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RESUMEN

La colonizacion de la mucosa gastrica por Helicobacter pylori (H. pylori) es una de las
principales causas de gastritis cronica y predispone al desarrollo de Ulcera péptica y cancer
gastrico. Alrededor del 80% de los mexicanos adultos son positivos a la infeccion por H. pylori,
pero solo cerca del 15% desarrollara una enfermedad gastroduodenal. Por lo tanto, otros factores
como la inmunogenética del hospedero estan involucrados en la aparicion de estas lesiones. El
gene A relacionado con la cadena de clase | del MHC (MICA), el factor de necrosis tumoral
(TNF) y las proteinas de choque térmico 70 (HSP70) son importantes participantes de la
respuesta inmuno-inflamatoria a H. pylori en el estbmago, y los genes que codifican estas
moléculas son polimdrficos. Tal polimorfismo puede influenciar su actividad, y ha sido asociado
con susceptibilidad a enfermedades (infeccion y transformacién). En este trabajo se analizo las
asociaciones del polimorfismo alélico y de microsatélites de MICA (exones 2 al 5), y de los
polimorfismos de un sélo nucleodtido (SNP) de TNF-a -308 (G/A), TNF-f +252 (A/G), HSP70-1
+190 (G/C), HSP70-2 +1267 y HSP70-HOM +2437 (C/T) con la susceptibilidad a las lesiones
gastroduodenales relacionadas a la infeccion por H. pylori en pacientes Mestizos mexicanos. Se
tipifico el polimorfismo de MICA por analisis conformacional mediante una cadena de referencia
(RSCA) y los SNPs de TNF y HSP70 por longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Las
frecuencias de los polimorfismos fueron comparadas de forma estadistica entre 345 pacientes
positivos a H. pylori, diagnosticados mediante endoscopia e histologia (gastritis no atrofica=172,
metaplasia intestinal=80, cancer gastrico=42 y Ulcera duodenal=51) y 106 individuos
seropositivos a H. pylori, asintomaticos, sin lesions gastroduodenales. No se encontraron
asociaciones del polimorfismo de MICA, HSP70-2 y HSP70-HOM con susceptibilidad a estas
lesiones. Sin embargo, en TNF-a -308 se observo susceptibilidad producida por el genotipo G/A
al desarrollo de metaplasia intestinal (RM=2.44), metaplasia col6nica incompleta (RM=4.59),
cancer gastrico (RM=10.07) y dulcera duodenal (RM=21.82). También se descubrié una
importante asociacion de susceptibilidad del alelo A (RM=5.69) y de proteccion del genotipo
G/G (RM=0.09) de TNF-p +252 en cancer géastrico. Finalmente, en HSP70-1 +190, se encontro
una fuerte asociacion del genotipo G/C con susceptibilidad hacia metaplasia intestinal
(RM=3.45), metaplasia coldnica incompleta (RM=2.67), cancer gastrico (RM=13.31) y Ulcera
duodenal (RM=16.19). Estos resultados aportan evidencia de que los SNPs de TNF y HSP70 son
factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades gastroduodenales asociadas a la infeccion
por H. pylori en poblacion mexicana.



RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT)

Helicobacter pylori (H. pylori) colonization of the gastric mucosa is a major cause for chronic
gastritis and predisposition for peptic ulcer and gastric cancer. Over 80% of adult people are
positive to H. pylori infection in Mexico, but only about 15% of them will develop a
gastroduodenal disease. Therefore, other factors like host immunogenetics, are involved in the
emergence of these lesions. MHC class | chain related gene A (MICA), Tumour Necrosis Factor
(TNF) and Heat Shock Protein 70 (HSP70) are important participants in the immuno-
inflammatory response to H. pylori in the stomach, and the genes coding this molecules are
polymorphic. Such polymorphism may influence their activity, and has been associated with
disease susceptibility (infection and transformation). In this work, we analyze the associations of
MICA allelic and microsatellite polymorphism (exons 2 to 5), and the Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) of TNF-« -308 (G/A), TNF-8 +252 (A/G), HSP70-1 +190 (G/C), HSP70-2
+1267 and HSP70-HOM +2437 (C/T) with the susceptibility to gastroduodenal lesions related to
H. pylori infection in Mexican Mestizo patients. We genotyped MICA polymorphism by
Reference Strand Conformation Analysis (RSCA) and SNPs of TNF and HSP70 by Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP). We statistically compared polymorphism frequencies
between 345 H. pylori-positive patients diagnosed by endoscopy and histology (non-atrophic
gastritis=172, intestinal metaplasia=80, gastric cancer=42 and duodenal ulcer=51), and 106 H.
pylori seropositive asymptomatic people without gastroduodenal lesions. We didn’t find
associations between MICA, HSP70-2 and HSP70-HOM polymorphism with susceptibility to
these diseases. However, in TNF-« -308 we observed susceptibility produced by genotype G/A to
the development of intestinal metaplasia (OR=2.44), incomplete colonic metaplasia (OR=4.59),
gastric cancer (OR=10.07) and duodenal ulcer (OR=21.82). We also discovered an important
association of susceptibility of allele A (OR=5.69) and protection of the genotype G/G
(OR=0.09) of TNF-g +252 with gastric cancer. Finally, in HSP70-1 +190, we found a strong
association of genotype G/C with susceptibility to intestinal metaplasia (OR=3.45), incomplete
colonic metaplasia (OR=2.67), gastric cancer (OR=13.31) and duodenal ulcer (OR=16.19). These
results give evidence for TNF and HSP70 SNPs as risk factors to the development of
gastroduodenal diseases associated to H. pylori infection in Mexican population.



