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Polimorfismo PD1134A del gen TJIP1 en
poblacion con ancestria zapoteca;
potencial marcador para cancer de
tiroides y otras neoplasias

Grupo Multidisciplinario para el Estudio Integral de las Enfermedades Metabélicas
e infecciosas en Poblacién Mexicana. Madrigal-Ruiz P°, Davalos-Rodriguez NO°,
Ramirez-Garcia SA°, Topete-Gonzdlez LR, Mazariegos-Rubi M®, Flores-Alvarado LJ,
Ruiz-Mejia R, Aguilar-Aldrete ME®, Magallanes-Ordoiiez JJ", Ramén-Canul LG,
Siliceo-Murrieta JI°, Zurita-Vasquez GG°, Cruz-Bastida JM'

Resumen

Introduccién

TJPI, gen que codifica una proteina ZO-1, se requiere para la conformacion de las ocludinas y
claudinas en las uniones estrechas estando implicada en la polarizacion celular. Cuenta con diferentes
variaciones que se han estudiado en diferentes poblaciones. En México no existen estudios de este gen,
siendo necesarios porque sus polimorfismos pueden ser utilizados en estudios de asociacion para
cancer de tiroides u otras neoplasias. Considerando el nivel de expresion, se ha demostrado el
incremento de ZO-1 en cancer medular de tiroides; por lo cual el objetivo del trabajo fue estimar la
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Polimorfismo PD1134A del gen TJP1 en poblacién con
ancestria zapoteca

Polymorphism P.D1134a of the TIP1 in population with
Zapotec ancestry: A marker for potential thyroid cancer

and other neoplasms
Abstract

Introduction.

TIP1 gene encodes protein ZO-1, that is required for the recruitment of occludins and claudins in tight junctions involved in cell
polarization. It has different variations that have been studied in several populations. There are no studies regarding this gene in Mexico. It is
necessary to continue investigation because its polymorphisms may be used in association studies for thyroid cancer and other neoplasms.
Considering its expression level, an increase in ZO-1 has been demonstrated in thyroid medullar cancer. The objective of this study is to estimate
the frequency of genotypes and alleles of polymorphism rs 2291166 (p.D1134A4) in gene TIP1 among Mexican population with Zapotec

ancestry.

Material and Methods.

159 individuals with Zapotec ancestry were included. The polymorphism was identified by PCR-PASA and electrophoresis PAGE 7%..

Results.

The most frequent allele in both populations was ancestral allele (T), as in other populations. The polymorphism is in Hardy-Weinberg

equilibrium among the population analyzed (p >0.05).

Discussion.

SNPrs2291166 is a polymorphic marker in Mexican population and it may be used in association studies regarding thyroid carcinogenesis.

Key Words: Cell polarity, cell traffic, tight junctions, zone occludens-1.

Introduccién

La neoplasia maligna mas comun en endocrinologia es el
carcinoma tiroideo, ésta es poco comun en las unidades de
atencion médica que no son de tercer nivel en la poblacion
mexicana, pero es un problema de salud publica ya que
representa el 1% de todas las enfermedades malignas; con una
incidencia anual de 9/100,000." Como tal, el cancer de
tiroides es una enfermedad multifactorial modulada por
factores genéticos asi como ambientales, de los factores de
riesgo ambientales destaca la deficiencia de yodo y dentro de
las mutaciones genéticas destacan cambios puntuales, asi
como la alteracion en la expresion de oncogenes como RAS
hasta un 40% de casos y en los genes PAXS y PPARy.' Sin
embargo, el componente poligénico, requiere la busqueda de
nuevos genes candidato. Se propone que los genes de
claudinas y ocludinas estan relacionados, ya que la pérdida
del contacto célula-célula es un factor importante en la
transformacion maligna.

