actividades oncogénicas. Esto plantea la
posibilidad de que al menos algunos de los polimorfismos de la linea germinal
de TP53, en poblaciones sanas, también podrian afectar la funcién de la p53. A pesar
del hecho de que sélo una pequena fraccion de las muchas variaciones de las
secuencias polimorfica en los loci de genes en el genoma humano (la mayoria de los
cuales son intrénica) son propensos a tener alguna de las manifestaciones fenotipicas
asociadas al cancer. Caracteristicas que sugieren una potencial consecuencia
fenotipica, son los polimorfismos en la secuencia de codificacién que alteran la
secuencia de aminodcidos, o variantes que afectan los niveles de expresion; por
ejemplo, los polimorfismos en promotores, sitios de empalme, regiones no traducidas
(UTRs) o elementos de unién a proteinas. La identificacién de polimorfismos que
tienen un pequefo efecto sobre el riesgo de cancer requiere un enfoque
multidisciplinario, que incluye los estudios moleculares e investigaciones basadas en la
poblacién mediante secuenciaciéon de alto rendimiento y la cartografia SNP de alta

resolucion (Whibley et al., 2009).

2.7 Regulacion y activacion de la proteina p53

Los niveles de p53 son la clave para su actividad y estan estrechamente controlados
en la ceélula, en gran medida por modificaciones covalentes (Kruse et al., 2008). Al
menos 50 enzimas diferentes pueden modificar a través de la fosforilacién, acetilacién,
ubiquitinacién y la metilacion de residuos especificos, la actividad de la proteina p53
(Appella et al., 2001). En condiciones celulares normales, la MDM 2 reprime la p53
mediante la unién de secuestro y por ubiquitinacion de p53, dirigido por la
degradacién; por lo que el dafio en el DNA, el estrés oxidativo y la activacion de
oncogenes son algunos de los procesos que pueden activar la p53 por una gama de

reguladores. Los niveles basales de p53 en las células que estan experimentando
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bajos niveles de estrés también pueden afectar a la fisiologia celular (Figura 3). En
altos niveles de estrés, las interacciones entre MDM2, p53 y MDM4 son interrumpidas
por modificaciones post-traduccionales de estas proteinas. Esto permite la activacion
de la p53 para actuar como un factor de transcripcidn, activando o reprimiendo genes
implicados en la apoptosis, la detencidn del ciclo celular y la senescencia. La proteina
p53 también se puede mover a la mitocondria, donde interactua fisicamente con los
miembros de la familia Bcl-2 para formar poros en la membrana mitocondrial, lo que
conduce a la liberacién de citocromo cy la posterior apoptosis (Di Agostino et al.,

2006).
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Figura 3. Via de regulacién de la proteina p53. En condiciones normales, el regulador negativo
MDM 2, se une al dominio transactivacién de la proteina p53 y la ubiquitiniza para su
degradacion. El dafo del DNA o la activacion de oncogenes provocan un aumento de los
niveles de la p53, la cual actia como un factor de transcripcion. La proteina p53 también puede
desplazarse hacia la mitocondria, donde interactia con los miembros de la Bcl -2 para formar
poros en la membrana mitocondrial, lo que conduce a la liberacién de la citocromo c y la
posterior apoptosis.. Algunos de los mas intensamente estudiados activadores, reguladores y
efectores de p53 se muestran en la figura. ATM, ataxia-telangiectasia; BAX, Bcl-2-asociado a la
proteina X; HIPK2, homeodominio de interaccion de la proteina quinasa 2; JNK, quinasa Jun N-
terminal; KAT5, K (lisina) acetiltransferasa 5; MLH1, Mutl proteina homologa 1; PRMTS5,
proteina arginina metiltransferasa 5; SESN1, Sestrina tipo 1; SMYD2, dominio SET y MYND
tipo 2. Tomada de Frazer et al., 2007.
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2.8 Polimorfismos del gen TP53

En el genoma humano, en el que méas de 3,1 millones de variaciones de la secuencia
han sido asignadas, y que representan entre el 25-35% de los SNPs totales
estimados (Frazer et al., 2007), numerosos SNPs y otras variaciones de la secuencia
han sido encontrados en el gen TP53, las cuales se encuentran en el dominio de
transactivacion, dominio rico en prolina, dominio de unién al DNA, dominio de

oligomerizacién y dominio C-terminal (CTRD).

Los polimorfismos exoénicos son indicados en la proteina estructural, como
polimorfismos no sinbnimos que en la Figura 4 estan representados en color rojo y las
regiones intrénicas se encuentran debajo de la estructura de la proteina. La mayoria
de estas variaciones son intronicas y se puede presumir que no hay consecuencias
biol6gicas relacionadas con el cancer. Algunos del total de polimorfismos p53 han sido
evaluados para la funcién bioquimica y/o bioldgica alterada, o por sus efectos sobre el

riesgo de cancer en estudios de poblacion (Kato et al., 2003).

Es un desafio permanente encontrar criterios adecuados para la seleccion de
variantes que son dignas de evaluacion en estudios de laboratorio o de idear métodos
para detectar elementos de asociacién genética que influyen en la actividad funcional

de la proteina p53 (Whibley et al., 2009).
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Figura 4. SNPs del gen TP53. Localizacién en la proteina p53 y del DNA. La proteina p53, la
cual posee 5 dominios; dominio de transactivacion, dominio rico en prolina, dominio de unién al
DNA, dominio de tetramerizacién y dominio C — terminal; poseen sitios de modificacién post-
traduccional que alteran la estabilidad y actividad de la p53, que se encuentran
mayoritariamente el dominio de transactivacion y de tetramerizacion. Los circulos amarillos (P)
indican sitios en que se produce la fosforilacion y los rectdngulos de color rosado indican otros
sitios de modificacién post-traduccional, incluyendo acetilaciéon, sumoilacién, metilacion vy
nedilacion. Los polimorfismos exénicos se indican en la estructura de la proteina, con
polimorfismos no sin6nimos en rojo. La regibn en recuadro muestra la secuencia de
aminodcidos que abarca el sitio de fosforilacion en el dominio de transactivacion. Las regiones
intronicas (i) y exdnicas (e) del DNA, se muestran por debajo de la estructura de la proteina, la
cual contienen algunos de los polimorfismos identificados. Tomada de Frazer et al., 2007.

2.9 Polimorfismos en secuencias no codificantes del gen TP53

Los polimorfismos también se encuentran fuera de los genes, en la gran cantidad de
DNA que no codifica para la proteina. De hecho, las regiones de DNA que no codifican
para proteinas tienden a tener mas polimorfismos. Esto se debe a cambios en las
secuencias de DNA que codifican proteinas que pueden tener un efecto perjudicial
sobre el individuo que la lleva. Los polimorfismos que no tienen ningun efecto sobre el
organismo se dice que son selectivamente neutros, ya que no afectan a su capacidad
de sobrevivir y reproducirse (Peller et al., 1995). En el caso del gen TP53, se ha
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encontrado mas de 90 % de polimorfismos que se producen en las secuencias no

codificantes. Entre ellas se tienen las siguientes:

Intron 3

La secuencia intronica mejor caracterizada del TP53 es un polimorfismo de insercién /
delecion de 16 pares de bases en el intron 3 (Lazar, et al, 1993). Este es un
polimorfismo simple de una porcidn intronica que se ha asociado con un aumento en el
riesgo de varios tipos de cancer (Wang-Gohrke, et al, 1999); sin embargo, la
proximidad de este polimorfismo al coddn 72 en el exén 4 podria explicar en parte la
razén de la asociacion propuesta de este alelo con cancer. Un estudio mostré que esta
insercion de 16 pares de bases, se asocié con niveles mas bajos de transcripciones
del TP53, lo que sugiere que el polimorfismo causa una alteracién en el procesamiento
del ARNm, proporcionando una posible base molecular para el aumento asociado en

el riesgo de desarrollar cdncer (Gemignani et al., 2004).

Intron 6

De otro lado, se reportd una asociacidbn entre el polimorfismo del intron 6 y
predisposicion al cancer de mama y colon en un pequeno niumero de casos en Israel
(Peller et al., 1995). Este polimorfismo es una transicion de guanina (G) a adenina (A)
que se situa a 61 nucledtidos desde el extremo final del exén 6 y suprime un sitio de
endonucleasa de restriccién Mspl (CCGG a CCAG). Es posible que la transicion G a A
interrumpe una estructura hairpin-like formada por la hibridacion de la citosina y
guanina. La interrupcion de esta estructura secundaria del alelo A puede proporcionar

un impacto negativo en el mecanismo de la funcién del gen TP53 (Peller et al., 1995).
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2.10 Polimorfismos sindnimos y no sindnimos en secuencias codificantes del

gen TP53

De las 19 variantes polimérficas exdnicas que han sido reportados en TP53, 8 son
sinbnimos, es decir que el cambio de nucledtido no altera o cambia el
aminoacido. Aunque estos polimorfismos no cambian la secuencia de aminoacidos o
estructura de la proteina, en teoria, los cambios en la secuencia de bases y el uso de
codones podrian modificar la expresion de proteinas, plegamiento y funcién, o
provocar nuevos eventos de corte y empalme. El hallazgo que MDM 2 se une vy facilita
la traduccion del ARN del TP53 y que esta interaccién es suprimida por mutaciones
silenciosas en la regiébn N-terminal sugiere otro mecanismo por el cual los
polimorfismos sinénimos podrian afectar la funciébn de p53. Se demostré que una
mutacion silenciosa en el codén 36 (CCG a CCT) reduce la capacidad de p53 para
activar la apoptosis mediante la disminucion de la afinidad del ARNm del TP53 con el

MDM 2y por lo tanto el decaimiento de los niveles de p53 (Candeias et al., 2008).

