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RESUMEN
Objetivo: Determinar la distribucion del polimorfismo del codon 72 del gen p53 en pacientes que presentan
lesiones cervicales asociadas a infeccion por VPH.
Métodos: Estudio descriptivo de corte transversal donde se procesaron 118 muestras del drea genital
femenina,de 59 mujeres sanas (controles)y 59 con lesiones cervicales NICI-NICII-NICIII y Cain situ (casos),
para la extraccion y purificacion del ADN. Se amplifico el exon 4 del gen p53, para la genotipificacion
del codon 72 mediante la técnica PCR-SSCP.
Ambiente: Facultad de Ciencias, Laboratorio de Biologiay Medicina Experimental LABIOMEX, Universidad
de Los Andes. Mérida, Estado Mérida, Venezuela.
Resultados: La PCR-SSCP permitio determinar la frecuencia de los genotipos homocigotos arginina (Arg/
Arg), prolina (Pro/Pro) y heterocigoto prolinal/arginina (Pro/Arg). Para los casos el genotipo Arg/Arg
tuvo una frecuencia de 32,20 % y para los controles de 50,85 %. El genotipo Pro/Pro se encontré en 5,09
% de los casos 'y 11,86 % para los controles. El genotipo Pro/Arg tuvo una distribucion de 62,71 % para
los casos 'y 37,29 % para los controles.
Conclusion: En este estudio no se encontro una relacion estadisticamente significativa entre la presencia
del genotipo Arg/Arg y el desarrollo de lesiones cervicales.
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SUMMARY
Objective: To determine the distribution of the polymorphism of the codon 72 of the gene p53 in patients
that present cervical lesions associated to infection by VPH.
Method: Descriptive and transversal study through assessment of 118 samples of the genital feminine area
were processed, of 59 healthy (control) women and 59 with cervical lesions NICI-NICII-NICIII and Ca in
situ (cases), for the extraction and purification of the DNA. The exon 4 of the gene p53 was amplified, for
the genotipification of the codon 72 by means of technical PCR-SSCP.
Setting: Facultad de Ciencias, Laboratorio de Biologiay Medicina Experimental LABIOMEX, Universidad
de Los Andes. Merida, Estado Merida, Venezuela.
Results: PCR-SSCP allowed determining the frequency of the homozygotes genotypes arginine (Arg/Arg),
proline (Pro/Pro) and heterozygotes proline /arginine (Pro/Arg). For the cases the genotype Arg | Arg
had a frequency of 32.20 % and for the controls of 50.85 %. The genotype Pro/Pro was in 5.09 % of the
cases and 11.86 % for the controls. The genotype Pro/Arg had a distribution of 62.71 % for the cases and
37.29 % for the controls.
Conclusion: In this investigation there was not a statistically significant relationship among the presence
of the genotype Arg/Arg and the development of cervical lesions.
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INTRODUCCION

La pérdida de la actividad del gen supresor de
tumores p53 causada por alteraciones gendmicas
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como mutaciones o por interacciones con productos
virales, ha sido asociada con la inmortalizacion o la
transformacién celular in vitro y con el desarrollo
del cancer in situ (1-2,3). Un ejemplo de estas
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interacciones con productos virales, la constituye
la degradacion de la proteina TP53 inducida por
la proteina E6 del Virus del Papiloma Humano
(VPH). Ademads, se ha demostrado que la proteina
E6 del VPH tiene mayor afinidad por una variante
polimorfica presente en el codon 72 del exon 4 del
genp53,especificamente porel alelop53Arg72 (Arg),
y no por la forma p53Pro72 (Pro). Esto es de gran
importanciayaque se harelacionado de formadirecta
la presencia de este alelo con el desarrollo del cancer
cervical asociado al VPH (4). Por otra parte, el gen
supresor de tumores p53 se encuentra mutado en mas
del 50 % de los canceres humanos, principalmente en
el dominio de unién al ADN que involucra al codén
249 del ex6n 7, lo que trae como consecuencia la
pérdida de su actividad biolégica (5). Thomas y col,
(1999) (6) reportaron que mujeres homocigotas para
la variante arginina (Arg/Arg) eran siete veces mas
susceptibles a la tumorogénesis asociada al VPH
que las mujeres heterocigotas (Pro/Arg). Por tanto,
el genotipo (Arg/Arg) se podria consider un factor
de riesgo en el desarrollo de cancer asociado con
el VPH. De igual forma Zehebe y col. (1999) (7),
corroboraron los trabajos de Storey (1996) (4), en un
estudio realizado en mujeres italianas y suecas. Asi
mismo, Ojeda y col. 2003 (8), encontraron que las
mujeres eran 2,6 veces mds susceptibles al desarrollo
de cancer cervical cuando presentaban el genotipo
homocigoto Arg/Arg. Otros estudios epidemioldgicos
muestran resultados controversiales, en los que no
se encuentra ninguna relacién significativa entre la
forma homocigota Arg/Arg y el riesgo a desarrollar
cancer cervical inducido por el VPH, tal es el caso de
estudios realizados en mujeres coreanas (9),suecas (10)
y peruanas (11),entre otros. Recientemente, Koushik
y col. 2004 (12), realizaron un estudio estadistico
de 50 articulos con resultados contradictorios,
concluyendo que no existe una relacién significativa
entre la forma polimorfica Arg/Arg y el desarrollo
de céancer cervical. Evidentemente, existe una gran
discrepanciaentre la asociacién del polimorfismo del
codon 72 y el riesgo a desarrollar cancer asociada al
VPH. Makniy col. (2000) (13), sefialan que unas de
las posibles causas de estas controversias radicaen la
falta de validacién de protocolos confiables para la
deteccién del polimorfismoy enlaeleccion de grupos
control no representativos. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar la distribucién del polimorfismo
del codén 72 del gen p53 en pacientes infectadas con
VPH y lesiones NICI, NICII, NICIIT y CA in situ, en
una poblacién femenina de los andes venezolanos.
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METODOS