Las claudinas y las ocludinas son constituyentes de las
uniones estrechas —tight junctions- (TJP), su regulacion esta
alterada en una variedad de tumores malignos. De los
estudios de estas proteinas, podemos destacar los de la
ocludina-1 o zona occludens-1 (ZO-1), codificada por el gen
TJP1.En este sentido, se ha reportado alteracion de la
arquitectura de ZO-1 por disminucion de la expresion de ésta
y por incremento. Para el primer caso, la desregulacién de
Z0-1 en colangiocarcinomas intrahepaticos y extrahepaticos,
tumores de la vesicula biliar asi como en neoplasias de mama
con metdstasis hepaticas.”” En el segundo caso
sobreexpresiéon de ZO-1 en adenocarcinoma ductal

pancreatico en zonas apicales, apico-laterales con
proliferacion ductal, asi como en largas metaplasias ductales.”
Esto también esta asociado con el estadio I-II de cancer de
colon y carcinoma de colon con metastasis hepaticas.”’
También se ha descrito incremento de ZO-1 en el estroma de
tumores gastrointestinales, correlaciona con el diametro
pequeno del tumor, extirpe histoldgica, asi como con la
sobrevida." La alta expresion de ZO-1 en cancer pulmonar de
células no pequefias es un indicador de buen prondstico. "

Los estudios de las claudinas son limitados en el estudio de
la carcinogénesis tiroidea, la claudina-1 esta reducida en
carcinoma medular; y la claudina-7 en carcinoma folicular y
medular pobremente diferenciados; la desdiferenciacion se
acompafia de una reduccion de la expresion de claudina-
1,4,7. La expresion de la claudina-1 es un indicador
pronostico de la recurrencia de carcinomas tiroideos.” Hay
muy pocos estudios de la variacion del gen TJPI que codifica
para ZO-1; se han reportado cuatro polimorfismos en
regiones intronicas asociados con los desérdenes de espectro
autista, queratocono y respuesta a los antipsicoticos.” Y un
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) que conduce a cambio
de aminoacido con numero de referencia rs2291166 en
poblacion México Americana asociado con albuminuria.
Esta variacién es producto de la transversion T>G en el exén
23 en el cual estd la secuencia para el codén 1334 que a nivel
de proteina (ZO-1) se traduce en el cambio de aspartato por
alanina.” En poblaciéon mexicana no hay reportes de este
polimorfismo, su estudio es un reto debido a la diversidad
genética que presenta donde la variacién genomica de los
grupos étnicos constituye la contribucion significativa de este
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tema, sobre todo grupos étnicos del estado de Oaxaca muy
poco estudiados.

Establecer si es polimérfico un marcador, es un paso previo
a un estudio de asociacién para determinar si en la poblacion
mexicana y en sus diferentes grupos, un polimorfismo esta
presente y puede ser validado como marcador para estudios
de gen candidato en diferentes enfermedades como en cancer
de tiroides asi como en otras neoplasias.

Con las premisas anteriores, los objetivos del trabajo fueron
establecer si la variante p.D1134A de ZO-1 (TJPI) es un
polimorfismo en poblaciéon Mexicana, asi como determinar
las frecuencias de alelos y genotipos, estimar el equilibrio de
Hardy-Weinberg, asi como comparar las frecuencias de alelos
y genotipos con otras poblaciones.

Material y métodos

Diseiio del estudio y seleccion de pacientes

El presente estudio es transversal descriptivo en el cual se
incluyeron 159 probandos sanos (n=318 cromosomas), con
edad entre los 25-82 afios, los cuales correspondian a mestizos
de la region de la Sierra Sur del Estado de Oaxaca, con
ancestria zapoteca. Este trabajo forma parte del proyecto
titulado: “Estudio de tamizaje poblacional para la
identificaciéon de factores de riesgo ambientales y genéticos,
asociados al desarrollo de enfermedades complejas
relacionadas con la nutricién en el occidente asi como sur de
México”, con numero de registro IISSP/BAMM/03,
aprobado por los Comités de Investigacion, Etica y
Bioseguridad. Fue realizado acorde a la Declaracién de
Helsinki de 1975 y alos principios del tratado de Belmont.

