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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacién fue el de estudiar la frecuencia genotipica para la presencia
de la insercion Alu TPA-25 en el intrén 8 del gen activador del plasmindgeno tisular {TPA), en una poblacién
de 50 estudiantes universitarios de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Para determinar la presencia de TPA-25, se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), con cebadores especificos para la insercion Alu. Las frecuencias genotipicas fueron determinadas por
conteo de la presencia o ausencia de la insercidn Aly, y luego, evaluadas a través de la prueba de Chi-cuadra-
do (X2) para conocer si se encontraban en equilibric de Hardy-Weinberg. Las frecuencias genotipicas para la
presencia de TPA-25 estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg {X2 = 1.366, p = 0.505) y fueron: homocigo-
to presencia de insercion Alu TPA-25 = 0.108, heterocigoto TPA-25 = 0.568 y homocigoto ausencia de inser-
cion Alu TPA-25 = 0.324. En conclusidn, en la poblacidn estudiada existe un predominio de los heterocigotos
sobre los homocigotos.
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SUMMARY

The main objective of this study was to evaluate the genotype frequency for the presence of the Alu TPA-25
insertion in the 8 intron of the tissue plasminogen activator gene (TPA) in a population of 50 students belon-
ging to the Faculty of Pharmacy and Biochemistry from the Universidad Nacional Mayor de San Marcos. It
was used the Polimerase Chain Reaction (PCR) in order to amplify the region containing the Alu insertion and
to determine the presence of TPA-25. The genotype frequency was determined by count of the presence or
absence of the Alu insertion and then, evaluated across the test of Chi-square (X2) to know if they were in
Hardy-Weinberg’s balance. The genotype frequency for the presence of TPA-25 was in Hardy-Weinberg's
balance (X2= 1.366, p = 0.505): homocigote 0.108, heterocigote 0.568 and homocigote absence (.324. In conclu-
sion, in the studied population exists a predominance of the heterocigote TPA-25 over the homocigote TPA-

25.
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INTRODUCCION|

Se describe que la diversidad genética humana es
el resultado de la acumulacidn diferencial de
mutaciones presentes en individuos y poblacio-
nes. La determinacion de estas caracteristicas dis-
tintivas en el ADN representa la base para la iden-
tificacion humana y genética de poblaciones. A
nivel molecular, una de las primeras iniciativas de
clasificar a individuos y poblaciones fueron los
estudios de grupos sanguineos. Actualmente, los
polimorfismos de los fragmentos de restriccion
[RFLPs], regiones hipervariable minisatélite (1) y

los antigenos humanos de leucocitos (2) constitu-
yen las fres estrategias mas utilizadas para la iden-
tificacién de estas caracteristicas distintivas, cuyas
aplicaciones son la diferenciacién individual, eva-
luacion de la paternidad y la relacién geografica
que puede incluir estudios de estructura poblacio-
nal, migracioén y evolucion (3).

Las inserciones Alu son las principales represen-
tantes de los Elementos Nucleares Dispersos
Cortos (SINE) (4), con secuencias de aproximada-
mente 300 pb presentes en 500 000 copias por
genoma haploide. Se afirma que los Alu surgieron
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hace, aproximadamente, 65 millones de afios limi-
tando su presencia a primates (5). El nombre deri-
va de un patrén de reconocimiento de una enzima
de restriccidn llamada Alu I (6). Estas inserciones
son potencialmente titiles en estudios de poblacio-
nes humanas (7).

Los elementos Alu usados en estudios de pobla-
ciones se han descrito en los genes que sintetizan
las siguientes proteinas: APO, PV92, TPA25.
FXIIB, D1, ACE, A25 y B658. La insercién Alu
TPA-25 se encuentra distribuida de manera
homogénea en las diferentes poblaciones; puede
estar presente o ausente en el intron 8 del gen del
activador del plasminégeno tisular (9).

En la mayoria de poblaciones se encuentran los
genotipos homocigotos TPA-25 presencia, hetero-
cigoto TPA-25 y homocigoto ausencia TPA-25
(Fig.2), tan sélo varian las frecuencias; por lo que
es utilizado como marcador genetico para estudios
poblacionales, ya que la frecuencia de estos geno-
tipos variara de acuerdo al origen de la poblacion.
En el presente estudio, se usd la PCR para detectar
la presencia o ausencia de TPA-25.
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Homocigoto +/+| LALLM
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Figura N.° 2. Genotipos TPA-25.
MATERIAL Y METODOS
Poblacion

Participaron cincuenta estudiantes unmversitarios
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos naci-
dos y habitantes de las zonas urbanas de Lima;
Cuyas edades estuvieron en el rango de 19 a 25
anos. Todos los participantes firmaron una carta
de consentimiento informado.

