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Abstract: Association of the p53 codon 72 polymorphism to gastric cancer risk in a hight risk population
of Costa Rica. Gastric cancer is the second most common cancer associated death cause worldwide. Several
factors have been associated with higher risk to develop gastric cancer, among them genetic predisposition. The
p53 gene has a polymorphism located at codon 72, which has been associated with higher risk of several types
of cancer, including gastric cancer. The aim of this study was to determine the association of p53, codon 72
polymorphism, with the risk of gastric cancer and pre-malignant lesions in a high-risk population from Costa
Rica. The genotyping was carried out by PCR-RFLP in 58 gastric cancer patients, 99 controls and 41 individuals
classified as group | or I, according to the Japanese histological classification. No association was found for
p53, codon 72 polymorphism with neither the risk of gastric cancer nor the risk of less severe gastric lesions in
the studied population. Based on this study and taking into account other studies carried out with p53, codon
72 polymorphism, the role of this polymorphism in the development of gastric cancer remains unclear. De novo
mutations on p53 gene produced during neoplasic development of this disease might play a greater role than
germinal polymorphisms of the gene. Other polymorphic genes have been associated with higher risk to develop

gastric cancer. Rev. Biol. Trop. 53(3-4): 317-324. Epub 2005 Oct 3.
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El cancer gastrico es la segunda causa de
muerte por cancer en el mundo, solo superado
por el cancer de pulmon (Parkin et al. 2001).
Varios factores estan asociados con el riesgo
de desarrollar cancer gastrico, entre ellos el
bajo consumo de frutas y verduras frescas, la
infeccion por Helicobacter pylori y la predis-
posicion genética (Correa 1992, Kuipers 1999,
Yasui et al. 2001, Correa 2003).

Uno de los genes que ha sido ampliamente
asociado con cancer es el gen que codifica la
proteina supresora de tumores p53. Algunos
estudios sefialan que en mas del 50% de todos
los canceres humanos, la proteina p53 no es
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funcional como resultado de mutaciones en el
gen (Levine 1997, Vogelstein et al. 2000). El
gen p53 esté localizado en el brazo corto del
cromosoma 17 y codifica una fosfoproteina
de 393 aminoacidos (Levine 1992, Walker
y Levine 1996). Esta proteina ejerce su fun-
cidn como supresor de tumores mediante dos
mecanismos, regulando de forma negativa el
ciclo celular en la fase de transicion de G1 a
S, o regulando de manera positiva la trans-
cripcion de genes relacionados con la regula-
cion del ciclo celular. Ademas, desempefia un
papel determinante en el proceso de apoptosis
(Levine 1997).
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El gen p53 presenta algunas variantes poli-
morficas de linea germinal. Uno de dichos poli-
morfismos esta localizado en el ex6n nimero
cuatro, codon 72 del gen (Shepherd et al. 2000).
Este consiste en una transversion de G por C,
lo cual da como resultado el cambio de un ami-
noacido en la secuencia de la proteina (arginina
por prolina). Dicho cambio tiene efectos bio-
quimicos y biolégicos importantes en cuanto a
la accion de la proteina (Thomas et al. 1999).
Este polimorfismo ha sido asociado con algunos
tipos de cancer entre ellos cancer gastrico (Wang
et al. 1999, Fan et al. 2000, Shepherd et al.
2000, Hiyama et al. 2002). Recientemente, este
polimorfismo también ha sido asociado con la
sobrevivencia de pacientes con cancer gastrico
(Zhang et al. 2003, Zhang et al. 2004).

Costa Rica es uno de los paises con una de
las més altas tasas de incidencia y mortalidad
por cancer gastrico a nivel mundial (Parkin
et al. 2001). Se desconocen las causas de este
fendmeno. La infeccion por H. pylori ha sido
considerada como uno de los principales fac-
tores de riesgo de cancer gastrico en el mundo,
sin embargo en Costa Rica, la prevalencia de
la infeccion por H. pylori es alta desde etapas
tempranas de la vida, tanto en regiones de alto
como de bajo riesgo del pais (Sierra et al. 1992,
Sierra et al. 1998). La infeccion por H. pylori,
por si sola, no puede explicar las altas tasas de
cancer gastrico en Costa Rica, por lo que otros
factores pueden estar involucrados, entre ellos
factores relacionados con la dieta, el tipo de
cepa de H. pylori, la respuesta del hospedero
ante la infeccion por dicha bacteria y la sus-
ceptibilidad genética. En el presente estudio
se investigd la asociacion del polimorfismo
del codon 72, exdén 4 del gen p53 con el riesgo
de céancer gastrico y lesiones gastricas en una
poblacidn de alto riesgo de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio
El presente estudio es parte de un estu-