Analisis estadistico

Se estim¢é la frecuencia alélica y genotipica por conteo
directo, su distribucion se evalu6 al considerar las diferencias
en las frecuencias observadas asi como las esperadas
mediante una X’ >3.84 y una p <0.05. El equilibrio Hardy-
Weinberg (EHW) se consider6 cuando las diferencias en las
frecuencias genotipicas observadas y esperadas no fueron
significativas, conun valor de X* <3.84, p >0.05.

Estudio molecular

De 3 ml de sangre periférica de cada probando, se aislé el
DNA mediante el método de sales de Miller. La deteccion del
polimorfismo p.D1134A fue mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa alelo especifico (PCR-PASA), con los
iniciadores: FW1G5-CTTCATCTTCTTCAGGTT-3",
FW2A5 -ATATTCTTCATCTTCTTCAGGTG -3,
RW35'GTCATTCATTATCTGTTAGG-3".

El programa de amplificacion fue: 30 ciclos, 95°C durante 5
min (desnaturalizacion inicial), 95°C por 30 segundos
(desnaturalizacion), 48°C durante 45 segundos (hibridacion),
72°C durante 30 segundos (polimerizacién), extension final
de 72°C por 5 minutos.

Mezcla de reaccion. Buffer KCI 2.5 pl(1X), MgCl, 1.5 pl(25
mM), 0.5 ul de dNTP’s (0.2 mM), 0.5 pl de cada iniciador (25
pmoles), 2 ul de templado de ADN (200 ng), DNA Pol Taq 0.3
ul (3 U/ul) (Invitrogen), y finalmente 17.20 pl de agua,
reaccion final 25 ml.

Polimorfismo PD1134A del gen TJP1 en poblacién con
ancestria zapoteca

Electroforesis y tincion. Los productos de PCR se analizaron
por electroforesis en poliacrilamida (PAGE) proporcion 19:1
al 7%, buffer TBE 1X. Los geles de poliacrilamida se
sometieron a un corrimiento electroforético de 1.5 horasa 200
volts, 80-84 mA. Los productos se diferenciaron por los
tamafios, 102 pb corresponde al alelo T, 107 pb corresponde al
alelo G como se observa en la figura 1. Para su visualizacion
fueron tefiidos con una solucién a base nitrato de plata 0.100
g/0.5 ul de acido acético, 1 ml etanol absoluto/100 ml de

agua.

Resultados

En relacion a la distribucion de alelos del polimorfismo
152291166 (p.D1134A) del gen TJPI (ZO-1), la frecuencia
relativa (fr) en la poblacién Mexicana con ancestria Zapoteca
analizada fue la siguiente; 0.9906 (n=925) para el alelo
ancestral o silvestre T y 0.0094 (n=21) para el alelo G. La
distribucion de genotipos fue la siguiente: 0.9812 para los
homocigotos T (n=156), 0.0188 para los heterocigotos (n=3)
y 0.000 para los homocigotos G (n=0). El indice de
heterocigocidad promedio en la poblacion total analizada fue
de 0.99y el de homocigocidad de 0.01. Los homocigotos G no
se encontraron en la poblacién analizada. Al comparar las
frecuencias de alelos y genotipos con las otras poblaciones
reportadas en el Banco de SNP, la distribucién fue similar
paralos diferentes grupos étnicos (Tabla 1).

Al analizar la distribucién de las frecuencias relativas
observadas, asi como compararlas con las esperadas, se
encontré un valor de X* de 0.61, con un valor de p >0.05, por
lo tanto el polimorfismo rs2291166 (p.D1134A) del gen
TJPI(ZO-1), esta en equilibrio Hardy-Weinberg, muy similar
aloreportado en otras poblaciones.