Los 11 polimorfismos restantes en TP53 son no sindnimos, lo que resulta en un
cambio de aminoacido en la proteina. Los cambios en la secuencia de aminoécidos
pueden alterar la capacidad de p53 para unirse a elementos de respuesta de los
genes diana (Menendez et al., 2006), asi como afectar motivos de reconocimiento
para las modificaciones post-traduccionales, o modificar la estabilidad de la proteina y
las interacciones con otras proteinas (Courtois et al., 2004). Dentro de éstos, resalta la

del codén 72.

Codoén 72

En las poblaciones humanas, el codén 72 de p53 tiene la secuencia CCC, que codifica
prolina (p53-P72) o CGC, que codifica arginina (p53-R72). El analisis comparativo de

secuencias en los primates no humanos sugieren que p53-P72 es la forma ancestral,
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aunque p53-R72 se produce a una frecuencia alta (> 50 %) en algunas poblaciones

(Puente et al., 2006).

El codon 72 estd en el exdn 4 en el segmento de TP53 que codifica el dominio
poliprolina, que se encuentra entre el dominio de transactivacion N-terminal y el DBD,
donde se encuentran la mayoria de las mutaciones asociadas a tumores (Hu et al.,
2008). La contribucién precisa del dominio poliprolina a la regulacion y la funcién de
p53 aun no estd clara. A diferencia de la DBD, el dominio poliprolina es menos
conservado a través de especies y no es una ubicacion comun de mutaciones
asociadas a tumores. Estudios de delecion en células fibroblasticas de embriones en
ratones de la cepa 129/SvJae apoyan la opinién de que el dominio poliprolina es
esencial para p53 a fin de otorgar una respuesta apoptética completa al estrés e inhibir
la carcinogénesis (Sakamuro et al, 1997). Sin embargo, existen diferentes
interpretaciones de que si otros motivos de union a proteinas en este dominio son

cruciales para la estabilidad y funciéon de p53 (Toledo et al., 2007).

El consenso actual es que la p53-R72 es mas eficaz en la induccion de la apoptosis y
la proteccién de las células estresadas de desarrollo neoplasico que p53-P72
(Bergamaschi et al, 2006). No obstante, no esta entendido como estas diferencias
funcionales entre p53-R72 y p53-P72 podrian estar en diferentes tipos de células o si
son relevantes in vivo (Sullivan et al, 2004). Los estudios que utilizan diversas
técnicas de cultivo celular, tales como experimentos de transfeccidbn en lineas
celulares tumorales, evidenciaron en la localizacién mitocondrial; que en la apoptosis,
progresion del ciclo celular y reparacion del DNA, ocurrié la detencién de la

proliferacion y transactivacion transcripcional (Mantovani et al., 2007).
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3. HIPOTESIS

Ho: Existe diferencia significativa en la distribucion de las variantes alélicas y
genotipicas en el intrén 3, intron 6 y codén 72 del gen TP53, entre las muestras de
Lima y de Huacho pertenecientes al departamento de Lima — Peru.

H1: No existe diferencia significativa en la distribucién de las variantes alélicas y
genotipicas en el intron 3, intrdbn 6 y codon 72 del gen TP53 entre las muestras de

Lima y de Huacho pertenecientes al departamento de Lima — Peru.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar las frecuencias alélicas de las variantes del intrén 3, intrén 6 y
codoén 72 del gen TP53 en dos muestras poblacionales del departamento de

Lima.

4.2 Objetivos especificos

Estandarizar la metodologia para el analisis de las tres variantes del gen TP53:
intrén 3, intrén 6 y codén 72, mediante PCR convencional.

Establecer una base de datos de las frecuencias alélicas de los marcadores
polimoérficos: intron 3, intrén 6 y codon 72 del gen TP53, de las dos muestras
poblacionales del departamento de Lima.

Determinar si las muestras se encuentran en equilibrio genético con respecto a
las tres variantes del gen TP53 a evaluar.

Estimar el grado de diferenciacién genética entre las dos muestras
poblacionales del departamento de Lima, a través de las frecuencias alélicas

de las tres variantes del gen TP53.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico

5.1.1 Poblacion analizada

La poblacion en estudio estuvo constituida por dos muestras poblacionales del
departamento de Lima, una que pertenece a estudiantes de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) de la provincia
de Lima (distrito de Lima) a la cual se denominara muestra de Lima; y la otra muestra
que pertenece a estudiantes de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez
Carrion (UNJFSC) de la provincia de Huaura (distrito de Huacho) a la cual se
denominara muestra de Huacho. A todos los participantes se les proporcion6
informacién acerca de los alcancesy objetivos del presente estudio. Asi mismo,
se les invito a participar de manera voluntaria y firmaron el consentimiento

informado de participacioén (Anexo ).

5.1.2 Tamano de la muestra

Se trabajé con 58 muestras de Lima y 37 muestras de Huacho, con edades entre 18 y
25 anos. La eleccién de los elementos muestrales no dependié de la probabilidad, sino
de las caracteristicas de cada individuo que se necesitan para cumplir con el objetivo

trazado en la presente investigacion.

Criterios de inclusion
e Personas cuya ascendencia por dos generaciones atras hayan nacido en una
de las provincias del departamento de Lima

e Personas de ambos sexos mayores de 18 afios y no emparentadas entre si.
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e Personas que accedan a participar en el estudio y firmen el consentimiento
informado.

e Personas aparentemente sanas.

Criterios de exclusion
e Personas cuya ascendencia por dos generaciones atras no hayan nacido en
una de las provincias del departamento de Lima.
e Personas menores de 18 afios y emparentadas entre si.
e Personas que no accedan a participar en el estudio.

e Personas con problemas de salud.

5.1.3 Recoleccion de datos

A las personas que aceptaron participar en este estudio, se les solicitaron que firmen
una hoja de consentimiento informado (Anexo 1), con el cual acepté formar parte de la
investigacion de manera voluntaria y libre, luego se les aplicé una encuesta a fin de
llenar una ficha de datos, como el lugar de nacimiento, informacién familiar,
ascendencia o zona de origen de los participantes, etc (Anexo Ill). Seguidamente se

continud con el procedimiento de la toma de muestra.

5.1.4 Toma de muestra

En condiciones de asepsia, se tomé muestra de sangre periférica (3 mL) a través de
puncion intravenosa, con ayuda de una hipodérmica descartable. La muestra

sanguinea se recepcionod en un tubo tipo Vacutainer con el anticoagulante EDTA.
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5.2 Materiales de laboratorio

5.2.1 Reactivos

- Kit de extraccion del DNA (High Pure PCR Template Preparation de Roche).

- Insumos para la amplificacion de PCR convencional: MgCl,(GeneOn), Buffer
de la enzima (GeneOn), Enzima Taq Polimerase (GeneOn), dNTPs (GeneOn),
Agua de grado molecular libre de DNasas y RNasas.

- Primers o cebadores (GenOn) para los tres variantes del gen TP53 (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de cebadores del intron 3, intrén 6 y coddn 72 del gen TP53.

Marcador Secuencia de cebadores (5' - 3')
Intrén 3 5'- TGGGACTGACTTTCTGCTCTT-3'
© 5'- TCAAATCCATCCATTGCTTGG -3
Intrén 6 5'- TGGCCATCTACAAGCAGTCA - 3'
5'- TTGCACATCTCATGGGGTTA - 3'
Codén 72 5'- TTCACCCATCTACAGTCC - 3
5'- CTCAGGGCAACTGACCGT -3'

- Enzimas de Restriccion: BstUI (Bsh1236l), Mspl (Fermentas).

- Insumos para la electroforesis: Acrilamida (Promega), Bisacrilamida (Promega),
Buffer TBE 10X pH: 8.2, Tris Base (Roche), Acido Bérico (Merck), EDTA 0.5 M
pH: 8 (Calbiochem), Dyer (Fermentas), APS (Promega), Marcador de 10 bp y

100 bp (Fermentas).
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5.2.2 Equipos

-Termociclador de PCR convencional (Eppendorf AG22331).
- Camara de flujo laminar (LABCONCO Serie: DO54056).

- Microcentrifuga (USA-Scientific).

- Microespectrofotometro AmpliQuant (AQ-07)

- Camara electroforética (Clever Scientific VS10S1).

- Fuente de poder (CleaverScientific MP-300N).

- Agitador magnético (MAG - MIX 65905).

- Balanza analitica (Dakota mod.3102).

- Bafio Maria (LAB LINE - MH8516)

- Vértex (RVM-101)

- Camara fotografica Canon Powershot Elph

5.4.3 Insumos

- Microtubos 0.2 mL, 0.6 mL, 1.5 mL (Eppendorf).
- Tips 10 uL, 200 uL, 1000 uL (Axigen).

- Micropipetas 10 uL , 200 pL, 1000 uL (Axygpet).
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5.3 Metodologia experimental

5.3.1 Extraccion y purificacion del DNA

La extraccion de DNA se realizé con el kit High Pure PCR Template Preparation de
Roche y se siguié las especificaciones de la versién 18 - catalogo N°11 796 828 001.

Para la lisis celular y degradacion de la fraccién proteica, se tom6 200 uL. de sangre
total en un tubo de microcentrifuga y se anadié 200 uL de Tampoén de union y 40 uL de
Proteinasa K, inmediatamente se mezclé con la ayuda del vértex e incub6 por 10
minutos a 70 °C. Para la purificacion del DNA se agreg6 100 uL de alcohol isopropanol,
se mezcld suavemente y se llevo una columna de silice de alta pureza, en donde se
retiene el DNA, el cual se le coloc6 su tubo colector; luego se centrifugé por 1 minuto
a 12 000 rpm y se descarto el tubo colector. Para la remocidn de inhibidores de PCR
se agregd 500 uL. de Tampodn de remocién de inhibidores, se centrifugd por 1 minuto a
12 000 rpm y luego se descarto el tubo colector. Para la purificacion del lavado de la
muestra, se agreg6 500 uL. de Tampdn de Lavado, se centrifugd por 1 minuto a 12 000
rpm y se descartd el tubo colector; este paso se realizé 2 veces. Para la recuperacion
del DNA, se colocé la columna de silice de alta pureza en un tubo de microcentrifuga y
se agreg6 150 uL de Tampon de elucion que previamente se mantuvo a temperatura
de 70 °C, se centrifugd por 1 minuto a 12 000 rpm y asi el DNA extraido queda

precipitado en el tubo microcentrifuga.