Entre el mes de abril del afio 2004 y febrero de
2006, se realiz6 un estudio descriptivo preliminar de
corte transversal donde se analizaron 118 muestras del
area genital de mujeres del Estado Mérida, Venezuela,
con edades comprendidas entre 21 y 63 afos, que
iniciaron su actividad sexual, y que acudieron
voluntariamente a la consulta privada o publica
para realizarse un control citolégico y una prueba
molecular mediante PCR MY09 MY11 (14) para
determinacién de infeccion por VPH. Alas pacientes
se les informé de la posibilidad de genotipificar el
codoén 72 del gen p53, se les invitd a participar en
el estudio y se obtuvo el consentimiento informado.
Del total, se seleccionaron 59 muestras negativas
para infeccién por VPH y lesiones cervicales que
conformaron el grupo control. El grupo experimental
queddé conformado por 59 muestras de pacientes que
presentaron infeccién por VPH y lesiones NIC-I, II,
IIT o CA in situ establecido por estudio previo (15).

Procesamiento de las muestras

Las muestras obtenidas como hisopados,
cepillados y biopsias se procesaron para extraer el
ADN mediante el método cldsico de precipitacién con
fenol-cloroformo (16) con algunas modificaciones. A
los hisopados/cepillados, se les afadié solucién salina
al0,8 %y seincubd por 2 horasa37°Cy luego seretird
el hisopo o cepillo cervical. Después de centrifugar a
alta velocidad,al sedimento celular se le afiadi6 400 pL
detamponde extraccién (Tris-HC10,2 M pH 8; EDTA
0,025 M; NaCl 0,1 M; y SDS 0,2 %), proteinasa K
0,2mg (20 mg/mL) y 20 pL de SDS 10 %. Se incubé
toda la noche a 55° C. Posteriormente se afladié 100
UL de Chelex-100 al 5 % y se calenté por 10 minutos
a95°C (17). A continuacion se afiadié un volumen de
fenol-cloroformo-isoamilalcohol (24:23:1) y se agitd
en vortex, a la fase acuosa separada se le afiadieron
dos voliimenes de etanol absoluto y 0,2 volimenes de
acetato de amonio 10 M. Se dej6 precipitar el ADN
por 48 horas a -20° C, y se procedié a centrifugar
para bajar el precipitado. El1 ADN se resuspendi6 en
50 pL de tamp6n TE 10 mM pH 8. Las muestras de
ADN fueron sometidas a una PCR que amplifica un
fragmento del gen de la (3-globina, para determinar
la calidad del ADN utilizando los iniciadores PC04
5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ y GH20
5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ que
producen un fragmento de 268 pb (18).
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Analisis del polimorfismo del codon 72 del gen
p53 por PCR-SSCP