dio mas amplio (n=1300 personas) sobre
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“Marcadores para identificar sujetos en alto
riesgo de cancer gastrico” que se llevo a cabo
en el Centro de Deteccion Temprana de Cancer
Géstrico de Costa Rica, entre los afios 1999
y 2000. A partir de este proyecto, se utilizo
la informacion epidemioldgica y clinica de
todos los pacientes con cancer gastrico y de
un grupo de pacientes con lesiones gastricas
leves. Como grupo control se tomaron per-
sonas sin sospechas de cancer por rayos X
(serie gastroduodenal de doble contraste). Se
formaron y compararon los siguientes grupos.
A) 58 pacientes diagnosticados con cancer
gastrico mediante diagnostico histopatoldgico
(28 de tipo intestinal, 18 de tipo difuso y en 12
sin especificar); B) 58 personas sin sospecha
de cancer gastrico seglin el examen de rayos
X (serie gastroduodenal de doble contraste)
pareados por edad (x5 afios) y sexo con res-
pecto a los casos de cancer; C) 41 personas
con diagnostico histopatoldgico de grupos |y
Il segun la clasificacion histoldgica Japonesa
(Japanese Research Society for Gastric Cancer
1995); D) 41 personas no sospechosas de can-
cer gastrico segun el examen de rayos X (serie
gastroduodenal de doble contraste), pareados
por edad (£5 afios) y sexo con respecto al
grupo de lesiones géstricas leves (grupo C).
El estudio fue aprobado por el comité Etico-
Cientifico de la Universidad de Costa Rica.
Todas las personas participantes habian firma-
do previamente una fdrmula de consentimiento
informado. A todos los individuos se les habia
tomado una muestra de sangre en el proyecto
original, la cual estuvo almacenada a —70°C
hasta el momento de este estudio. Para el pre-
sente estudio se Ilevaron a cabo extracciones de
ADN a partir de 0.5 ml de dichas muestras de
sangre mediante el protocolo de extraccion con
proteinasa-k y fenol/cloroformo.

Determinacion de los polimorfismos de p53

La determinacion de los polimorfismos del
gen p53 se llevo a cabo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa para polimorfismos de
restriccion de diversos tamafios (PCR-RFLP).
Los iniciadores y las condiciones de PCR
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fueron similares a las previamente descritas
(Fan et al. 2000). El tamafio del producto final
de amplificacion fue de 199 pb. Volimenes de
10 pl de cada producto de amplificacion fueron
tratados con la enzima de restriccion BstUI
(60°C por 12 horas), posteriormente sometidos
a electroforesis en geles de agarosa al 2% vy
tefiidos con bromuro de etidio. El alelo que pre-
senta la secuencia CGC en el exén 4 codoén 72,
la cual codifica el aminoacido Arginina (Arg),
era digerido produciendo dos bandas de 133 y
86 pb, mientras que el alelo cuya secuencia es
CCC, que codifica el aminoé&cido prolina (Pro),
no era digerido por lo que se observaba una
Unica banda de 199 pb. Los genotipos fueron los
siguientes: CGC/CGC (Arg/Arg), dos bandas de
133 y 86 pb; CGC/CCC (Arg/Pro), tres bandas
de 199, 133 y 86 pb; CCC/CCC (Pro/Pro), una
Unica banda de 199 pb (Fan et al. 2000).