5.3.2 Cuantificacion del DNA

El DNA gendmico se cuantificé utilizando el microespectrofotémetro; para lo cual se
tomo una alicuota de 10 uL del DNA. Se obtuvo el valor de la concentracion del DNA
de doble cadena (uL/mL) y también la pureza del DNA. Este procedimiento se realiz6

para todas las muestras trabajadas.
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Dependiendo de la lectura, cada muestra se llevd a una concentracién final de 20
ng/uL, procedimiento que consistié en disminuir o aumentar la concentracion del DNA,
variando el volumen de la muestra y/o reduciendo las cantidades de los otros
reactivos, calculado a través de una regla de tres simple; con la finalidad de poder

continuar con los siguientes pasos.

5.3.3 Calidad del DNA

Para evaluar la calidad de DNA, 5 uL. de cada muestra fue mezclada con 2 uL de buffer
de muestra y se sembrd en su pocillo respectivo del gel de poliacrilamida al 6 %. La
electroforesis se realiz6 a 100 voltios constante durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los carriles que presentan bandas muy intensas, nos indica que tienen una
elevada concentracién de DNA y en los que se observa bandas tenues es debido a

que estan muy diluidas; es decir, presentan una baja concentracion de DNA.

5.3.4 Amplificacion del DNA

Intrén 3

Se utilizé los cebadores (Tabla 1), reportados por Wu et al., (2002), con las siguientes
concentraciones: 2 mM de MgCl,, 0.5 mM de cada dNTP, 1 U de Tag DNA polimerasa
y 0.2 uyM de cada cebador para 25 uL de volumen final por reaccion. El programa de
amplificacion usado fue el siguiente: denaturacion inicial a 94 °C por 5 minutos, 30
ciclos de denaturacién a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30
segundos y extension a 72 °C por 30 segundos, y una elongacion final a 72 °C por 5

minutos.
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Intrén 6

Se utilizé los cebadores (Tabla 1), reportados por Wu et al., (2002), en presencia de 1.5
mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 U de Taq DNA polimerasa y 0.5 uM de cada
cebador para un volumen final de 15 pl por reaccién. El programa de amplificacion
usado fue el siguiente: denaturacion inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de
denaturaciéon a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y

extension a 72 °C por 30 segundos, y una elongacion final a 72 °C por 7 minutos.

Codoén 72

Se trabaj6é con la técnica de PCR con los cebadores reportados por Lakshmi et al.,
2012 (Tabla 1), en presencia de 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 U de Taq
DNA polimerasa y 0.5 pM de cada cebador para un total de 15 pL de reaccion. Se
utilizé la siguiente programacién: denaturacion inicial a 95 °C por 5 minutos y 30 ciclos
de denaturacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y

extensién a 72 °C por 30 segundos; elongacion final a 72 °C por 7 minutos.

5.3.5 Digestion del DNA
Segun la metodologia de Wu et al., (2002) y Lakshmi et al., (2012); se procedié a la

digestion para el intrén 6 y el coddn 72 respectivamente.

Para el intrdn 6, se utilizé 5 pL del amplicon al cual se afadié 0.2 uL de la enzima de
restriccion Mspl (10 U/uL), 0.4 uL de Buffer Tango y 3.6 uL de H,0, en un volumen final

de 9.2 uL; se incubd a 37 °C por 16 horas.
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En el caso del coddon 72, del producto de la PCR, se utilizd 5 uL al cual se anadié
0.2 uL de la enzima de restriccion BstUI (10 U/uL), 0.4 uL de Buffer Ry 3.6 uL de H,0,

en un volumen final de 9.2 uL y se incub6 a 37 °C por 16 horas.

5.3.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida de los amplificados y productos

de digestion y coloracion de geles

La separacion de fragmentos amplificados se realizé mediante electroforesis en los
geles de poliacrilamida al 6 %, utilizando un stock de acrilamida-bisacrilamida 20:1 (20
g de acrilamida y 1 g de bisacrilamida (Barton, 1994) (Tabla 2). La camara vertical
utilizada fue de 21 cm de largo y 13 cm de ancho. En los respectivos pocillos se cargé
4 uL. de amplificado de los productos de digestion y 2 uL de buffer de muestra
formamida (sucrosa 10 %, azul de bromofenol 0.02 %, xilencianol 0.02 %). La corrida

electroforética se realizé en buffer TBE 1X, a 100 voltios por 65 minutos.

La tincién de los geles se realizd6 con tres soluciones (Tabla 3), basados en el
protocolo descrito por Sanguinetti et al, (1994), modificado en el laboratorio de
Genética Humana (FCCBB-UNMSM). Se procedi6 con los siguientes pasos: Primero,
se expuso el gel a la solucién fijadora/detenedora (Solucién A) por 2 minutos, al
finalizar el tiempo, se retir6 la solucién. Segundo, se expuso el gel a la Solucion B
(tincién de nitrato de plata) por 50 segundos, concluido el tiempo, se retird la solucion.
Tercero, se realiz6 un lavado rapido, por unos 10 segundos como maximo, con la
solucion C (reveladora); se descartdé e inmediatamente se agregd nueva solucion
reveladora, agitando suavemente el gel hasta observar las bandas de los amplificados.
Luego de ello, se retird la solucion; finalmente se adicioné agua destilada con el
proposito de detener la reaccién. Se colocé el gel en un pedazo de plastico y con un

marcador indeleble se colocé los codigos de cada paciente. Inmediatamente se tomo
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la fotografia del gel y las fotos se archivaron en un computador, en una carpeta

debidamente codificada.

Tabla 2. Composicion de los geles de poliacrilamida al 6 %. Se indica los volimenes de la

solucién de acrilamida: bisacrilamida, TBE 10X, ddH,0, Temed y APS 10 %.

Volumen [] Stock 20:1 TBE 10X | ddH,0 Temed | APS 10%
del Gel (mL) (mL) (mL) (uL) (uL)
10 mL 6 % 2.85 1 6.15 12 120

Tabla 3. Composicién y cantidades de las soluciones empleadas para realizar la tincion del gel

de poliacrilamida al 6 %.

Soluciones Composicion Cantidades
A Etanol Absoluto 13.5mL
Acido Acético 0.75 mL
150 mL
( mi) Agua destilada 135.5mL
B Nitrato de plata 03¢
(150 mL) Agua destilada 149.7 mL
c Hidréxido de Sodio 39
Agua destilada 146.55 mL
1 L
(150 ml) Formaldehido 37 % 450 uL.

5.3.7 Analisis de los geles de poliacrilamida

La lectura de los geles de poliacrilamida al 6 %, se realiz6 mediante la observacion de

las respectivas bandas para los 3 polimorfismos del gen TP53; determinandose asi el

genotipo de cada individuo.
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Intrén 3.-

La presencia de una banda de 180 bp representa al homocigoto silvestre W/W,
mientras que la insercién de 16 bp se detecté6 mediante la observacién de una banda
de 196 bp (homocigoto mutante M/M) individuos heterocigotos presentan ambas

bandas de196 bp y 180 bp (heterocigoto W/M).

Intrén 6.-

La presencia de dos bandas, 336 bp y 68 bp, corresponde al genotipo G/G
(homocigoto silvestre W/W), mientras que la presencia de una banda de 404 bp
pertenecen al genotipo A/A (homocigoto mutante M/M). Los individuos heterocigotos,

(W/M) presentan los tres bandas (404 bp, 336 bp y 68 bp).

Codon 72.-

La presencia de un fragmento de 309 bp, corresponde al genotipo Pro/Pro
(homocigoto silvestre); mientras que si se observa dos fragmentos equivalentes a 175
bp y 134 bp, corresponde al genotipo Arg/Arg (homocigoto mutante). El genotipo
heterocigoto Pro/Arg se evidencia con la existencia de 3 fragmentos (309 bp 175 bp y

134 bp).

5.3.8 Determinacion de las frecuencias alélicas en cada muestra poblacional

Se trabaj6 con el software SPSS versién 22.0 para la determinacién de la frecuencia

alélica en cada marcador.
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5.3.9 Analisis de equilibrio genético y heterocigocidad

La heterocigosidad esperada (He) en situacion de equilibrio genético para cada locus
se calculé con la féormula de Nei et al., 1987, asi mismo, también se determiné la
heterocigosidad observada (Ho). Mediante la prueba de Chi-Cuadrado, se analizé si
las muestras poblacionales se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy,
1908), a un nivel de significancia de 0.05. Para calcular este estadistico, era necesario

conocer los genotipos esperados de cada polimorfismo estudiado.

La frecuencia genotipica esperada para las tres variantes estudiadas del gen TP53, se
obtuvo elevando al cuadrado cada una de las frecuencias alélicas y multiplicAndolas
por el numero de individuos de la poblacién para los genotipos homocigotos. Por
ejemplo para el caso del genotipo Pro/Pro del codon 72 en la muestra de Lima, se
elevé al cuadrado su frecuencia (0.0910) y el producto se multiplicé por n = 58,
resultando una frecuencia genotipica esperada de 5.2802. Para el caso de los
genotipos heterocigotos, se multiplicé el nimero de individuos de la poblacion por el
doble del producto de la frecuencia de cada uno de los alelos. Por ejemplo, para el
genotipo Pro/Arg del coddn 72 de la muestra de Lima, se multiplicé 2x0.297x0.702x58,

resultando una frecuencia de 24.4396.