Muestra

A cada participante se le extrajo 5 mL de sangre
por venipunciéon utilizando tubos vacutainer con
anticouagulante EDTA.

Deteccion de la presencia TPA-25

El ADN gendmico se extrajo de los leucocitos de la
sangre mediante el método fenol-cloroformo. Para
determinar la presencia o ausencia de la insercion
Alu, se utilizo el Kit de PCR cromosoma 8 (Blorad,
USA). El volumen final de reaccion fue 20 ul y con-
tiene: ADN gendémico 100 ng, butfer de reaccion
(Tris-HCL 20 mM, KCl 50 mM, dNTP 20 pM,
MgCl, 1.5 mM, cebadores 20pM, Tag ADN poli-
merasa 2.5U) 10 ul. Las condiciones de PCR se
repitieron por 35 ciclos y fueron: desnaturalizacion
a 94 °C por 0.45 min, hibridacion a 64 °C por 0.45
min y polimerizacién 0.45 min a 72 °C. Los pro-
ductos amplificados fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% en buffer
TAE 1X y luego visualizados con bromuro de eti-
dio en el transiluminador UV.

Resultados

Esta es la primera estimacion de la frecuencia
genotipica de la inserciéon Alu TPA-25 en una
poblacién urbana de Lima. En las condiciones
empleadas, para la presencia de la insercion Alu
en el intron 8 del gen activador del plasminogeno
tisular; el producto obtenido es 960 pb y para la
ausencia TPA-25 es 660 pb (Fig. 3). Las frecuencias
genotipicas encontradas fueron 0.324, 0.568, 0.108

~ para homocigoto TPA-25, heterocigoto TPA-25 y

homocigoto ausencia TPA-25, respectivamente.
Las frecuencias alélicas fueron p(+) = 0.569 y q(+)
= (0.431. Las frecuencias genotipicas para la presen-
cia de TPA-25 estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (X = 1.366, p = 0.505). La poblacién estu-
diada presenta un predominio de los heterocigo-
tos sobre los homocigotos.
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Figura N.® 3. Analisis del TPA25. Lineas 1y 2, homoci-

goto ausencia; 3, 17-19 homocigoto presencia TPA2S; 4-
15 heterocigoto TPA25.

Discusion

Comparando la frecuencia alélica presencia de
TPA-25 de 0.569 obtenida de la poblacion limefia
en estudio con la de otras poblaciones (10) (Tabla
N.? 1); se observa una similitud con la frecuencia
alélica TPA-25 de la poblacion europea-americana,
mientras que existe una diferencia acenfuada con
otras poblaciones como la Africana-americana y la
poblacién Afro-Caribefia. Sin embargo, presenta
mayor distancia con las poblaciones nativas de
Groelandia, Alaska y de la poblacion pigmea (gru-
pos humanos cazadores-recolectores que habitan
principalmente en Africa Central; presentan una
talla menor de 1.50 m).

Tabla N.° 1. Distribucidon de TPA-25 en diversas
poblaciones.

Poblacion N Frecuencia de-
Alu TPA-25

Europea-Americanos® 45 0.556
Africanos-Americanos”® 43 0.302
Afro-caribenos® 42 0.286
Pigmeos®34 0.221

Nativos de Alaska”® 42 (0.298
Nativos de Groenlandia* 42 0.333
Poblacion estudiada 50 0.569

*Datos obtenidos de Batzer y col (10).

La similitud de las frecuencias para la presencia de
TPA-25 de la poblacion en estudio y la europea-
americana puede reflejar la fuerte contribucion del
componente genético caucasico (europea) resulta-
do de la mezcla étnica que ambas poblaciones
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fuvieron varios siglos atras. Como la mezcla de
amerindios, mestizos y europeos (espafioles).

Se concluye que en la poblacion estudiada existe
un predominio de los heterocigotos TPA-25 sobre
los homocigotos para TPA-25.
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