INTRODUCCION

Helicobacter pylori

El género Helicobacter fue formalmente propuesto en 1989 (Goodwin et al. 1989) y actualmente
existe un total de veinte especies registradas (i. e. H. canis, H. felis, H. acinonychis, H. mustelae,
H. heilmannii, etc). Las especies del género Helicobacter se han agrupado como organismos
gastricos o entéricos (enterohepaticos) dependiendo del sitio de colonizacion (Achtman y

Suerbaum 2001).

Los organismos gastricos en humanos han sido descritos por mas de 100 afios (Jaworski 1889).
Sin embargo, no fue sino hasta 1982 que dos médicos australianos, Robin Warren y Barry
Marshall, identificaron al bacilo gramnegativo, de 3 x 0.5 um, espirilado y flagelado, ahora
nombrado Helicobacter pylori (H. pylori), adyacente al epitelio géstrico de pacientes con gastritis

cronica (Marshall y Warren 1984) (Figura 1).

Figura 1. Electromicrografia de transmision de H. pylori (Tomada de Suerbaum y Josenhans 2007).



Una caracteristica clave de H. pylori es su microaerofilicidad, con un crecimiento 6ptimo en
niveles de O, de 2 a 5% v la necesidad de alta humedad y un 5 a 10% de CO, (Kusters et al.
2006). H. pylori es ureasa, catalasa y oxidasa positiva, caracteristicas que a menudo son usadas

para la identificacion de esta bacteria (Kusters et al. 2006).

EPIDEMIOLOGIA

H. pylori esta altamente adaptada al estomago humano donde ha vivido por miles de afios, como
se demuestra por las asociaciones geograficas de sus genotipos (Kersulyte et al. 2000), y los
flujos migratorios humanos (Falush et al. 2003). De hecho se estima que H. pylori ha infectado a
los humanos desde antes de las principales migraciones del Homo sapiens fuera de Africa hace

unos 50,000 a 100,000 afios (Covacci et al. 1999).

Debido a los genotipos Europeos aislados inicialmente de pacientes latinoamericanos, se creia
que H. pylori habia llegado al continente Americano a través de los colonos Europeos hace unos
500 afios (Kersulyte et al. 2000). Sin embargo, hay evidencia de la presencia de genotipos H.
pylori del este Asiatico en poblaciones Amerindias, lo que indicaria que H. pylori habria arribado
a América hace unos 11,000 afios junto con los grupos humanos que atravesaron el estrecho de
Behring (Ghose et al. 2002). Se han descrito momias precolombinas con H. pylori. En la region
Andina de Sudamérica, se hallaron muestras fecales positivas a antigenos de H. pylori de unos
3,000 afios de antigiiedad (Allison et al. 1999). Sin embargo, la evidencia més antigua de H.
pylori en tejido gastrico en poblaciones Latinoamericanas fue reportada recientemente por
Castillo-Rojas y colaboradores (2008) en un estudio en el cual se encontraron secuencias de DNA
de H. pylori en una momia Tarahumara del desierto de Chihuahua correspondiente

aproximadamente al afio 1350.



H. pylori produce la infeccion bacteriana cronica mas comun en humanos (Moss y Sood, 2003).
Esta bacteria coloniza el estdmago por afios, décadas, o de por vida, no por dias o semanas como
es usualmente el caso de bacterias patdgenas. La seroprevalencia mundial de H. pylori fluctda
entre 20-80%, con una media de 50% (Torres et al. 1998a, Pérez-Pérez Gl et al. 2004). La
infeccion esté asociada estrechamente con las condiciones socioecondmicas, con una prevalencia
promedio de 80% en paises en desarrollo comparada con un 20-50% en el mundo industrializado
(Suerbaum y Michetti, 2002). En México la infeccion por H. pylori estimada por serologia ocurre
en el 80% de los adultos, siendo ademas de adquisicion relativamente temprana (Mitchell 1993,

Torres et al. 2000).

El modo de transmision no esta completamente claro. Las hipotesis mas aceptadas son que el
organismo se transmite directamente de persona a persona entre la familia durante la infancia
(Malaty et al. 2002), por heces (fecal-oral), por contenido gastrico (gastrico-oral), a través de
fuentes de agua (Brown et al. 2002) o por equipo de endoscopia mal aseado (Covacci et al.
1999). También se ha documentado que infecta de manera natural a otros mamiferos, como gatos
(Fox et al. 1995) y primates no humanos (Handt et al. 1997), y se ha reportado la infeccion

experimental de ratones de laboratorio.

La infeccion con H. pylori puede ser diagnosticada mediante métodos invasivos a traves de una
biopsia por endoscopia (prueba rapida de urea, examen histolégico, cultivo o PCR) o mediante
métodos no invasivos (serologia, prueba de aliento o la deteccion de antigenos de H. pylori en

heces) (Monteiro et al. 2001).



El principal tratamiento contra H. pylori son las terapias triples en las que se emplean dos
antibidticos con compuestos de bismuto o inhibidores de bombas de protones. Las drogas mas
usadas son tetraciclina, amoxicilina, imidazoles (metronidazol, tinidazol), y macrolidos
(claritromicina, azitromicina) (Megraud y Lamouliatte 2003). Estas combinaciones tienen tasas

de erradicacion de H. pylori de alrededor del 80%.