5.3.10 Diferenciacion poblacional

Para el andlisis de comparacion de las frecuencias alélicas entre las dos muestras
poblacionales del departamento de Lima, se empled el software Arlequin ver 3.5
(Excoffier, 2011). Asi mismo, se utilizd el estadistico de Fisher a un nivel de

significancia de 0.05 (Fisher, 1935).
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6. RESULTADOS

6.1 Banco de muestras del DNA

El DNA aislado de las muestras de sangre resulté con concentraciones que van de
1.702 a 39.448 ng/uL. . En la Tabla 4 y Tabla 5 se consignan las concentraciones y
porcentajes de pureza de las muestras de DNA de ambas poblaciones en estudio. En
ellas se pueden observar que la muestra L24 y la muestra H14 presentaron las
concentraciones mas altas, siendo de 39.448 ng/uL y 14.741 ng/uL en la muestra de
Lima y Huacho respectivamente. En cambio, la muestra L21 y la muestra H13
presentaron las concentraciones mas bajas: de 1.702 ng/uL y 8.455 ng/ul, que
corresponde a la muestra de Lima y Huacho respectivamente. En todas las muestras
estudiadas (Lima y Huacho) fue necesario trabajar con una concentracién final de 20

ng/uL , para evitar la presencia de productos inespecificos.

La calidad del DNA, se muestra en la Figura 5, donde se observa un gel de
poliacrilamida al 6 %, tefiido con nitrado de plata, que presenta algunas muestras de
DNA de los individuos de Lima y Huacho. Las diferentes intensidades de las bandas

de cada muestra significan diferentes concentraciones de DNA.
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Tabla 4. Pureza (260/280) y concentracion de las 58 muestras del DNA de la muestra de Lima.

Muestra | 260/280 | ng/pL | Muestra | 260/280 ng/uL
LO1 1.23 4.858 L30 0.986 4.581
L02 0.838 2.383 L31 1.437 4.684
LO3 1.535 15.664 L32 1.571 9.563
LO4 1.53 3.659 L33 1.749 11.382
LO5 1.507 16.126 L34 1.438 3.785
L06 1.399 13.428 L35 1.384 5.347
LO7 2.088 8.73 L36 1.493 8.536
LO8 1.882 14.201 L37 1.371 4.809
L09 1.744 2.135 L38 1.592 12.472
L10 1.518 16.097 L39 1.402 9.364
L11 1.646 4.66 L40 1.370 5.870
L12 1.844 10.474 L41 1.461 8.734
L13 0.883 14.527 L42 1.674 8.112
L14 1.787 12.065 L43 1.477 6.212
L15 1.800 5.847 L44 1.521 8.704
L16 1.206 9.873 L45 1.336 3.455
L17 1.83 7.017 L46 1.245 4.563
L18 0.187 2.728 L47 1.632 10.102
L19 0.806 20.326 L48 1.488 7.631
L20 0.787 29.01 L49 1.633 5.313
L21 1.073 1.702 L50 1.281 4.890
L22 0.816 13.892 L51 1.344 5.823
L23 0.967 9.867 052 1.499 6.988
L24 0.749 39.448 L53 1.533 8.241
L25 1.000 4.184 L54 1.458 7.344
L26 1.456 8.475 L55 1.399 7.563
L27 1.387 7.492 L56 1.482 11.392
L28 1.479 8.991 L57 1.745 9.443
L29 1.565 6.782 L58 1.563 7.302
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Tabla 5. Pureza (260/280) y concentracion de las 37 muestras del DNA de la muestra de

Huacho.

Muestra | 260/280 | ng/pL | Muestra | 260/280 | ng/uL
HO1 1534 | 12.932 | H20 1.450 | 13.349
HO2 1.443 | 10.202 | H21 1375 | 12,513
HO3 1.501 | 10.341 H22 1.643 | 11.453
HO4 1439 | 8.853 H23 1505 | 10.483
HO5 1515 | 11.438 | H24 1.531 9.411
HO6 1.457 | 13.751 H25 1.383 | 9.841
HO7 1.388 | 10.354 | H26 1452 | 11.344
HO8 1522 | 12.394 | H26 1.364 | 10.431
HO9 1.534 | 9.442 H28 1522 | 9.315
H10 1.573 | 14.331 H29 1429 | 8.993
H11 1.383 | 11.377 | H30 1533 | 12.483
H12 1.402 | 12.336 | H31 1.473 | 13.341
H13 1.479 | 8.455 H32 1.349 | 12.935
H14 1.542 | 14.741 H33 1.403 | 9.238
H15 1531 | 11.944 | H34 1.487 | 11.263
H16 1.402 | 10.451 H35 1521 | 10.849
H17 1.503 | 9.305 H36 1.426 | 12.451
H18 1583 | 12.833 | H37 1536 | 11.944
H19 1.470 | 10.431
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Figura 5. Determinacion de la calidad del DNA. Gel de poliacrilamida al 6 % y coloreado con
nitrato de plata. Los carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 pertenecen a individuos de las muestras
estudiadas. Se observa que las bandas de las muestras 1, 2, 4, 6 y 8 presentan una gran
nitidez que implica la presencia de una mayor concentracion de DNA, caso contrario ocurre en
las muestras 3,5y 7. M = Ladder de 100 bp.

6.2 Estandarizacion de las condiciones de amplificacion

Para la amplificacion del polimorfismo del codén 72 e intrén 6, las concentraciones
optimas fueron: 1.5 mM de MgCL, 0.5 uM de cada cebador y 20 ng de DNA. La
temperatura 6ptima de alineamiento fue de 55 °C y el nimero de ciclos 6ptimos fue de
30. Estas condiciones originaron un amplificado de buena calidad y baja cantidad de

productos inespecificos.

En relacion al intron 3, las concentraciones optimas fueron: 2 mM de MgCL,, 0.5 mM
de cada primer y 20 ng de DNA. La temperatura éptima de alineamiento fue de 55 °C y
el numero de ciclos 6ptimos fue de 30. Con estas condiciones se obtuvo una buena

calidad del amplificado y baja cantidad de productos inespecificos.
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6.3 Identificacion de alelos

La identificacién de los alelos en las muestras de Lima y Huacho para las tres
variantes del gen TP53, se realizé en los geles de poliacrilamida al 6 % (Figuras 6, 7 y
8). Para el caso del codén 72, e intrén 6, (PCR-RFLP) se utilizé un ladder de 100 bp.
En cambio, para la identificacién de la variante intrén 3 (PCR), se utilizé6 un marcador

de 10 bp.

Figura 6. Amplicén de la variante intron 3 del gen TP53: los carriles 1, 2, 3, 4,5, 6y 7
corresponden al Genotipo W/W. M: Ladder de 10 bp.
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Figura 7. RFLPs de la variante intron 6 del gen TP53: En el Carril 1, 2 y 3 se observa el
Genotipo W/W; los carriles 4, 5, 6 y 7 pertenecen al Genotipo W/M; y el 8 y 9 corresponden
al Genotipo M/M; M: Ladder de 100 bp.

Figura 8. RFLPs de la variante coddn 72 del gen TP53. En el carril 1 y 3 se observa el
Genotipo Pro/Pro (homocigota); los carriles 2, 4 y 7 pertenecen al Genotipo Arg/Arg
(Homocigota) y el 5y 6 corresponden al Genotipo Pro/Arg (heterocigoto). M = Ladder de
100 bp
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6.4 Genotipos

En la Tablas 6, 7 y 8 se muestra el genotipo de los individuos que constituyen las
muestras de Lima, para el intron 3, intrén 6 y coddn 72 respectivamente; de igual
modo en la Tablas 9, 10y 11 se presentan los genotipos de la cohorte de Huacho para
el intron 3, intrén 6 y coddn 72 respectivamente. Las muestras L31 y L51 de Lima
(Tabla 6) y las 27 muestras restantes de Huacho (Tabla 9); no se pudieron amplificar

debido a una contaminacién de los cebadores para el intron 3.

Tabla 6. Genotipos para la variante intrén 3 del gen TP53 de la muestra de Lima.

MUESTRA | GENOTIPO | MUESTRA | GENOTIPO | MUESTRA | GENOTIPO
LO1 WWwW L21 WWwW L41 WM
LO02 WWwW L22 WwW L42 Ww
LO3 Ww L23 Ww L43 WM
LO4 WM L24 WwW L44 Ww
LO5 WWwW L25 WwW L45 WM
LO6 WWwW L26 WwW L46 Ww
LO7 WWwW L27 WwW L47 Ww
LO8 Ww L28 Ww L48 WM
L09 Ww L29 Ww L49 Ww
L10 Ww L30 Ww L50 Ww
L11 Ww L31 * L51 *
L12 WWwW L32 WWwW L52 WwW
L13 WWwW L33 WwW L53 WM
L14 WWwW L34 WWwW L54 WwW
L15 Ww L35 WWwW L55 WWwW
L16 Ww L36 WWwW L56 WWwW
L17 Ww L37 Ww L57 Ww
L18 WwW L38 Ww L58 Ww
L19 WWwW L39 WwW
L20 Ww L40 Ww

* No Amplifico
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Tabla 7. Genotipos para la variante intrén 6 del gen TP53 de la muestra de Lima.

MUESTRA | GENOTIPO | MUESTRA GENOTIPO MUESTRA | GENOTIPO
LO1 WW L21 WW L41 WM
L02 WW L22 Ww L42 Ww
LO3 WW L23 Ww L43 Ww
LO4 WM L24 Ww L44 Ww
LO5 WW L25 Ww L45 Ww
LO06 WW L26 WW L46 WW
LO7 WW L27 WW L47 WW
LO8 WW L28 WW L48 WW
L09 WW L29 WW L49 Ww
L10 WW L30 WW L50 WW
L11 WWwW L31 WW L51 Ww
L12 WWwW L32 WW L52 Ww
L13 WW L33 WW L53 WW
L14 WW L34 Ww L54 Ww
L15 WWwW L35 Ww L55 Ww
L16 WW L36 WW L56 WW
L17 WWwW L37 WW L57 WWwW
L18 WW L38 WW L58 WW
L19 WW L39 WW
L20 WW L40 Ww
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Tabla 8. Genotipos para la variante codén 72 del gen TP53 de la muestra de Lima.