Prevalencia de H. pylori

La presencia de anticuerpos séricos contra
H. pylori habia sido determinada para cada uno
de los pacientes del estudio original y estos
resultados se utilizaron en el presente estudio.
Dicha determinacion se llevo a cabo median-
te una prueba de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) desarrollada en nues-
tro laboratorio basado en un método descrito
previamente (Pérez-Pérez et al. 1988, C. Une,
no publicado). El antigeno fue preparado a
partir de cinco cepas de H. pylori aisladas de
pacientes de Costa Rica. 100 [l del antigeno
a una concentracion de 10 [g/ml fueron colo-
cados en cada uno de los pozos de placas para
ELISA e incubados temperatura ambiente por
una noche y posteriormente se adicioné 25001
de gelatina 0.1% en PBS y se incub6 por tres
horas a 37°C para bloquear cualquier adheren-
cia inespecifica. Entre cada paso, las placas
fueron lavadas tres veces en PBS + thimerosal
0.01% y Tween 20 0.05 %. Las muestras de
suero usadas como controles negativos y posi-
tivos fueron diluidas 1:800 (7500 para los con-
troles positivos) en PBS conteniendo gelatina
0.1% y gama-globulina bovina 0.5% (Sigma,
USA), se agregaron 10001 de la dilucion a
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cada uno de los pozos y se incubaron a 37°C
durante sesenta minutos. Después del lavado,
se agregaron 1001 de 1gG humano conjugado
con fosfatasa alcalina (Biosource International,
USA). Las placas fueron incubadas durante
sesenta minutos a 37°C y lavadas cinco veces.
Posteriormente, se agregaron 1001 de sustrato
(Fast p-Nitrophenyl Phosphate Tablet Sets,
Sigma, USA) a las placas y fueron incubadas
a 37°C hasta que la absorbancia neta a 405nm
excediera OD 0.4 para los controles positivos.
La absorbancia fue determinada en un espec-
trofotdmetro Multiscan (Thermo Labsystems,
Finland). El punto de corte fue determinado
a partir de los controles positivos usando la
formula calculada a partir de una serie de expe-
rimentos con controles positivos y negativos.
Los valores predictivos positivos y negativos
fueron de 89% y 82% respectivamente.

Andlisis estadistico

Se utilizo la prueba de Chi-cuadrado para
comparar las frecuencias genotipicas del poli-
morfismo de p53 entre los grupos estudia-
dos y para la determinacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Se utilizé una prueba t para
comparar la edad promedio entre los grupos.
Se calcularon los valores de Odd Ratio y
modelos de regresiéon logistica condicional
para determinar posibles asociaciones entre el
polimorfismo estudiado y cancer gastrico utili-
zando el paquete estadistico STATA version 8.1
(Stata Corporation, Texas, USA). En todas las
pruebas calculadas, las diferencias fueron con-
sideradas estadisticamente significativas para
valores de p< 0.05.

RESULTADOS

El cuadro 1 muestra las caracteristicas
generales de la poblacion estudiada. Un alto
porcentaje de las muestras estudiadas (87.4%)
fueron seropositivas para la prueba de anticuer-
pos anti-H. pylori. No se encontrd diferencia
en cuanto a la seropositividad para H. pylori
entre el grupo de casos de cancer gastrico y su
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CUADRO 1
Caracteristicas de la poblacion de estudio

Diagnéstico Eiaggr&r;sg)io ngz)t/::)r)es er]ug:/: ;S H. pylori + (%)
Con cancer n= 58 59.8 £13.8 46 (79.3) 12 (20.7) 48 (82.8)
Controles n=58 61.4 +9.2 46 (79.3) 12 (20.7) 53 (91.4)
Lesiones leves n=41 64.3 £8 33 (80.5) 8 (19.5) 37 (90.2)
Controles n=41 65.7 +5.6 33(80.5) 8(19.5) 35(85.4)
TOTAL 62.3 158 (79.8) 40 (20.2) 173 (87.4)

grupo control (= 2.12, p= 0.15, 2 gl) ni entre
el grupo de lesiones gastricas leves y su grupo
control (2= 1.23, p=0.27, 2 gl). Tampoco hubo
diferencias significativas en la edad promedio
al comparar los grupos estudiados. Debido al
alto porcentaje de individuos con diagnéstico
seroldgico positivo para H. pylori, no se con-
siderd esta variable en los analisis estadisticos
llevados a cabo.

El polimorfismo de p53 se encontrd en
equilibrio de Hardy-Weinberg en ambos gru-
pos control (grupo control de los casos de
cancer gastrico y grupo control de las lesio-
nes gastricas leves) (%= 1.88, p= 0.39 y %=
0.25, p=0.88 respectivamente). El cuadro 2
muestra las frecuencias genotipicas y alélicas
para el polimorfismo de p53. No se obser-
varon diferencias significativas al comparar
las frecuencias genotipicas de los pacientes
con cancer versus su grupo control (%= 3.02,
p=10.22), ni al comparar las frecuencias geno-
tipicas del grupo de lesiones gastricas leves
versus sus respectivos controles (%= 0.80,
p=0.67). Tampoco se encontraron diferencias

al comparar las frecuencias genotipicas entre el
grupo de casos de cancer gastrico y el grupo de
lesiones gastricas leves (x2=2.00, p= 0.37).