FACTORES DE VIRULENCIA

H. pylori ocupa un nicho Unico, coloniza el estbmago humano en condiciones de microaerofilia y
en un ambiente extremadamente acido, por lo que ha desarrollado una serie de adaptaciones para
desarrollarse en este medio. Esta bacteria produce ureasa la cual cataliza la hidrdlisis de urea en
amoniaco y dioxido de carbono incrementando el pH localmente, lo que le permite colonizar la
mucosa gastrica. Como algunas otras bacterias de este género, H. pylori posee actividades de
catalasa, oxidasa, y-glutamil-transpeptidasa y reductoras de nitrégeno. Ademas, puede utilizar el
hidrégeno molecular como fuente de energia, de manera que su crecimiento depende en cierta
medida del hidrégeno excretado por bacterias intestinales difundido hasta el estémago (Olson y
Maier 2002). Otra enzima, la endonucleasa Il (esencial para la reparacion de bases pirimidicas
oxidadas), es requerida para una exitosa colonizacion de la bacteria, quiza mediante un efecto de
proteccion contra el estrés oxidativo en la reaccion inflamatoria contra H. pylori (O’Rourke et al.

2003).

A pesar de que la infeccion por H. pylori casi siempre resulta en gastritis cronica activa, la
mayoria de los individuos infectados no desarrollan ninguna complicacién y no presentan
sintomas de la infeccion (Blaser y Atherton 2004). Esto lleva a la nocion de que algunas cepas
son mas virulentas que otras. Una caracteristica importante de la virulencia de H. pylori es que

aproximadamente el 60% de sus cepas producen proteinas codificadas por genes localizados en
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una isla de patogenicidad conocida como PAI cag, de un tamafio aproximado de 40 kb, con
alrededor de 18 genes relacionados al complejo de secrecion tipo 1V y varios genes de virulencia

(Atherton 1997).

Las caracteristicas de la isla PAI cag son las siguientes: i) su contenido de G+C es del 35%
comparado con el 39% del resto del genoma; ii) contiene genes de virulencia y genes que
codifican proteinas del sistema de secrecion tipo 1V; iii) presenta una o dos secuencias de
insercion (1S605 e 1S606) en algunas cepas; iv) esta flanqueada por secuencias repetidas directas
que participan en su integracién en el genoma bacteriano (Ge y Taylor 1999). La PAI cag puede
estar organizada de forma diferente dependiendo de la cepa que se estudie. La isla puede estar
continua en una misma regién o estar dividida en dos regiones cag | y cag Il por secuencias

IS605 e 1S606 o por secuencias del genoma bacteriano (Kersulyte et al. 2000).

El principal factor de virulencia ubicado en la PAI cag es el gene A asociado a la citotoxina
(cagA). Este gene codifica una proteina altamente inmunogeénica de aproximadamente 140 kDa
Ilamada proteina asociada a la citotoxina (CagA) (Covacci et al. 1993). Después de la adhesion
de H. pylori al epitelio, las proteinas del sistema de secrecion tipo IV translocan a CagA (Backert
et al. 2000). Una vez dentro de la célula epitelial, CagA es fosforilada en residuos de tirosina
especificos (EPI'YA) por miembros de la familia de las cinasas Src (Odenbreit et al. 2000; Stein
et al. 2000; Selbach et al. 2002). La CagA fosforilada activa a la fosfatasa eucariotica SHP-2 asi
como a ERK, un miembro de la familia de las MAPK, provocando cambios morfoldgicos y

proliferacion celular (Higashi et al. 2004).



Las cepas que llevan la PAI cag son conocidas como CagA®. Los pacientes infectados con cepas
CagA" usualmente tienen una respuesta inflamatoria mas intensa (Peek et al. 1995) y estan
significativamente en mayor riesgo de desarrollar Ulcera péptica, gastritis atréfica y céancer
géastrico en poblaciones occidentales (Blaser y Crabtree 1996). Sin embargo, debido a que esta
susceptibilidad no se observa en poblaciones orientales (Hamlet et al. 1999), a que se han
observado cepas sin PAI cag en pacientes con Ulcera péptica y cancer gastrico, y a que una
proporcion significativa (10%) de las cepas CagA+ tienen una PAI cag incompleta (Maeda et al.

1999), es evidente que existen otros factores que influyen en el desarrollo de estas patologias.

Una consecuencia independiente del contacto epitelial mediado por cag es la induccion de la
quimiocina 1L-8. Muchos genes de la PAI cag (cagE, cagG, cagH, cagl, cagL, cagM, virB9,
virB10 y virB11), excepto cagA son requeridos para la activacion de la produccion de IL-8 a
través de NF-xB (Crabtree et al. 1995, Fischer et al. 2001). El producto translocado por el
sistema de secrecion tipo IV que activa a NF-xB no esta bien definido, sin embargo, se ha
descubierto que H. pylori también transloca peptidoglicana, la cual es reconocida por Nod1 en el
citoplasma, lo que puede activar a NF-xB para la induccién de IL-8 y otros genes pro-

inflamatorios (Vial et al. 2004).

H. pylori Y ENFERMEDADES GASTRODUODENALES

La colonizacién de H. pylori no es una enfermedad en si misma, sino una condicion que aumenta
el riesgo relativo de desarrollar varios desdrdenes clinicos del tracto gastrointestinal alto. Cada
afo al menos 7 millones de casos de enfermedades gastroduodenales asociadas a H. pylori se

presentan mundialmente, resultando en cientos de miles de muertes (Parsonnet 1998).