MUESTRA | GENOTIPO | MUESTRA | GENOTIPO | MUESTRA | GENOTIPO
LO1 Pro/Arg L21 Arg/Arg L41 Arg/Arg
LO2 Pro/Arg L22 Arg/Arg L42 Arg/Arg
LO3 Pro/Arg L23 Pro/Arg L43 Pro/Arg
LO4 Pro/Arg L24 Arg/Arg L44 Arg/Arg
LO5 Pro/Arg L25 Pro/Arg L45 Arg/Arg
LO6 Arg/Arg L26 Arg/Arg L46 Arg/Arg
LO7 Arg/Arg L27 Arg/Arg L47 Arg/Arg
LO8 Pro/Arg L28 Pro/Arg L48 Arg/Arg
LO9 Arg/Arg L29 Pro/Arg L49 Arg/Arg
L10 Pro/Arg L30 Pro/Arg L50 Pro/Arg
L11 Pro/Arg L31 Pro/Pro L51 Pro/Arg
L12 Arg/Arg L32 Arg/Arg L52 Pro/Arg
L13 Pro/Arg L33 Pro/Arg L53 Pro/Arg
L14 Arg/Arg L34 Arg/Arg L54 Pro/Pro
L15 Pro/Arg L35 Arg/Arg L55 Arg/Arg
L16 Arg/Arg L36 Pro/Pro L56 Pro/Arg
L17 Pro/Pro L37 Arg/Arg L57 Arg/Arg
L18 Pro/Arg L38 Pro/Arg L58 Pro/Arg
L19 Pro/Arg L39 Arg/Arg
L20 Pro/Arg L40 Arg/Arg
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Tabla 9. Genotipos para el marcador intrén 3 del gen TP53 de la muestra de Huacho.

MUESTRA GENOTIPO MUESTRA GENOTIPO
HO1 WW HO6 WM
HO2 WM HO7 WW
HO3 WW HO8 WW
HO4 WW HO09 WW
HO5 WW H10 WW

Tabla 10. Genotipos para la variante intrén 6 del gen TP53 de la muestra de Huacho.

MUESTRA GENOTIPO MUESTRA GENOTIPO
Ho1 WW H20 WM
HO02 WW H21 WM
HO3 WW H22 MM
HO4 WW H23 WW
HO5 WW H24 MM
HO6 WW H25 WW
HO7 WW H26 WW
HO8 WW H27 WM
HO09 WW H28 MM
H10 WW H29 WW
H11 WW H30 WW
H12 WM H31 WM
H13 WW H32 WWwW
H14 WW H33 WM
H15 WW H34 WWwW
H16 WW H35 WWwW
H17 WM H36 WW
H18 WM H37 WW
H19 WW
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Tabla 11. Genotipos para la variante codén 72 del gen TP53 de la muestra de Huacho.

MUESTRA GENOTIPO MUESTRA GENOTIPO
HO1 Arg/Arg H20 Arg/Arg
HO2 Pro/Arg H21 Arg/Arg
HO3 Pro/Arg H22 Pro/Arg
HO4 Arg/Arg H23 Pro/Arg
HO5 Arg/Arg H24 Arg/Arg
HO6 Pro/Arg H25 Arg/Arg
HO7 Arg/Arg H26 Arg/Arg
HO8 Arg/Arg H27 Pro/Arg
HO9 Pro/Arg H28 Pro/Arg
H10 Arg/Arg H29 Arg/Arg
H11 Arg/Arg H30 Pro/Arg
H12 Arg/Arg H31 Arg/Arg
H13 Pro/Arg H32 Pro/Pro
H14 Pro/Arg H33 Pro/Arg
H15 Arg/Arg H34 Arg/Arg
H16 Pro/Pro H35 Arg/Arg
H17 Arg/Arg H36 Pro/Pro
H18 Pro/Pro H37 Pro/Pro
H19 Arg/Arg

6.5 Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio genético

Los valores de las frecuencias alélicas y genotipicas se obtuvieron aplicando el
software GenePop versién 4.0 (Rousset, 2007). En la Tabla 12 se indica las
frecuencias alélicas en las muestras de Lima y Huacho, observdndose en ambas
poblaciones la presencia de los alelos W y M para el intrén 3, W y M para el intron 6 y

Pro y Arg para el codén 72.
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Tabla 12. Frecuencias alélicas para las variantes intrén 3, intron 6 y coddn 72, en las muestras

de Lima y Huacho.

Variante Lima Huacho
Alelos Frecuencia Alelos Frecuencia

Intrén 3 w 0.946 W 0.900
M 0.053 M 0.100
Intrén 6 w 0.982 W 0.810
M 0.017 M 0.189
, Pro 0.301 Pro 0.297
Codon 72 Arg 0.698 Arg 0.702

En relacion a los resultados de la heterocigosidad se observa que para la muestra de
Lima, la heterocigosidad observada (H,) en el intrén 3, intrén 6 y codon 72 resulté de
0.107; 0.034 y 0.431 respectivamente; y la heterocigosidad esperada (H,) en el coddn
72, intrén 6 e Intrén 3 fue de 0.101; 0.033 y 0.421 respectivamente (Tabla 13). Para la
muestra de Huacho, la heterocigosidad observada (H,) en el intrén 3, Intrén 6 y coddn
72 fue de 0.200, 0.216 y 0.324 respectivamente; y la heterocigosidad esperada (H,)
en el intron 3, intron 6 y codon 72 fue de 0.180, 0.306 y 0.417 respectivamente (Tabla

13).

Tabla 13. Heterocigocidad observada (H,) y esperada (H.) de las tres variantes del gen TP53
en las muestras de Lima y Huacho.

Variante Lima Huacho

HO He HO He
Intrén 3 0.107 0.101 0.200 0.180
Intrén 6 0.034 0.033 0.216 0.306

Codon 72 0.431 0.421 0.324 0.417
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En la Tabla 14 y 15 se detalla la distribucion de las frecuencias genotipicas de las tres
variantes del gen TP53 en las dos muestras poblacionales. En ambas poblaciones se

encontrd las 3 clases genotipicas que corresponden a los 2 alelos codominantes.

Para verificar si el numero de individuos observados por genotipo se desvian del
namero esperado en situacién de equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 la prueba de
Chi-cuadrado (X?) para las tres variantes. Se obtuvieron valores de X? iguales a
0.1794, 0.0180 y 0.6364 para el intron 3, intron 6 y codén 72 respectivamente en la
muestra de Lima (Tabla 14). Para la muestra de Huacho, se obtuvo valores de
X2 iguales a 0.1234, 3.2251 y 1.8528 para el intron 3, intrébn 6 y coddén 72
respectivamente (Tabla 15); con grado de libertad igual a 1. Por lo tanto, ambas
muestras poblacionales del departamento de Lima se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg para los tres marcadores, al disponerse que las diferencias entre las
frecuencias genotipicas observadas y esperadas no son significativas, mediante la
prueba de Chi-cuadrado (X?) con valores de probabilidad (p) mayores al nivel de

significancia de p =0.05.

Tabla 14. Frecuencias genotipicas e individuos observados y esperados para las variantes del

intron 3, intrén 6 y coddn 72 de la muestra de Lima.

. . Frecuencia | Individuos | Individuos | (0 —E)?
Variante | Genotipo genotipica | observados | esperados | E P-valor
W/ W 0.892 50 50.1608 | 0.0005
, W/ M 0.107 6 5.6785 | 0.0182 .
Intron 3w 0.000 0 0.1607 | o0.1607 | 2671
Total 1.000 56 56 | x=0.1794
W/ W 0.965 56 56.0172 | 5.307E
, W/ M 0.034 > 19655 | 0.0006 .
Intron 6 17 0.000 0 0.0173 | o0.0172 | 089
Total 1.000 58 58.0000 | X2=0.0180
Pro/Pro | 0.068 4 52802 | 0.3103
, Pro/Arg | 0.431 57 24.4396 | 0.2682 .
Codon 72 —x/o7Arg | 0.509 57 28.2802 | 0.0579 | 0424
Total 1.000 58 58.0000 | X2=0.6364
“0>0.05

43




Tabla 15. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para las variantes del intrén 3,

intron 6 y codon 72 de la muestra de Huacho.

. . Frecuencia | Individuos | Individuos | (0 —E)? ]
Variante | Genotipo genotipica | observados | esperados E P-valor
W/ W 0.800 8 8.1 0.0012
, W/M 0.200 2 1.8 0.0222 )
Intron 3 —\1m 0.000 0 0.1 0.1000 | 0-72°
Total 1.000 10 10 X2=0.1234
W/W 0.702 26 24.3243 0.1154
, W/ M 0.216 8 11.3513 0.9894 )
Intron 6 M/M 0.081 3 1.3244 21202 | 0072
Total 1.000 37 37.0000 | X2=3.2251
Pro / Pro 0.135 5 3.2703 0.9148
, Pro / Arg 0.324 12 15.4594 0.7742 )
Codon72 = A0 7Arg | 0.540 20 180703 | 0.1638 | 0173
Total 1.000 37 37.0000 | x2=1.8528
*0>0.05

6.6 Diferenciacion poblacional

Utilizando el programa Arlequin version 3.5 opcion: indice de Nei, (1987) se pudo

obtener el grado de diferenciacion genética entre las dos poblaciones analizadas

respecto a cada uno de las tres variantes (intréon 3, intron 6 y codén 72) como se

muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Diferenciacion genética entre las muestras de Lima y Huacho.