No se encontrd asociacion entre el poli-
morfismo del coddn 72 de p53 con el riesgo de
cancer gastrico (cuadro 3). Tampoco se observé
asociacion del polimorfismo de p53 con el ries-
go de desarrollar algin tipo de lesion gastrica
leve. No se encontrd asociacion entre dicho
polimorfismo y el riesgo de cancer géstrico al
utilizar como grupo control al grupo de lesiones
leves y compararlos contra el grupo de pacien-
tes con cancer. No se determind asociacion del
polimorfismo de p53 con el riesgo de desarrollar
cancer gastrico de tipo intestinal, ni cAncer gas-
trico de tipo difuso (datos no mostrados).

DISCUSION

En este estudio, un alto porcentaje de las
personas estudiadas eran seropositivas para
H. pylori (87%). Estudios previos encontra-
ron una prevalencia de infeccion muy alta en

CUADRO 2
Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo de p53

Genotipo Total Céncer
n= 175 n= 47
Arg/Arg 97 (0.55) 27 (0.57)
Arg/Pro 60 (0.35) 16 (0.34)
Pro/Pro 18 (0.10) 4 (0.09)
Frecuencia alélica Pro 0.27 0.30

Controles Lesiones leves Controles
n=47 n=40 n=41
26 (0.55) 21 (0.52) 23 (0.56)
17 (0.36) 14 (0.35) 13 (0.32)
4 (0.09) 5(0.13) 5(0.12)
0.28 0.26 0.27
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CUADRO 3
Valores de Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% para el polimorfismo de p53 en cancer gastrico y lesiones graves

Cancer gastrico

Genotipo OR (95% IC) p
Arg/Arg 1 (referente)
Arg/Pro 0.91 (0.38-2.17) 0.83
Pro/Pro 0.96 (0.22-4.31) 0.96
Portadores de Pro 0.92 (0.40-2.08) 0.84

pacientes dispépticos en la misma area geogra-
fica (Morera-Brenes 1994, Sierra et al. 1998).
En Costa Rica un alto porcentaje de la pobla-
cion estd infectada con dicha bacteria desde
edades muy tempranas (Sierra et al. 1991).
Varios estudios han demostrado que H. pylori
es uno de los principales factores de riesgo de
cancer gastrico y algunas cepas son mas viru-
lentas y han sido asociadas con un riesgo aun
mayor de desarrollar cancer gastrico (Huang et
al. 2003). En este estudio no fue posible deter-
minar el tipo de cepa de la bacteria presente en
cada uno de los individuos de la muestra.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo
del exdn 4 del gen p53 determinadas en nuestro
estudio son similares a las informadas en varios
estudios realizados en poblaciones de origen
europeo (Fan et al. 2000, Zhang et al. 2003,
Zhang et al. 2004). Sin embargo, estas difie-
ren un poco de las frecuencias informadas por
estudios llevados a cabo en Taiwan y Japon,
donde la frecuencia del alelo asociado con el
aumento en el riesgo de desarrollar varios tipos
de cancer (alelo Pro), es mayor a la encontrada
en nuestro estudio (Wuang et al. 1999, Hiyama
et al. 2002). Estudios previos han informado
la existencia de algin grado de diferencia en
cuanto a las frecuencias alélicas entre distintos
grupos étnicos respecto al polimorfismo del
exon 4 del gen p53 (Shepherd et al. 2000).