Figura 1. Electroforesis in 7% PAGE, 0.5X TBE, del SNP rs2291166 de TJP1
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Tabla 1. Frecuencia de alelos y genotipos del SNP rs2291166 del gen TJP! en diferentes poblaciones

Genotipo Alelos

Poblacion/grupo individual Num. Chrom. TT TG GG T G
Grupos en Estados Unidos de Norte America

Resident of Utah with ancestry European 120 0.867 0.133 0.0 0.933 0.067

Residentof Utah North and East with European ancestry 226 0.885 0.115 0.0 0.942 0.058

Gujara Indians, Houston Texas 176 0.864 0.136 0.0 0.932 0.068
Europeos

Descendants of Europeans ClinSeq project 1323 0.894 0.101 0.005 0.945 0.056

Italian Tuscan 176 0.943 0.057 0.0 0.972 0.028
Africanos

LuhyainWebye, Kenia Africa 180 0.978 0.022 0.0 0.989 0.11

Masaiin Kenia 286 0.895 0.084 0.021 0.937 0.063

Yoruba, Ibadan, Nigeria, Sub-Sahara Africa 224 0.982 0.018 0.0 0.991 0.009
Asiaticos

Japanese, Tokio Japan 172 0.965 0.035 0.0 0.983 0.017

Chinese in Metropolitan Denver, Colorado 168 0.917 0.083 0.0 0.958 0.042
Otras Poblaciones o grupos étnicos

Residents Angeles with Mexican ancestry 100 0.940 0.060 0.0 0.970 0.030

Este estudio, poblacién ancestria Zopoteca 318 0.9812 0.0188 0.0 0.9906 0.0094

Discusion

Este es el primer estudio en la poblacién mexicana con
ancestria Zapoteca que muestra la distribucion de la
frecuencia de alelos y genotipos del polimorfismo rs2291166
de TJPI. El alelo T, también los genotipos TT, TG fueron los
mas frecuentes, como se ha reportado en otras poblaciones del
Banco de SNP (ver Cuadro 1) y en México Americanos
previamente reportado por Lehman y cols. ™

Cabe senalar que el genotipo GG del SNP rs2291166, que
esta ausente en la poblacion analizada en este trabajo, solo ha
sido reportado en una muestra amplia de més de 1000
Europeos (proyecto ClinSeq; A Large-Scale Medical Sequencing
Clinical Research Pilot Study)(fr=0.005), en los Maasai de Kenia
(fr=0.021), en poblacion aparentemente sana de la coleccion
AGI-ASP (fr=0.029). En residentes de los Angeles con
ancestria Mexicana, se ha reportado también una frecuencia
nula para el homocigoto G, esto se puede explicar por dos
hipétesis: La primera, es que la ausencia del genotipo o baja
frecuencia se conservo durante el mestizaje de los nativos

Amerindios, como se ha observado para los alelos *A, *B'Y
*C del polimorfismo (GC) del gen para la fosfatasa acida de
eritrocitos."” La segunda, es que la frecuencia baja o nula del
homocigoto G, podria estar relacionada con una selecciéon en
contra, teniendo un efecto fenotipico severo asociado con la
albuminuria que evoluciona a dafio renal terminal, lo que se
apoya por los estudios realizados en los México-
Americanos."

También se valid6 que la variante rs2291166, si es un
polimorfismo en México, ya que su distribucion de genotipos
estd en Equilibrio de Hardy-Weinberg. Establecer este
parametro fue necesario previo a un estudio de asociacion,
como se ha reportado previamente.”® En este sentido, en el
presente estudio, se incluyé un numero mayor de 100
cromosomas como en la mayoria de los reportes del Banco de
SNP’s, lo que reduce de manera importante la posibilidad del
sesgo por falta de verosimilitud, proporcionando certeza de
los resultados del presente trabajo, lo cual permite que el
marcador pueda ser usado en posteriores estudios de
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asociacion en diferentes tumores de origen tiroideo en
poblaciéon mexicana.”