Variante Identidad Genética (I) Distancia Genética (D)
Lima - Huacho Lima - Huacho
Intréon 3 0.1663 1.7933
Intrén 6 0.2438 1.1411
Codon 72 0.7233 0.323

Si las frecuencias alélicas son las mismas, comparando dos poblaciones, la identidad

genética equivaldria a 1, mientras que si no comparten ninguno de los alelos la

44




identidad genética equivaldria a cero. Del mismo modo, la distancia genética (D) toma
el valor 0 si son poblaciones idénticas y va hacia el infinito si son poblaciones

completamente diferentes (Excoffier y Lisher, 2011).

Asimismo, se realizd el test estadistico de Fisher para hallar la diferenciacion
poblacional entre ambas muestras trabajadas, para cada uno de las tres variantes del
gen TP53; se empled el software Arlequin (Excoffier, 2011), obteniendo como
resultado para el intrén 3 un valor de p=0.7831 +/- 0.0031; para el intrén 6 un valor de
p=0.8634 +/- 0.0017 y para el codén 72 un valor de p=0.04183 +/- 0.0591 (Tabla 17),
en todos los casos con un nivel de significancia de 0.05. Estos resultados indican que
para el intrén 3 e intron 6, existe una diferencia significativa para las muestras de Lima
y Huacho; en cambio para el codon 72 no existié una diferencia genética significativa
entre las frecuencias alélicas de las dos muestras poblacionales del departamento de

Lima.

Tabla 17. Diferenciacion poblacional de la muestra de Lima y Huacho para las tres variantes
polimérficas.

Variante P- valor *
Intrén 3 0.7831 +/- 0.0031
Intrén 6 0.8634 +/- 0.001

Codon 72 0.04183 +/- 0.0591

*p>0.05
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7. DISCUSION

Se eligi6é los marcadores codon 72, intrén 6 e intrén 3 del gen TP53 porque son los
mas frecuentemente asociados a un amplio rango de enfermedades cancerigenas
(Khalig et al., 2000). Mediante la técnica de PCR-RFLP para el coddn 72 e intron 6 del
gen TP53, se observd la presencia de 2 variantes alélicas; Pro, Arg y W, M
respectivamente, reportadas para estos polimorfismos en la mayoria de las
poblaciones estudiadas (Wu et al., 2002; Buyru et al., 2003). Asi mismo, para el Intrén
3 mediante PCR, se identificaron 2 alelos: W y M, que coincide con las investigaciones

previas de Gemignani et al., (2004).

Para el coddn 72, la variante alélica con mayor valor fue Arg para ambas poblaciones,
siendo la frecuencia de 69.8 % (0.698) en la muestra de Lima y 70,2 % (0.702) en la
muestra de Huacho. Estos resultados son similares a los reportados para la mayoria
de las poblaciones europeas y americanas donde indican el 68 % del alelo Arg para la
poblacién de Espana (Soto, 2008) y 69 % para Brasil (Pinto et al.,, 2008), Argentina
con 64.7 % (Pérez et al., 2006), Colombia con 67 % (Pinto et al., 2007) o Costa Rica
con 65.7 % (Alpizar et al., 2005). Se puede presumir que la distribucién del
polimorfismo varia segun las regiones geograficas y el origen étnico, donde se
evidencia que las poblaciones de paises de Europa y América exhiben altas
frecuencias del alelo Arg, comparadas con las del alelo Pro, mientras que en
poblaciones africanas y asiaticas se encuentra una baja prevalencia del alelo Arg con
un 36.9 % para la poblacion de Nigeria y 29.5 % para la japonesa (Beckman et al.,

1994; Ojeda et al., 2003).

Se tienen evidencias que el alelo prolina es menos efectivo en la induccién de
apoptosis que el alelo arginina. La proteina codificada por el alelo arginina se une a
MDM-2 con mayor afinidad, y produce un aumento del trasporte de la proteina p53 a la
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mitocondria (Dumont et al.,, 2003). Por otra parte, el alelo prolina puede ser menos
activo al momento de producir la parada del ciclo celular, propia del gen TP53, como

respuesta al dafio producido en el DNA (Su et al., 2003).

Varios estudios han sugerido que el alelo arginina del coddn 72 se encuentra mutado
con mas frecuencia en las formas heterocigo6ticas Arg/Pro que en las homocigéticas
Arg/Arg, adquiriendo una mayor ventaja de crecimiento en funcion de la proporcion de

alelos arginina y prolina mutados en el tumor (Tada et al., 2001; Langerod et al., 2002).

Igualmente, diversos estudios han investigado la implicacion de este polimorfismo y el
riesgo para desarrollar diferentes tipos de cancer. Asi, hay estudios en los que se ha
observado una asociacion estadisticamente significativa entre la variante arginina de
este polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de mama (Liu et al., 1998;
Langerod et al., 2002; Kalemi et al., 2005). De otro lado, existen reportes en los que
este riesgo se ha visto asociado a la variante prolina (Huang et al., 2003; Mabrouk et
al., 2003). En relaciéon a otros tumores, como el cancer de prostata, hay estudios en
los que se sugiere que la variante prolina confiere un mayor riesgo de desarrollar dicho
tumor (Wu et al., 2004) y otros en los que no se ha encontrado una asociacion
estadisticamente significativa (Huang et al, 2004). Lo mismo ocurre con otros
tumores genitourinarios, como el cancer de vejiga (Furihata et al., 2002; Chen et al.,
2004) y el carcinoma de cérvix (Kucera et al., 2000; Sifuentes et al., 2003; Wu et al.,
2004) el carcinoma de endometrio (Roh et al., 2004), y el de ovario (Hogdall et al.,
2002; Pegoraro et al., 2003). En el cancer de pulmédn, al igual que en el resto de
tumores, la mayoria de los estudios epidemioldgicos han sido de casos-controles,
observandose una asociacién positiva, incrementando el riesgo, tanto para el genotipo
homocigoto prolina (Weston et al., 1992; Miller et al., 2002; Ueda et al., 2003), como
para el genotipo heterocigoto arginina/prolina (Miller et al., 2002). Igualmente se han

publicado estudios en los que no se ha demostrado un incremento del riesgo de
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desarrollar cancer de pulmén con dichas variantes genotipicas (Birgander et al., 1995;

Malcolm et al., 2000; Su et al., 2003; Zhang et al., 2003), ver Anexo |.

Otro punto importante es que se ha investigado sobre una correlacién entre la
variabilidad del codén 72 de TP53 y la latitud, en la cual el alelo codificante para
prolina se hace mas prevalente a medida que se esta mas proximo a la linea
ecuatorial sugiriendo que la distribucién mundial de este polimorfismo refleja una
adaptacion a la exposicién de la radiacién UV. Sin embargo, la poblacién amerindia de
Warao (Venezuela), localizada entre los 8 °N y la poblacion de Aché (Paraguay),
localizada en los 24 °S presentan frecuencias para el alelo prolina entre 6,8 % y 36,6
%, sin que exista correlacién con la latitud (Beckman et al.,, 1994; Sjalander et al.,

1995).

En este sentido, las frecuencias alélicas encontradas en el presente estudio y en otros
reportes para poblaciones amerindias contrastan de manera significativa con
poblaciones autéctonas de Africa, Asia y Oceania en las cuales predomina el alelo

prolina aunque habitan en latitudes similares.

Las poblaciones mixtas del Nuevo Mundo son unicas al representar la repentina
confluencia de genomas geograficamente divergentes con nuevos retos
medioambientales, producto de la migracién intercontinental. Este tipo de presion
selectiva puede ser muy diferente a la que puedan enfrentar poblaciones
estacionarias, en las cuales los cambios ambientales locales pueden ocurrir
gradualmente, permitiendo el incremento de la frecuencia de alelos poco comunes
(Tang et al., 2007). Por lo tanto, nuestra diversidad genética puede ser el producto del
patron de mezcla de genomas mas que del efecto de la seleccion natural ante el
medio ambiente. Ojeda et al. (2003) sugieren que la distribucion mundial del
polimorfismo del codén 72 de TP53 en poblaciones autdctonas refleja las antiguas
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rutas migratorias humanas, especificamente aquellas que dispersaron al Homo
sapiens moderno desde Africa hace 100 000 - 150 000 afios. Considerando que el
poblamiento de América data de unos 20 000 — 30 000 anos (Fagundes et al., 2008) y
que la hipoétesis mas aceptada es que se diera por grupos humanos provenientes de
Asia y Europa. Es posible que el efecto de seleccion natural no haya favorecido el
incremento de las frecuencias del alelo prolina en poblaciones ubicadas en areas
geograficas con alta irradiacion solar en el continente americano. Sin embargo, no es
descartable el efecto que ha podido tener la exposicion a condiciones ambientales o

ecologicas producto del contacto con otros grupos humanos.

En relacion al intrén 6, el alelo mas frecuente resulté W (silvestre) con una frecuencia
de 0.982 para la muestra de Lima y 0.810 para la muestra de Huacho. Estos
resultados son similares con los reportados en la poblacién de ascendencia mexicana
(Wu et al., 2002) donde indican para el alelo W una frecuencia de 0.9 y para la
poblacién caucasica una frecuencia alélica para la variante W de 0.88. De la misma
manera en un estudio en la poblaciéon de Inglaterra, se encontré que el alelo W tiene
una frecuencia alélica de 0.901 (Mavridou et al., 1998), y para una muestra poblacional

africana, una frecuencia alélica de 0.88 (Wu et al., 2002).