No se encontré ninguna asociacion entre
el polimorfismo del coddn 72, exdn 4 del gen
p53 vy el riesgo a desarrollar cancer gastrico
0 lesiones leves en la poblacién estudiada.
Muy pocos estudios se han llevado a cabo
para investigar la relacion del polimorfismo
del codén 72, exén 4 de p53 con el cancer

Lesiones leves
OR (95% IC) P

1 (referente)

Cancer gastrico
OR (95% IC) P

1 (referente)

1.18 (0.45-3.10)  0.74 1.27 (0.48-3.39) 0.62
1.10 (0.27-4.38)  0.90 0.44 (0.07-2.64) 0.36
1.16 (0.48-2.79)  0.75 1.04 (0.42-2.60) 0.93

gastrico, sin embargo algunos de ellos han
informado una asociacion de dicho polimor-
fismo con aumento en el riesgo de desarrollar
cancer gastrico, tanto de tipo difuso como
de tipo intestinal (Hiyama et al. 2002, Shen
et al. 2004, Xi et al. 2004). Asimismo, se ha
sugerido que la presencia del alelo Arg en
este polimorfismo podria tener relacion con el
aumento en la sobrevivencia de pacientes con
cancer gastrico (Zhang et al. 2003, Zhang et
al. 2004). Sin embargo, otros estudios no han
encontrado asociacion de dicho polimorfismo
con el riesgo desarrollar esta enfermedad
(Sheperd et al. 2000, Wu et al. 2004, Zhang et
al. 2004). Por lo tanto, no esté claro el papel
que podria estar jugando el polimorfismo del
codon 72, exon 4 del gen p53 en el desarrollo
de céncer géstrico.

Se sabe que el cambio de arginina (Arg)
por prolina (Pro) en el codon 72 de la proteina
p53 tiene efecto sobre la induccion de apopto-
sis y la activacion de la transcripcion (Thomas
et al. 1999), sin embargo existen también
otros polimorfismos en este gen, los cuales
podrian estar relacionados con el aumento en
el riesgo de cancer gastrico (Shepherd et al.
2000). Asimismo, en el tejido transformado del
cancer gastrico se han encontrado una serie de
mutaciones de novo en el gen p53 (Hsieh et al.
1996, Tolbert et al.1999, Shepherd et al. 2000).
Muchas de estas mutaciones ocurren en las
diferentes etapas del proceso neoplasico, por lo
que algunas podrian tener un mayor efecto en
el desarrollo tumoral que los polimorfismos de
linea germinal existentes.

El cancer géstrico es una enfermedad de
etiologia compleja y multifactorial. Muchos
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son los factores que han sido involucrados
con aumento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad, desconocemos el peso que puede
tener cada uno de ellos sobre el desarrollo de la
enfermedad y sus efectos sobre los diferentes
grupos étnicos y regiones geogréaficas. Existen
otros genes polimorficos que han sido asocia-
dos con el riesgo de desarrollar cancer gastrico,
como por ejemplo genes que codifican interleu-
cinas proinflamatorias y antiinflamatorias invo-
lucradas en la respuesta del hospedero ante la
infeccion por H. pylori, (EI-Omar et al. 2000,
El-Omar et al. 2003). Asimismo, polimorfis-
mos de genes relacionados con el metabolismo
de sustancias carcinogénicas podrian estar rela-
cionados con el desarrollo del cancer gastrico
(Gonzalez et al. 2004).
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RESUMEN

El cancer gastrico es la segunda causa de muerte por
cancer en el mundo. Varios factores han sido asociados con
el riesgo de llegar a desarrollarlo, entre ellos la predispo-
sicion genética. EI gen p53 presenta un polimorfismo en
el codén 72, el cual ha sido asociado con un mayor riesgo
de desarrollar varios tipos de cancer entre ellos el gastrico.
El objetivo de este estudio fue determinar la asociacion del
polimorfismo localizado en el codén 72 del gen p53 con
el riesgo de cancer gastrico y lesiones gastricas leves en
una poblacién de alto riesgo de Costa Rica. El andlisis del

polimorfismo se llevé a cabo mediante PCR-RFLP, en una
muestra de 58 pacientes de céncer gastrico, 99 personas
controles y 41 individuos clasificados como grupos | y 1l
de acuerdo con la clasificacion histoldgica japonesa. No se
determind asociacion del polimorfismo del codén 72 de p53
con el riesgo de cancer gastrico, ni de lesiones gastricas leves
en la muestra estudiada. Con base en este estudio y otros que
han investigado el polimorfismo del codén 72 del gen p53,
no esta claro el papel que podria estar jugando dicho poli-
morfismo en el desarrollo de céncer gastrico. Mutaciones de
novo en el gen p53 producidas durante el desarrollo neoplé-
sico de la enfermedad podrian tener un mayor efecto que
polimorfismos de linea germinal de este mismo gen. Existen
otros genes polimarficos que también se han asociado con el
riesgo de desarrollar cancer gastrico.
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