Este trabajo cobra importancia desde los aspectos de la
medicina legal asi como para la patologia y antropologia
forense que se encargan de la caracterizacion de los
individuos asi como grupos étnicos para su identificacion
legal y cultural mediante marcadores genéticos. En este
sentido en grupos étnicos del Estado Oaxaca, hay pocos
estudios al respecto. Se han reportado siete trabajos de 1994 a
la fecha; algunos con 15 STR (short tandemrepear) (D8S1179,
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51,
D5S818,and FGA) en indigenas de De Amuzgo, Chinanteco,
Chontal, Huave, Mazateco, Mixe, Mixteco, Triqui, Zapoteco
del Istmo, Zapoteco del Valle y Zoque de Oaxaca, México,
sugieren que las comunidades indigenas aunque aisladas
culturalmente, se pueden definir genéticamente como una
gran poblacién en los cuales la migraciéon podria ser el
mecanismo mas importante de la deriva genética.” Por otra
parte, en tres poblaciones amerindias de Oaxaca (Zapoteca,
Mixteca and the Mixe) se examinaron variantes genéticas de
los genes HLA (Human Leukocyte Antigen region) para cuatro
loci clase IT; DRB1, DQA1, DQBI1, DPBI1; encontrandose
evidencia de desequilibrio de ligamiento fuerte de los
haplotipos en toda la regiéon HLA analizada. Existe
significativa vinculacion desequilibrio global excepto
aquellas variantes que incluyen el locus DPB1.* Los
marcadores genéticos de genes del eritrocito o relacionados
con su funcidn son clasicos en los estudios antropolédgicos. En
este sentido podemos citar tres ejemplos, las variantes del
gendel polimorfismo (GC)n de la fosfatasa dcida de eritrocitos
en poblacion Oaxaqueiia, la frecuencia de los alelos GC*1S,
GC*1F, and GC*2 fue 0.454, 0.337 y 0.209 respectivamente.
Estos resultados son similares en otras poblaciones mestizas y
grupos indigenas en México, debido a que el principal
componente étnico es amerindio.” Por otra parte las
mutaciones del gen para la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G-6-PD) en los estados de la costa del pacifico (que incluye
Oaxaca, Guerrero y Chiapas); las mutaciones A-
(202A7/376G) y A-(376G/968C) estan en el 73% de casos de

Polimorfismo PD1134A del gen TJP1 en poblacién con
ancestria zapoteca

anemia hemolitica, éstas se han observado también en el
contexto de dos diferentes haplotipos comunes también en
Africa, Islas Canarias y Espafia.” Tercero, también los
marcadores analizados en los genes beta(A) y beta(S) de la
hemoglobina, que revelan alta similitud a la poblacién de la
Republica central de Africa, su frecuencia sugiere origenes
distintos para los marcadores en estos genes en los individuos
de la region costa Chica de México de Oaxaca.” Mas
marcadores se han estudiado en individuos de Santiago
Jamiltepec, como lo son Pst I (insulina gen), Nsi I (gen del
receptor de insulina) y Gly972Arg (substrato 1 del receptor
insulina gen) para analizar su impacto epidemiol6gico como
factores de predisposicion en relacion a diabetes mellitus,
obesidad e hipertensién. Recientemente se ha estudiado
polimorfismos en los genes TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9 en el
grupo étnico Mazateco nombrado Temascal, en un area rural
de la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, la cual tiene con alta
incidencia de tuberculosis.” Y en ambos con ancestria
Zapoteca de la sierra sur de México se ha estudiado la
variacion G>A en el locus g.37190613del gen ELMO1.*

Conclusiones

Se estableci6 la frecuencia de alelos y genotipos asi como el
Equilibrio Hardy-Weinberg en la Poblaciéon Mexicana con
ancestria Zapoteca, con respecto al polimorfismo rs2291166
del gen TJPI (ZO-1), por lo cual queda validado para realizar
futuros estudios de asociacion en el campo de carcinogénesis
tiroidea. También se establecié la similitud de la distribucion
relativa de alelos y genotipos con otras poblaciones,
asemejandose a la mayoria de las poblaciones, incluyendo los
Residentes de los Angeles con ancestria mexicana. Asi
también se contribuy6 al campo de la antropologia forense del
estado de Oaxaca, al analizar un nuevo marcador genético en
poblacion con ancestria Zapoteca.
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