Con respecto a los estudios de asociacion genética y susceptibilidad del cancer; varios
trabajos se han realizado con la finalidad de dilucidar la existencia de riesgo hacia un
tipo de cancer y presencia de este marcador. Asi se tiene el trabajo de Wu et al.,
(2002), donde report6 para el intron 6, que la frecuencia del alelo M se relaciona
estadisticamente con la susceptibilidad al cancer de pulmén con una frecuencia de
0.12 y 0.10 en la poblaciones caucasicas y americanas respectivamente. En cambio
nuestros resultados indican que el alelo M (ausencia del sitio de restriccién), con una
frecuencia de 0.017 y 0.189 para la muestra de Lima y Huacho respectivamente,
presentan una frecuencia baja, semejante a los resultados de la poblacion africana
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estudiada por Madeiros et al., (2007), con una frecuencia para el alelo M de 0.05. En
cambio, en un estudio de caucasicos del sureste de Inglaterra (Mavridou et al., 1998),
revel6 un incremento significante en la prevalencia del alelo M en los pacientes con
cancer de ovario, con una frecuencia del alelo M de 0.164. Es posible que la transicién
G a A interrumpe una estructura hairpin-like formada por la hibridaciéon de la citosina y
guanina (Peller et al., 1995). La interrupcidon de esta estructura secundaria del alelo W

puede proporcionar un impacto negativo en el mecanismo de la funcion del gen TP53.

En el caso del intrén 3, la insercion de 16 bp del gen TP53, se describié por primera
vez en 1993, en la poblacidon caucésica, observandose un 28 % de heterocigosidad en
los 82 pacientes estudiados (Lazar et al., 1993). Para la muestra de Lima, la variante
alélica mas frecuente fue W con 94.6 % (0.946), asi como en la muestra de Huacho,
donde se obtuvo un valor de 90 % (0.900), por lo que la variante alélica W tiene una
mayor frecuencia de incidencia, en cambio para el alelo M, se obtuvo una frecuencia
génica baja, con 5.4 % (0.053) y 10 % (0.100) para las muestras de Lima y Huacho,

respectivamente.

Estos resultados coinciden con estudios de asociacion de esta variante y el riesgo
hacia la susceptibilidad de cancer donde se noté un incremento de riesgo de cancer
de pulmén para los homocigotos (M/M) y para los heterocigotos (W/M) en una
poblacién de origen caucasica e hispano-americanos (Wu et al., 2003). Sin embargo,
esta asociaciébn no se observé en la raza afroamericana (Wu et al, 2002). Este
polimorfismo ha sido también estudiado en otros tipos de tumores. En el cancer de
ovario, un estudio encontré6 un mayor riesgo de desarrollar el cancer en los pacientes
con la variante mutante (M) (Runnebaum et al., 1995). Sin embargo otros dos
estudios no han encontrado dicha asociacion (Campbell et al., 1996; Lancaster et al.,
1995). La proximidad de este polimorfismo al codon 72 en el exdn 4 podria explicar en
parte la asociacion propuesta de este alelo con cancer. Un estudio en la poblacion de
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Espafna (Gemignani et al., 2004), mostré que esta insercion de 16 pares de bases, se
asocié con niveles mas bajos de transcripciones del TP53, lo que sugiere que el
polimorfismo causa una alteracion en el procesamiento del ARNm, proporcionando
una posible base molecular para el aumento asociado en el riesgo de desarrollar
cancer, la cual para los resultados obtenidos en el presente estudio, no mostré un

valor significativo.

Con respecto a la heterocigosidad observada en comparacién con los tres marcadores
estudiados para la muestra de Lima y de Huacho, se observa que la mayor se
encuentra para el codén 72 con un 0.431 y 0.324 respectivamente, pero presenta un
valor relativamente bajo y similar con los valores obtenidos con una poblaciéon de Lima
Metropolitana donde se obtuvo un valor de 0.354 (Klug et al., 2001). Se considera que
principalmente se debe a la presencia de un alelo con una frecuencia alta, en este
caso el alelo Arginina, con un valor al 50 % del total esperado en ambos loci del gen
TP53. Por otro lado, el intrén 6 presenta una heterocigosidad muy baja de 0.034 para
la muestra de Lima y 0.216 para la de Huacho, la cual se aproxima a la mayoria de las
poblaciones reportadas (Mavridou et al., 1998; Madeiros et al., 2007). Se asume que
estos resultados se deben principalmente por la alta frecuencia del alelo W y su
contraste del alelo M, donde se ha encontrado que el alelo M presenta una frecuencia
alélica muy baja en los estudios de asociacién genética de los individuos controles
(Wu et al., 2002). De igual manera ocurre con el intron 3, donde la heterocigosidad es
0.107 y 0.200 en la muestra de Lima y de Huacho respectivamente; estos resultados
se aproximan con las poblaciones mexicanas americanas y caucasicas; pero no asi

con las africanas (Wu et al., 2002), ver Anexo |.

Cuando se realizé la prueba de diferenciacién poblacional, se evalu6 si la frecuencia
alélica es semejante o diferente genéticamente entre las dos muestras poblacionales
estudiadas. El valor de la prueba de Fst se obtuvo empleando la varianza de las
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frecuencias alélicas de las poblaciones, dividida entre el promedio de las frecuencias
alélicas por uno, menos el promedio de las frecuencias alélicas (Guido, 2000). Sin
embargo, el software Arlequin genera un valor de Fst corregido, es decir mas cercano
a lo que ocurre en poblaciones naturales debido a que se emplea el algoritmo
matematico de las Cadenas de Markov. Es asi que con el software Arlequin (Stefan et
al., 2000), se obtuvo para el coddn 72, el valor de p=0.05183 +/- 0.0591 que al no ser
significativo se rechaza la hipétesis, por consiguiente se concluye que no existen
diferencias significativas entre las frecuencias alélicas para el codéon 72 del gen TP53
entre las dos muestras poblacionales estudiadas del departamento de Lima. En
cambio para el intrén 6 e intron 3 se obtuvo un valor de p= 0.8634 +/- 0.0017 y p=
0.7831 +/- 0.0031 respectivamente; que al ser significativos se acepta la hipétesis; es
decir, si existen diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de estos dos
marcadores para ambas muestras poblacionales estudiadas. Esto se debe
principalmente, a que las secuencias intrénicas al ser regiones no codificantes, suelen
tener una tasa de mutacioén relativamente alta, la cual va variando en las poblaciones.
Por lo que, en la secuencia no codificante del DNA es probable que se acumule
mutaciones deletéreas (Lynch y Conery, 2003), lo cual hace que ambas muestras
estudiadas se diferencien genéticamente, respecto a la variante polimérfica del intrén

6 e intron 3.

De acuerdo con el principio de la genética de poblaciones, la eficiencia de la seleccién
en la eliminaciéon de mutaciones deletéreas ligeramente depende en gran medida del
tamano efectivo de la poblacion (Ne) y el flujo génico de la poblacién (Lynch y
Conery, 2003). Por lo que, al ser el intron 3 y 6 los polimorfismos incluidos en las dos
muestras poblaciones analizadas, se esperaria que a través del tiempo, la alta tasa de

sustituciones nucleotidicas influya significativamente en estas secuencias no

codificantes.
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8. CONCLUSIONES

Se determiné la frecuencia alélica de las tres variantes polimoérficas del gen TP53,
donde la frecuencia alélica con mayor valor fue W (silvestre) con 0.946 y 0.900 para
intron 3; el alelo W (silvestre) con 0.982 y 0.810 para el intrdén 6 y para el codén 72, el
alelo Arg con 0.698 y 0.702 para las muestras de Lima y Huacho respectivamente.
La estandarizacion y las metodologias para el procesamiento de las muestras del
DNA resulté ser la adecuada para la identificacién de los alelos.
Se logr6é establecer una base de datos de las frecuencias alélicas para las tres
variantes polimorficas: codén 72, intron 6 e intron 3 del gen TP53 para un futuro
estudio de casos y controles.
Se determind que ambas muestras poblacionales estudiadas se encuentran en
equilibrio de Hardy — Weinberg.

- Segun la prueba del test estadistico de Fisher, no existe diferencias significativas en
las frecuencias alélicas entre ambas muestras estudiadas en relacion al codon 72,
En cambio para las frecuencias alélicas del intron 3 y 6, si existio diferencias

significativas.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar un mayor nimero de individuos en la muestra poblacional, para que los
resultados permitan proporcionar un analisis mas amplio y preciso.

Trabajar con casos (poblacion con algun tipo de cancer), permitiria una
evaluacion de asociacién de riesgo, utilizando los datos controles proporcionados

en este trabajo.
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ANEXO I.

11. ANEXOS

Cuadro comparativo de las frecuencias alélicas y heterocigosidad observada del codén 72 en el
gen TP53, con respecto a varias poblaciones.

. Frecuencia Genotipica Frecuencia Alelica
Pais N Referencia
Pro/ Pro | Pro/ Arg | Arg/l Arg Fro Arg
Feru (Lima) 58 0.068 0431 0.509 0.302 0693 En este Trabajo
Feru (Huacho) | 37 0135 0324 0.540 0297 0703 En este Trabajo
Fert 127 | 0126 0.354 0520 0.303 0.696 Klug etal, 2001
Argentina 108 011 0.48 0.40 0.35 0.64 Férez et al.,, 2006
Colombia 186 0.10 0.45 0.44 033 0.67 Pinto et al., 2007
Chile 133 0.15 0.44 0.41 0.36 0.63 Irarrazabal et al., 2003
Inglaterra 277 0.08 0.41 0.45 0.31 0.6a Zhang et al., 2003
ltalia 174 0.04 035 0.61 022 078 Bergamaschi et al., 2004
Espafia a0 010 0.44 0.46 0.32 0.68 Beckman et al., 1994
Japan 110 018 0.46 0.36 0.41 0.59 Minaguchi et al., 1998
Tailandia 100 0.25 053 022 0.52 0.48 Settheetham et al,, 2005
India 112 022 0.51 027 0.48 052 Acharya et al., 2002
Migeria 122 0.39 0.49 012 0.63 037 Beckman et al., 1994
Liganda 115 047 0.48 0.05 0.71 0.z29 Tarnesello et al., 2005
Sudafrica 340 047 0.44 0.09 0.69 031 FPegararo et al., 2002

Cuadro comparativo de la heterocigosidad observada del Intrbn 3 y 6 en el gen TP53, con
respecto a varias poblaciones.