La historia natural de la infeccion por H. pylori en humanos ha sido bien documentada. La
colonizacion por H. pylori virtualmente siempre produce la infiltracion de células mononucleares
y neutrofilos en la mucosa géstrica del antro y del cuerpo. La infeccion por H. pylori causa un
sindrome caracteristico de gastritis aguda que persiste unas pocas semanas. Mas del 80% de los
pacientes desarrollan una infeccion crénica que causa una gastritis crénica activa. Esta infeccion
generalmente perdura toda la vida, con bajas tasas de pérdida de la infeccidn. La mayoria de estos
individuos son asintomaticos, lo que permite que la bacteria persista en el hospedero. Alrededor
del 10-20% desarrollaran una ulcera péptica, del 1-2% un cancer gastrico (De Koster et al. 1994,
Go 1997, Cats et al. 1998, Kuipers 1998 y 1999, Ernst y Gold 2000) y menos del 1% un linfoma
tipo MALT de estomago (Taupin et al. 1999) (Figura 2). El desarrollo de la infeccion depende de
una variedad de factores bacterianos, del hospedero y ambientales que determinan el patron y

severidad de la gastritis.
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Figura 2. Progresion natural de la infeccién por H. pylori (Tomada de Suerbaum y Josenhans 2007).

El resultado final de la infeccion por H. pylori dependerd, entre otros factores, de la
zona de infeccidn, el nivel de produccion de acido gastrico y el tiempo de persistencia

de la infeccién.



Gastritis Aguda

Los datos sobre la fase aguda de la infeccion son escasos, y en su mayoria proceden de reportes
de personas que deliberadamente o por accidente ingirieron H. pylori o se expusieron a
procedimientos con material contaminado. En un estudio realizado con voluntarios sanos
infectados con H. pylori (Graham et al. 2004), se reporté que la fase aguda de la colonizacion
puede asociarse con sintomas dispépticos como sensacion de llenado, nausea y vomito, y con una
considerable inflamacion de la mucosa estomacal tanto proximal como distal o pangastritis. Esta

fase a menudo esta asociada con hipocloridria, que puede durar meses.

Gastritis Cronica No Atrofica

Cuando la colonizacién se vuelve persistente, se presenta una inflamacion crénica de la mucosa
gastrica. La mucosa gastrica normal contiene solo células inflamatorias (células mononucleares)
individuales y dispersas en la lamina propria, por lo que cualquier aumento en estas células indica
una gastritis cronica (Dixon et al. 1996). En la gastritis cronica no atrofica provocada por H.
pylori hay una infiltracion de linfocitos de la mucosa y submucosa, células plasmaéticas,
monocitos, células cebadas, neutréfilos y eosindfilos acompafiadas por defectos epiteliales
sobresalientes que incluyen dilatacion glandular y mineralizacion (Dixon et al. 1996, Fox y Wang

2007) (Figura 3).

Existe una estrecha correlacion entre el nivel de la secrecion de acido y la distribucion de la
gastritis. Esta es resultante de los efectos contrarios del &cido en el crecimiento bacteriano y de
las consecuencias que la inflamacion provoca en la regulacion de la secrecion de &cido. En
sujetos con una secrecion de acido intacta, H. pylori coloniza en particular el antro gastrico,
donde estan presentes pocas células parietales. Este patron de colonizacion esta asociado con una

gastritis predominante en el antro (Kusters et al. 2006). Mientras que en personas en las que la
10



secrecion de cido esta disminuida, se observa una distribucion mas homogénea de la bacteria en
cuerpo y antro, y las bacterias en el cuerpo estan en contacto estrecho con la mucosa produciendo
una pangastritis predominante en el cuerpo (Kuipers et al. 1995). La gastritis cronica es un
precursor remoto del cancer géastrico y podria ser mejor clasificado como una condicion de

predisposicion.

Figura 3. Gastritis crénica no atréfica producida por la infeccion de H. pylori.

Mucosa géstrica antral con infiltracion leucocitica mononuclear y glandulas bien

preservadas (Tomada de Correa y Houghton 2007).

Gastritis Crénica Atrofica

La gastritis atrofica es definida como una pérdida de las estructuras glandulares de la mucosa del
estomago, acompafada de inflamacion cronica con fibrosis local y pérdida completa de células
parietales (Fox y Wang, 2007). La atrofia focal de las glandulas comienza en la unién entre el
cuerpo y el antro, especialmente en la incisura angularis. EI mecanismo de pérdida celular parece
estar directamente relacionado a los efectos de los productos bacterianos y a las citocinas del
medio dentro de la mucosa géstrica. Con el tiempo, un tejido fibroso reemplaza los huecos

dejados por las glandulas pérdidas (Correa y Houghton2007) (Figura 4). La pérdida de la
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comunicacion célula-célula y la introduccién de tejido fibroso estromal orquestan el influjo de
células progenitoras de la sangre responsables de los subsecuentes cambios tisulares que

conducen al cancer.

Figura 4. Gastritis crénica atréfica producida por la infeccién de H. pylori.

Las glandulas antrales han desaparecido del centro del campo y son
reemplazadas por tejido fibroso. También se observa un infiltrado leucocitico

mononuclear difuso en la ldAmina propria (Tomada de Correa y Houghton 2007).