El andlisis de polimorfismo se realizé
utilizando los iniciadores COD72F1
5’-GGACTGACTTTCTGCTCTTG-3" y
COD72R15’-GAAGTCTCATGGAAGCCAG-3’
con un programa de PCR propuesto por Chosdol y
col. (2000) (19) obteniéndose un amplificado de 306
pares de bases. Los amplificados obtenidos fueron
sometidos aandlisis conformacional de cadena simple
de ADN (SSCP). Paraello fueron desnaturalizados a
95°Cdetemperaturaen un volumen de bufferde carga,
compuesto por formamida al 90 % y xilencyanol al
0,001 % por 10 minutos, se enfriaron rapidamente en
hielo por 5 minutos. Las muestras desnaturalizadas
fueron cargadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida
29:1 al 6 % ,en buffer TBEO,1 M pH 8, con un tamafio
de 18 x16 cm. Se utilizé un aparato de electroforesis
vertical Thermo conrefrigeracién a4°C auna potencia
de 30W y un voltaje 1200V durante 4 horas. Una vez
finalizadalacorridael gel fue tefiido con latécnicadel
nitrato de plata (Silver Sequence Promega), finalmente
fueron fotografiados en un equipo documentador de
iméagenes Singene Ingenius para su andlisis posterior.
Las isoformas encontradas en el andlisis PCR-SSCP
fueron comparadas con los resultados del analisis
de restriccién (RFLP) al que fueron sometidos los
amplificados utilizando la enzima BstU1 segtn el
protocolo de Smith (1997) (20).

Analisis estadistico

Losresultados fueron analizados estadisticamente
utilizando el programa SPSS 12.0 para Windows,
para generar frecuencias y calcular el parametro 2.

RESULTADOS

Se estudié un grupo de 59 mujeres de entre 21
y 65 afios de edad con un promedio de 27 afios
que presentaban lesiones de cuello uterino de tipo
neoplasica cervical interepitelial (NIC) con la
siguiente distribuciéon: 1,6% presentaron NIC-I,
41,3 % NIC-II, 49,2 % NIC-IIl y 1,6 % céncer in
situ. Como grupo control se utilizaron 59 muestras
provenientes de mujeres con el mismo promedio
etario que no presentaron ningutn tipo de alteracion
anatomopatolégica y fueron negativas para la
presenciadel VPH por andlisis molecular (Cuadro 1).

Todos los ADN purificados, permitieron la
amplificaciéon de un fragmento del gen de la 3-globina,
y se demostré que eran adecuados para la PCR (18).
Se realiz6 la amplificacion del exon 4 del gen p53,
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dando como resultado amplificados,con un tamafio de
309 pb, se incluyé un control negativo sin ADN. Los
controles paraladeterminacion exactade los genotipos
fueron realizados por la técnica PCR-RFLP con la
enzimaderestriccion BstU1. Conestatécnica se puede
determinar el genotipo ya que por el cambio de una
base en el codén p5S3Pro72 (CCC) se genera el codon

Cuadro 1

Resultados anatomopatolégicos del grupo de casos

Diagnéstico N Porcentaje  Porcentaje
acumulado
NIC-I 1 1,69 1,69
NIC-1I 26 4406 45,76
NIC-1I1 31 52,54 98,30
CA in situ 1 1,69 100,00
Total 59 100

Figura 1. Gel de agarosa 1 % con el producto de la di-
gestion del amplificado del exon 4 de p53 con la enzima
BstU1, para el andlisis polimérfico del codon 72. Carril
1 genotipo homocigoto Pro/ Pro. Carriles 2 y 5 genotipo
homocigoto Arg/ Arg. Carriles 3 y 4 Genotipo heterocigoto
Arg/ Pro. Carril 6 control sin digerir. Carril 7 escalera de
peso molecular de 100 pb.
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p53arg72 (CGC) el cual es reconocido por la enzima
BstU1 y genera un corte que produce dos fragmentos
de ADNde 175 pby 134 pb (19). Una vezestablecido
los genotipos del grupo control por PCR-RFLP, los
amplificados de ADN fueron sometidos a PCR-
SSCP para corroborar la presencia del los genotipos
polimérficos, Arg/Arg, Pro/Pro y Pro/Arg del codén
72. Se caracterizaron tres patrones electroforéticos,de
cadenas simples de ADN (SSCP),que correspondieron
acadaunade las combinaciones alelicas posibles. El
genotipo heterocigoto Pro/Arg se caracterizé por la
presencia de cuatro bandas reproducibles en el gel
de poliacrilamida, por su parte el genotipo Pro/Pro
present6 dos bandas comparables en su migracién
a las dos bandas inferiores presentes en el genotipo
Pro/Arg. EIl genotipo homocigoto Arg/Arg se pudo
caracterizar por presentar dos bandas comparables a
las dos bandas superiores del genotipo heterocigoto.
Todos los amplificados tanto del grupo de casos como
los del grupo control fueron sometidos a PCR-SSCP

Figura 2. Gel SSCP para el andlisis polimérfico del codon
72 del gen P53. Carriles 1, 2,4 y 5 genotipo homocigoto
Arg/ Arg. Carril 3 genotipo homocigoto Pro/ Pro. Carriles
6y 7 genotipo heterocigoto Arg/ Pro.