Intron 3 Intron 6
Pais N He Referencia Pais N He Referencia
Peru (Lima) | 58 | 0.107 En este Trabajo Peru (Lima) 58 0.034 En este Trabajo
Peru : Perd :
(Huacho) 37 | 0.200 En este Trabajo (Huacho) 37 0.216 En este Trabajo
Colombia 186 | 0.115 Pinto et al., 2007 Colombia 186 0.155 Pinto et al., 2007
Caucasicas | 541 | 0.181 Wu et al., 2002 Inglaterra 277 0.165 Mavridou et al., 1998
Africanas 127 | 0.374 Wu et al., 2002 Sudafrica 154 0.152 Wu et al., 2002
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ANEXO Il
CONSENTIMIENTO INFORMADO
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MUESTRA DE DNA CON FINES DE DESARROLLO DE
PROCEDIMIENTOS MOLECULARES EN LOS PROYECTOS TITULADOS: “DETERMINACION DE LAS
VARIABLES GENICAS DEL GEN SUPRESOR DE TUMORES (TP53) EN POBLACIONES PERUANAS”,
“DETERMINACION DE LAS VARIABLES GENOTIPICAS DEL GEN MANNOSE-BINDING LECTIN
(MBL2) EN POBLACIONES PERUANAS” y DETERMINACION DEL POLIMORFISMO INDEL(l/D)
DEL GEN ECA EN MUESTRAS DE POBLACIONES PERUANAS”

LAB GENETICA HUMANA- FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS- UNIVERSIDAD NACIONAL
MAYOR DE SAN MARCOS -2014

Presentacion del Equipo de Trabajo

* Somos el equipo del Laboratorio de Genética Humana de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos con direccion: Calle German
Amezaga 375 — Cercado de Lima, teléfono 619 7000.

e Margarita Rosa Eugenia VELASQUEZ REINOSO (Bidloga).

e Ricardo JaimeDESCAILLEAUX DULANTO (M. Sc. Jefe del laboratorio)

« Jestis CORDOVA SANTA GADEA, (Bidlogo).

En el trabajo diario del laboratorio, nos guiamos por la Declaracidén Universal sobre el Genoma
Humano y los Derechos Humanos de la UNESCO, aprobada en 1997; la Declaracién
Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos de la UNESCO, aprobada el 16 de Octubre
del 2003; el Informe de la Secretaria de la Organizacion Mundial de la Salud sobre Control de
las Enfermedades Genéticas, Documento EB116/3 del 21 de Abril de 2005 y la Comunicacién
(2008) 679 de la Comisidn de las Comunidades Europeas sobre las Enfermedades Raras: un
Reto para Europa del 11 de Noviembre del 2008. Igualmente, todos los integrantes del Servicio
firmamos una Declaracidon de Confidencialidad, con respecto a los datos que manejamos
durante nuestro trabajo.

Utilidad de este Consentimiento

El propdsito de este documento es proporcionarle la informacién necesaria para que
libremente decida si desea o no donar una muestra de sangre para su posterior extraccién de
DNA. Lea por favor la informacién que sigue y pregintenos todo aquello que no le quede claro.
Una vez que esté seguro de haber entendido cémo se toma la muestra de DNA y lo que se va a
hacer con ella, decida si desea tomarse la muestra.

éQué le estamos solicitando?

Que Ud. nos proporcione una muestra de sangre periférica de una vena del brazo o mano, de
la cual nosotros obtendremos su DNA, para que sea empleado en procedimientos o analisis de
genética molecular con fines de investigacién. Le pedimos que nos proporcione una muestra
de su sangre, que luego haremos andnima, es decir, se retirara la identificacion
correspondiente a su nombre y sélo registraremos el género, sexo y afio de nacimiento.

éEn qué consiste la toma de muestra de sangre?

El DNA se encuentra en todas nuestras células y por lo tanto en las células blancas de la
sangre. Por ello es obtenido a partir de una muestra de sangre periférica, es decir, de una de

69



las venas del brazo. Si Ud. estd de acuerdo, se le tomara una muestra de sangre. Para tener
una idea, las personas tenemos alrededor de 3,500 mililitros de sangre, por ejemplo, en una
donacidn de sangre se extrae una o dos bolsas de 250 mililitros. A usted se le tomara una
muestra que corresponde a tres cucharadas de sopa o 15 mililitros. No nos es posible emplear
su muestra para otros examenes como hemoglobina, glucosa, etc. Es de uso exclusivo para
estandarizar pruebas moleculares y para investigacidn en genética molecular. Recuerde que la
muestra va a ser andénima luego de tomada y no se podra identificar la suya de entre las otras.

éSe requiere informacion clinica?

Si, se le preguntara por antecedentes personales, antecedentes familiares y aspectos clinicos
relacionados con dificultades intelectuales y otras enfermedades crénicas.

éCuales son las molestias y riesgos para Ud.?

Las molestias que Ud. sentira son algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria
presentar un moretdn en el drea donde se le introdujo la aguja o bien una infeccién en la zona
de punciéon. En este ultimo caso, serd atendido por un personal de la institucién sin costo
adicional.

éCuales son los beneficios?

Usted contribuird al desarrollo y estandarizacién de técnicas de genética molecular que nos
permitiran realizar diagndstico de enfermedades e investigacién. No hay compensacion
econdmica por su participacion en este estudio.

¢Es confidencial mi participacion en este estudio?

Si, su participacion es confidencial, las muestras pasan a ser andénimas, no se entregan
resultados ya que estas muestras seran utilizadas para estandarizar técnicas y no son para
diagndstico especifico de enfermedad alguna. Sus datos personales (afio de nacimiento y sexo)
asi como la muestra de sangre tendrdn un cddigo y no su nombre. Cuando los resultados de los
trabajos se presentan para andlisis estadistico u otros aspectos administrativos de la
Universidad, son manejados por personal institucional, conscientes de la confidencialidad. Si
los resultados de estos estudios son publicados o presentados en ambientes cientificos, su
nombre no aparecera.

En caso de preguntas adicionales ¢ con quién podria contactar?

Ud. puede contactar:
Al M Sc. Ricardo Jaime Descailleaux Dulanto, Jefe del laboratorio de Genética Humana al
numero 998 541 980

Una vez que esté seguro de haber entendido todo lo anterior y no tenga mas preguntas, firme
por favor la autorizacidon o consentimiento informado para tomar la muestra de sangre, poder
guardar su DNA y emplearlo en los procedimientos explicados. La firma del consentimiento
informado debera realizarse en presencia de un testigo. Ud. recibird una copia de este
documento y consentimiento.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MUESTRA DE DNA CON FINES DE DESARROLLO DE
PROCEDIMIENTOS MOLECULARES EN LOS PROYECTOS TITULADOS: “DETERMINACION DE LAS
VARIABLES GENICAS DEL GEN SUPRESOR DE TUMORES (7P53) EN POBLACIONES PERUANAS”
, “DETERMINACION DE LAS VARIABLES GENOTIPICAS DEL GEN MANNOSE-BINDING LECTIN
(MBL2) EN POBLACIONES PERUANAS” Y DETERMINACION DEL POLIMORFISMO INDEL(I/D)
DEL GEN ECA EN MUESTRAS DE POBLACIONES PERUANAS”

LAB GENETICA HUMANA- FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS- UNIVERSIDAD NACIONAL
MAYOR DE SAN MARCOS -2014

Yo, , con DNI N¢

declaro que he sido informado(a) por el Mg. Ricardo Jaime DescailleauxDulanto acerca de
mi participacién para desarrollar procedimientos moleculares para investigacién en el
laboratorio de Genética Humana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de La Universidad
Nacional Mayor de San Marcos y he tenido la oportunidad de hacer las preguntas necesarias;
estoy satisfecho (a) con las explicaciones recibidas y doy voluntariamente mi consentimiento
para:

1. Que se me extraiga una muestra de sangre para la implementacién de
procedimientos de Genética Molecular del Laboratorio de Genética Humana de la
Facultad de Ciencias Biolégicas - UNMSM.

Firma: Impresion digital

2. Que (SI/NO) se almacene mi muestra en el Banco de DNA del Laboratorio
de Genética Humana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas - UNMSM.

Firma: Impresion digital
Direccién o correo para informar conclusiones generales:

3. Profesional que toma Consentimiento:

DNI:
Firma: Impresién digital
4. Testigo: DNI:
Firma: Impresidn digital
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ANEXO lll
FICHA DE DATOS DE LOS VOLUNTARIOS
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FICHA DE DATOS DE LOS PARTICIPANTES VOLUNTARIOS DEL PROYECTO

PROYECTOS:“DETERMINACION DE LAS VARIABLES GENICAS DEL GEN SUPRESOR DE TUMORES
(TP53) EN POBLACIONES PERUANAS”, “DETERMINACION DE LAS VARIABLES GENOTIPICAS DEL
GEN MANNOSE-BINDING LECTIN (MBL2) EN POBLACIONES PERUANAS” Y DETERMINACION DEL
POLIMORFISMO INDEL(l/D) DEL GEN ECA EN MUESTRAS DE POBLACIONES PERUANAS” Y
DETERMINACION DEL POLIMORFISMO INDEL(l/D) DEL GEN ECA EN MUESTRAS DE POBLACIONES

PERUANAS”
Fecha: Cddigo:
N° de consentimiento informado: N° de clave:
I. INFORMACION GENERAL
Apellidos:
Nombres:
Fecha y lugar de nacimiento: Edad:
Provincia: Departamento:
N° de orden de la hermandad: Estatura: Peso:
Estado civil: N de hijos segun sexo: Mujer Varon _
Nivel de educacion: Ocupacién:

Enfermedades que ha sufrido y fecha de ocurrencia:

[I. INFORMACION FAMILAR:

Nombre del padre: Edad:

Fecha y lugar de nacimiento:

Ocupacién:

Nombre de la madre: Edad:

Fecha y lugar de nacimiento:

Ocupacion:

N° de hijos: Varones: Mujeres: Embarazos: Abortos:
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