Metaplasia Intestinal

Es una metaplasia del epitelio gastrico hacia un fenotipo intestinal caracterizado por elongacion
columnar, que ocasionalmente forman ceélulas caliciformes, y produccién de una mezcla de
mucinas acidicas (azul, tipo intestinal) y neutras (roja, tipo gastrico) cuando se hace una tincion
con Azul Alcian/PAS (Fox y Wang, 2007). Las células metaplasticas intestinales en las fases
iniciales se parecen a la mucosa del intestino delgado, con enterocitos absorbentes eosinofilicos
con un borde en forma de cepillo bien desarrollado compuesto de miles de microvellosidades.
Alternando con estas células a intervalos regulares, se encuentran celulas caliciformes llenas de

mucina (Figura 5A). Este tipo de metaplasia ha recibido varios nombres: tipo intestino delgado,
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basado en su estructura morfoldgica; tipo I, basado en la histoquimica de mucinas; y completa,
reflejando el hecho de que secreta el grupo normal de enzimas digestivas tales como sucrasa,
trealasa y fosfatasa alcalina (Matsukura et al. 1980).

En etapas tardias, las células metaplasticas pierden el fenotipo de intestino delgado, adquieren
caracteristicas morfolégicas de intestino grueso, y estdn compuestas sélo por células caliciformes
de diferentes tamafios y formas (Figura 5B). Este tipo es llamado metaplasia col6nica o incompleta

e incluyen los tipos 11 y 111 (Dixon et al. 1996).

Las tinciones inmunohistoquimicas de mucinas muestran que la metaplasia completa expresa el
tipo intestinal de mucinas acidas, que se tifien con azul Alcién a pH 2.5, y son negativas para
sulfomucinas con una tincion con diamina alta en hierro (HID) (Figura 6A). La tincion de mucinas
en maetaplasia incompleta muestra mucinas sulfatadas HID positivas (Figura 6B) (Piazuelo et al.

2004).

La mucina intestinal MUC2, ausente en la mucosa gastrica normal, es positiva en células
caliciformes tanto en la metaplasia intestinal completa como en la incompleta. MUC 5AC y
MUCS6 son mucinas tipicas de la mucosa gastrica. MUC5AC esta ausente en la metaplasia
intestinal completa y presente en la incompleta (Figura 6C). MUCG esta ausente en ambos tipos de
metaplasia intestinal. EI marcador Das-1, tipico de intestino grueso, es positivo en metaplasia

intestinal incompleta (Piazuelo et al. 2004) (Figura 6D).

En la metaplasia incompleta, hay una mayor cantidad de células apoptdticas que en la completa,
indicando que aparecen mas frecuentemente células con DNA dafiado en la primera, y que
presumiblemente son mas frecuentemente eliminadas por apoptosis para evitar la transformacion

celular (Hua-Xiang et al. 2001). Esto es consistente con las observaciones de que la metaplasia
13



colonica incompleta tiene una relaciéon mas cercana con el cancer géastrico, que la completa

(Matzukara et al. 1980)

Figura 5. (A) Gastritis cronica atréfica con metaplasia intestinal completa.

La flecha sefiala los enterocitos absorbentes con borde en cepillo. (B) Gastritis
cronica atréfica con metaplasia intestinal incompleta. La flecha indica células
caliciformes con varias vacuolas irregulares y sin borde en cepillo. (Tomada de

Correa y Houghton 2007).

14



i \ Py ““
. - (R 3
‘o e ® o ' 21 B
- 4 @ 'S 1 AR B
- ©c '3 5 oy A
- . ’ e.° © " < § N7 A
' 5o, Yoy & ! " RN
. P ooy E S F -
o € = \ » 1 il .
# : c’;
3 TP s Ar . L 4 ‘ oh T
C ‘ R NANS
»
. - el &
p - 1‘_: - "f a&
4 5 -
B S Y D /
- » i, @ I,
r¥a [ » & » &
@ o 2. ") o @ .
.- N L e O] @ o " 1‘2'0' ]
N v n Ly
.3 s 2
rpf o 2 # Q"J
c . e i
Y kel L
e ®
° 'y

Figura 6. (A) Tincion Alcion/HID positivas para sialomucinas (azul) en células
caliciformes en metaplasia intestinal completa. (B) Ademas de sialomucinas, la metaplasia
intestinal incompleta muestra sulfomucinas (café) en células caliciformes y columnares. (C)
MUCS5AC en una metaplasia intestinal combinada entre completa (centro) e incompleta
(periferia). MUC5AC es positiva en la metaplasia intestinal incompleta. (D) Metaplasia

intestinal incompleta positiva a Das-1 (Tomada de Correa y Houghton 2007).

Displasia Gastrica

La displasia esta caracterizada por cambios atipicos en la morfologia nuclear y arquitectura
tisular. Los nucleos del epitelio displasico son agrandados, hipercromaticos, de forma irregular y
carecen de polaridad. La arquitectura es irregular, frecuentemente formada por estructuras

tubulares compactadas llamadas adenomas. Los cambios atipicos se presentan tanto en la
15



superficie del epitelio como al interior de las glandulas (Figura 7). Las displasias estan clasificadas
como de bajo y alto grado dependiendo del grado de atipia nuclear y distorsion de la arquitectura.
Todas las células atipicas estdn confinadas dentro de la estructura tubular. Si atraviesan la
membrana basal, se convierten en carcinomas invasivos. Hay en general un consenso de que el
epitelio displasico es neoplésico, por lo tanto, la displasia también es conocida como neoplasia

intraepitelial (Rugge et al. 2000, Fox y Wang, 2007).

Hasta un 50% de todos los individuos infectados con H. pylori progresaran hacia algun tipo de
cambio histolégico en una secuencia preneoplésica (Correa, 1992). La progresion de displasia a
carcinoma invasivo se ha reportado en el 60 al 85% de los casos (Hamilton y Aaltonen 2000, de

Vries et al. 2007).