Cuadro 2

Tabla de distribucion genotipica

Control Pacientes
Genotipo N Frecuencia N Frecuencia
Arg/Arg 30 50,85 19 32,20
Arg/Pro 22 37,29 37 62,71
Pro/Pro 7 11,86 3 5,09
Total 59 100 59 100
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para la genotipificacion del codén 72. En las Figuras
1y 2 se presentan los geles de PCR-RFLP y PCR-
SSCP respectivamente. En el Cuadro 2 se presentan
los resultados del anélisis polimérfico realizado y la
frecuencia de cada combinacién alelica. Se realiz6
un andlisis de x? para probar si existe relacién entre
la presencia del genotipo susceptible (Arg/Arg) y
el desarrollo de lesiones en las pacientes infectadas
por VPH. El valor de %?fue de 1,748 para un grado
de libertad de P=0,186, tomando a=0,05. Se realiz6
un andlisis de porcentaje alélico con la finalidad de
conocer la distribucion porcentual de cada alelo de
forma individual y poder relacionar la presencia de
alguno de ellos con la frecuencia de lesiones en el
grupo correspondiente, los resultados se presentan
en la Figura 3.

80 1

ECasos

EControles

Por centaje (%)

Prolina Arginina

Alelos

Figura 3. Distribucién alelica porcentual.

DISCUSION

La asociacion del polimorfismo del codén 72
del exén 4 con la predisposicion a desarrollar
cancer de cuello uterino ha sido motivo de una gran
controversia entre distintos autores (21), muchos
estudios han intentado reproducir los resultados
del trabajo de Storey y col. (1998) (4), en el cual
se propuso que el potencial para la degradacion de
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p53 mediada por la oncoproteina viral E6 podria
colaborar considerablemente con el desarrollo de
cancer cervical (22). Los resultados obtenidos en el
presente estudio indican una falta de relacién entre la
presenciadel genotipo homocigoto Arg/ Arg del codén
72 del gen p53 y un aumento en la susceptibilidad
para el desarrollo de cancer de cuello uterino. Se
han publicado varios articulos sobre la frecuencia del
polimorfismo del codén 72 exon 4 del gen p53 entre
varios grupos étnicos (23). En varias poblaciones de
Europa Occidental (Francia, Suecia, Noruega), Norte
América, Central y Sur América (México, Costa
Rica, Pert) y Japon, el alelo mas comun es el alelo
arginina con una frecuencia que va desde 0,60 a 0,83
(12). Enel presente estudio hemos encontrado que la
frecuencia de aparicién del alelo Arg en la poblacion
control es de 0,69 aproximadamente.

De la misma manera otros trabajos (24,25) no
muestran diferencias significativas entre lafrecuencia
del genotipo Arg/Arg en muestra de pacientes
infectadas con VPH y muestras de poblacién no
infectada. Igualmente no se encontré asociacién entre
el grado de la lesién y el polimorfismo estudiado. Es
interesante hacer notar la existencia de trabajos en
donde se establece relacién entre el alelo Arg y el
desarrollo de cancer de colon, endometrio, urotelial
entre otros (26-29). El desarrollo del cancer no es
un evento Unico y requiere de sucesivas mutaciones
e interacciones con factores de riesgo ambientales.
Distintos polimorfismos presentes en los genes
involucrados en la regulacién del ciclo celular o la
apoptosis puedan estar relacionados con un aumento
delasusceptibilidad adesarrollarlesiones en el cuello
uterino una vez establecida la infeccién por VPH.
En el presente trabajo no se pudo encontrar relacion
entre la presencia del alelo Arg en el codén 72 de p53
y el aumento de la susceptibilidad al desarrollo de
lesiones NIC I IT IIT y CA in situ en una poblacion
de mujeres en Venezuela. No obstante la ampliacion
del nimero de muestras pudiera poner en evidenciala
relacion propuesta. El analisis de los genes de otras
proteinas como p21, RB, Myc, podrian mostrar una
relacion mads clara entre el desarrollo de la lesion
preneoplédsica con la presencia de polimorfismos
que confieran susceptibilidad. El papel de los
polimorfismos y mutaciones de TP53 en el desarrollo
de la lesion de cuello uterino y su interaccién con la
proteina oncogénica E6 del VPH estd aun por ser
comprendido completamente.
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