Figura 7. Displasia gastrica de bajo grado. La presencia de glandulas irregulares

cubiertas de células epiteliales con ndcleos agrandados, hipercromaticos y mitosis

frecuentes (Tomada de Correa y Houghton 2007).
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Cancer Gastrico

En el mundo, el cancer géstrico es el cuarto tipo més comun de céancer, solo precedido por los
canceres de pulmon, mama y de colon-recto. En el afio 2000 se diagnosticaron alrededor de
880,000 personas con cancer gastrico y aproximadamente 650,000 murieron por la enfermedad
(Parkin et al. 2001, Parkin 2004, Brenner et al. 2009). La incidencia de cancer gastrico en el
mundo varia ampliamente. Casi dos tercios de canceres de estdmago se presentan en paises en
desarrollo (Parkin 2004). Japon y Corea tienen las tasas mas altas de cancer gastrico en el mundo
(Ahn et al. 1991, Yamamoto 2001). En Latinoamérica y Asia, el cancer gastrico es el cancer mas
comun en los hombres y ocupa el segundo lugar entre las mujeres (Guarner et al. 1993, Mitchell
et al. 1993, De Koster et al. 1994). Alrededor de un millon de nuevos casos fueron
diagnosticados en 2008 a nivel mundial. Mas del 70% de los casos ocurrieron en paises en
desarrollo y la mitad del total mundial se presentaron en el Este Asiatico (principalmente China)
(GLOBOCAN 2008 (IARC), Section of Cancer Information,

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/stomach.asp).

Durante los dltimos 70 afios las tasas de mortalidad por céancer gastrico han bajado
draméticamente en los paises desarrollados. Sin embargo, sigue siendo una enfermedad con un
mal pronostico y una alta mortalidad, representando la decimocuarta causa de muerte a escala
mundial (Murray y Lépez 1997) y se estima que se convierta en la causa nimero 8 para el afio
2010 (Covacci et al. 1999). Mientras que respecto a la mortalidad por neoplasias en el mundo, el
cancer gastrico es la segunda causa de muerte por cancer (737 000 muertes, 9.7% del total), solo
abajo del cancer de pulmon (Verdechia et al. 2004, Brenner et al. 2009). Las tasas mas altas de
mortalidad se encuentran en el Este Asiatico (28.1 per 100,000 in men, 13.0 per 100,000 in

women) y las méas bajas en Norteamérica (2.8 and 1.5 respectively). En Centro y Sudamérica se
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presentan altas tasas de mortalidad (GLOBOCAN 2008 (IARC), Section of Cancer Information,

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/stomach.asp).

En México hay zonas que difieren en riesgo de cancer gastrico. En el Estado de México el riesgo
es de 2.5/100,000 habitantes (bajo), en Chiapas es de 6.4/100,000 habitantes (alto) y en el D. F.
de 4.5/100,000 habitantes (medio) (Torres et al. 1998b). En nuestro pais el cancer es la segunda
causa de muerte y el gastrico ocupa el quinto lugar entre las neoplasias malignas (Secretaria de
Salud 1999). En 2008, se presentd una incidencia de 9.4 casos por cada 100,00 hombres (4327
casos) y 6.7 casos por cada 100,000 mujeres (3532 casos). Asimismo, tuvo una mortalidad de 7.9
muertes por cada 100,000 hombres (3641 muertes) y 5.8 muertes por cada 100,000 mujeres (3110
muertes) (GLOBOCAN 2008 (IARC), Section of  Cancer Information,

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/stomach.asp).

Alrededor del 90% de los canceres de estbmago son adenocarcinomas, los cuales se subdividen
en dos tipos histoldgicos principales: el tipo intestinal y el tipo difuso. El tipo intestinal esta
relacionado con una gastritis predominante en el corpus con una atrofia gastrica y una metaplasia
intestinal, mientras que el tipo difuso usualmente se origina en una pangastritis sin atrofia (Crew

y Neugut 2006) (Figura 8).

El tipo intestinal es mas coman en hombres, negros y personas de edad avanzada, mientras que el
tipo difuso tiene una incidencia similar entre hombres y mujeres y es mas frecuente en individuos
jovenes (Lauren 1965, Correa et al. 1973). El tipo intestinal predomina en areas de alto riesgo
tales como el Este Asiatico, el Este de Europa, Centro y Sudamerica; en cambio el tipo difuso

tiene una distribucion geografica mas homogénea (Mufioz et al. 1968).
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El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial. Su amplia variacion geogréfica, el cambio de
su incidencia a través de los afios sugieren que factores ambientales o de estilo de vida son
contribuyentes principales en la etiologia de esta enfermedad. Se ha relacionado con factores
ambientales (nivel socioecondmico, habitos higiénicos y alimenticios), infecciosos (Helicobacter

pylori) y del hospedero (mutaciones y polimorfismos genéticos) (Akhter et al. 2007).

La infeccion persistente de la mucosa géastrica por H. pylori es uno de los principales factores
etiologicos del cancer gastrico (Kuipers 1999), sin embargo, menos del 2% de los infectados
desarrollaran cancer gastrico (Go 1997, Cats et al. 1998, Kuipers 1999). En 1994, la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) design6 a H. pylori como un carcinégeno

humano (IARC WHO 1997).

Figura 8. Cancer gastrico asociado a la infeccion de Helicobacter pylori

(Tomado de Fox y Wang 2007). Neoplasia intraepitelial gastrica con

invasion a la mucosa (flecha)

Existen diferentes mecanismos de H. pylori relacionados con carcinogenesis. La infeccion

cronica estd asociada con un incremento del recambio epitelial gastrico, importante en la
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transformacion celular. ElI aumento de la proliferacion celular (sin incremento de apoptosis)
puede estar relacionado a la adhesina babA2 de H. pylori (Yu et al. 2002). En algunas cepas de
H. pylori, la PAI cag es antiapoptdtica a través de una via que involucra el factor nuclear kappa B
(Maeda et al. 2002) lo que indica que al modular el ciclo celular de las células epiteliales, H.
pylori puede originar la aparicion células epiteliales neoplasicas y preneoplésicas. También se ha
reportado la estimulacion de la produccion de sintetasa inducible de 6xido nitrico de macréfagos
por la ureasa (Gobert et al. 2002) aumentando el dafio inflamatorio. H. pylori interfiere in vitro
con la maquinaria celular que se encarga de limitar el dafio en el DNA mediante la correccion de
desapareamientos (Kim et al. 2002). Con la participacion de sus proteinas CagA, VacA y Ureasa
(Parsonnet et al. 1997, Torres et al. 1998b, Vaucher et al. 2000, Castillo-Rojas et al. 2004). Se
han encontrado varios genes de virulencia en H. pylori en poblaciones occidentales que estan
asociados con un incremento en el riesgo de céancer gastrico y lesiones pre-cancerosas, no
obstante estas relaciones varian ampliamente entre poblaciones. En nuestro pais las cepas CagA+
se han considerado como un factor de riesgo adicional en el desarrollo del carcinoma géstrico, lo

que contrasta con lo observado en otros paises (Torres et al. 1998b).

Ulcera Duodenal

Las ulceras gastricas y duodenales (comunmente referidas como ulceras pépticas) son definidas
como defectos de la mucosa con un diametro de al menos 0.5 cm que penetran la mucosa
muscularis (Figura 9). Las Ulceras gastricas principalmente se presentan a lo largo de la curvatura
menor del estdbmago, en particular en la transicion de las mucosas del antro y el cuerpo
(Veldhuyzen van Zanten et al. 1999). Las Ulceras duodenales usualmente se presentan en el bulbo
duodenal, la cual es el area mas expuesta al acido gastrico. En poblaciones occidentales, las

Ulceras duodenales son aproximadamente cuatro veces mas comunes que las gastricas. Las
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Ulceras duodenales en particular ocurren entre los 20 a 50 afios de edad, mientras que las gastricas

después de los 40 (Kusters et al. 2006).

Figura 9. Endoscopia que muestra una Ulcera duodenal (flecha) asociada a

la infeccion de Helicobacter pylori (Tomada de Kusters et al. 2006).

Tanto la Ulcera gastrica como la duodenal estdn fuertemente relacionadas con H. pylori.
Aproximadamente el 95% de las Ulceras duodenales y el 85% de las géastricas ocurren en
presencia de H. pylori (Kuipers et al. 1995a). Se estima que entre 10-20% de las personas
infectadas con H. pylori desarrollaran ulceras pépticas, (Go 1997, Cats et al. 1998, Kuipers 1999,
Chan et al. 2002, Huang et al. 2002). Si la produccion de acido en el paciente es de normal a alta,
la inflamacion producida por H. pylori es mas severa en el estbmago distal y el duodeno

proximal, lo que da origen a la Ulcera duodenal (Kusters et al. 2006).

Linfoma MALT

La mucosa gastrica normalmente no contiene tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), pero
casi siempre aparece en respuesta a la colonizacién por H. pylori. En casos raros, una poblacion
monoclonal de células B surge de este tejido y prolifera lentamente hasta formar un linfoma tipo
MALT. El diagndstico esta basado en apariencia histolégica mediante microscopia y en la
demostracion de clonalidad mediante inmunohistoquimica y técnicas moleculares como PCR

(Kuster et al. 2006). Casi todos los pacientes con linfoma MALT son H. pylori positivos
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(Parsonnet e Issaacson 2004), y en algunos estudios se ha reportado que los individuos infectados
con H. pylori tienen un riesgo entre dos y seis veces mayor de desarrollar linfomas tipo MALT si
se les compara con individuos libres de la bacteria (De Koster et al. 1994, Kuipers 1999, Taupin

et al. 1999).

A pesar de que la asociacion de la infeccion con H. pylori con el desarrollo de gastritis cronica

esta bien demostrada, se ha reportado que también puede ser benéfica y proteger contra el reflujo

esofagico y el adenocarcinoma del es6fago distal y el cardias gastrico (Chow et al. 1998).
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Factores genéticos del hospedero

Las relaciones ecoldgicas que resultan de la co-evolucion entre el epitelio intestinal humano y
ciertas bacterias abarcan desde comensalismo, simbiosis y enfermedad (Hooper y Gordon 2001).
Ahora es posible establecer algunas bases moleculares y genéticas de estos fendbmenos y saber si
ocurre paralelamente un proceso de seleccion de ciertos rasgos genéticos de posible propension

y/o resistencia a estos procesos.

La variabilidad de los factores del hospedero tales como el origen étnico, antigenos de grupos
sanguineos, edad de infeccion contribuyen a los diferentes resultados clinicos (Covacci et al.
1999). Un punto importante en la patogénesis de H. pylori es la demostracion de que la respuesta
epitelial e inmune en el estdbmago depende en cierto grado de los polimorfismos de genes de IL-
1B, y TCR (EI-Omar et al. 2000, Kuntsman et al. 2000, Furuta et al. 20022, Furuta et al. 2002b,
Gonzélez et al. 2002, Macarthur et al. 2004). Otros factores inmunogenéticos asociados son
algunos genes HLA (Human Leucocyte Antigens) de clase Il en poblaciones caucasicas, orientales
y mexicanas (Azuma et al. 1998, EI-Omar et al. 2000; Kuntsman et al, 2000, Gonzélez et al.
2002, Herrera et al. 2004, Azuma et al. 1994, 1995 y 1998; Morris et al. 1994; Go 1997,

Yoshitake et al. 1999).

COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) humano, en la region cromosémica 6p21,
se extiende a lo largo de 3.6 Mb donde se encuentran seis genes HLA (Antigenos leucocitarios
Humanos) clasicos y muchos otros con funciones importantes en la regulacion del sistema
inmunoldgico (i. e. TNF, HSP70, TAP, etc.) y otros procesos celulares fundamentales. EI MHC

contiene un total de 239 loci, de entre los cuales 130 son genes expresados, 17 son posibles
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genes, 4 son genes no codificantes y 88 son pseudogenes (Shiina et al. 2004).
Convencionalmente, el MHC se divide en tres regiones, Clase Il, Clase Ill y Clase I de

centrémero a telémero.

La region de clase Il se extiende en aproximadamente 0.9 Mb y contiene los genes clasicos de
clase II, cadenas a y p de HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR, que son expresados principalmente en
la superficie de las células presentadoras de antigenos. En la region de clase Ill, a lo largo de 0.9
Mb, no se han encontrado genes parecidos a los genes HLA clase | ni I, pero contiene genes para
factores del complemento C2, C4 y Bf, genes de citocinas TNF-a, LTA y LTB, genes de proteinas
de choque térmico HSP70-1, -2, -HOM, y otros genes sin una funcién inmunolégica obvia. La
region de clase I comprende 1.8 Mb y alberga a los genes clasicos de clase I, cadenas a de HLA-
A, HLA-B y HLA-C, expresados en la membrana de células nucleadas (Shiina et al. 2004) (Figura

10).

Existen 55 loci identificados dentro de la region de clase Il con 31 genes expresados, tres posibles
genes, un gene no expresado y 20 pseudogenes. Diecinueve de los loci son secuencias tipo HLA
clase I, incluyendo 15 loci HLA clase Il clasicos y 4 loci HLA clase 11 no clasicos (Shiina et al.
2004). La region de clase 111 contiene 62 loci con 58 genes expresados, dos posibles genes y dos
pseudogenes, esta es una region con una densidad genética muy alta con aproximadamente un
gene por cada 14,516 pb. En la region de clase | se encuentran 122 loci con 41 genes expresados,
12 posibles genes, 3 genes no codificantes y 66 pseudogenes. Entre éstos, al menos 18 genes son
genes tipo HLA clase I, que incluyen tres loci HLA clase | clasicos, tres loci HLA clase | no
clasicos y 12 genes no codificantes o que son pseudogenes (Shiina et al. 2004). También se
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encuentran siete genes parecidos a HLA clase I, conocidos como MIC (MHC class | chain related

genes) implicados en la respuesta inmune innata (Bahram 2001).

Existen cuatro categorias funcionales de los genes localizados en el MHC: i) procesamiento y
presentacion de antigenos mediante HLA clase 1 y 1I, LMPs y TAP; ii) inmunidad innata,
inflamacion y regulacién de la respuesta inmunologica mediante genes de clase IlI, iii)
interacciones intercelulares a través de receptores de MHC y sus ligandos y iv) funciones no

relacionadas a la inmunidad (Bart 1998, Kulski et al. 2002).

Moléculas de HLA

La generacion de una respuesta inmunoldgica adaptativa depende de la participacion de las
moléculas de HLA. EI HLA comprende un grupo de genes relacionados entre si localizados en el
MHC humano, que codifican moléculas de membrana con la funcién principal de presentar
péptidos antigénicos a los linfocitos T (Stern y Wiley 1994). Las moléculas HLA clase | son
heterodimeros compuestos por una glucoproteina transmembranal de 44 kDa codificada en el
MHC conocida como cadena pesada 0 cadena a y una proteina no polimoérfica de 12 kDa
conocida como B2m codificada en el cromosoma 15, que se une no covalentemente con la
porcion extracelular de la cadena pesada. Estas moléculas se expresan en practicamente todas las
células nucleadas y restringen el reconocimiento de péptidos antigénicos por las células T CD8"

(Karr 1998).

Los productos de HLA clase II son heterodimeros compuestos por una cadena o de ~32 kDa y
una cadena B de ~28 kDa codificadas en el MHC y forman parte de la superfamilia de las

inmunoglobulinas. Estas glucoproteinas transmembranales se encuentran en células presentadoras
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de antigenos (i.e. células dendriticas, macrofagos, linfocitos B) y restringen el reconocimiento de

péptidos antigénicos principalmente extracelulares a linfocitos T CD4" (Karr 1998).

Cromosoma &

Centrdineic r

Clase II Clase III Clase I

HL A clase I1 LHF?
DIEEL TIRIF. LHFY

THFEF LFE?
HFZ

_ N T poar| me |

HL A clase ITT

Cod

[ =3 HEPras ) e
Faag, CZ)E, O9F EF HEPTO.? MHEFTO O LrE

HL A clase 1
HLb-
HICE HLA-E HLA-E
dICA HLA-C HL.A- B HLA-F HFE
\ \ /,/ \ ~ 7
LR | Bl Il

Figura 10. Mapa genético del Complejo Principal de Histocompatibilidad Humano

En el cromosoma 6 del humano, a lo largo de 3.6Mb, se localizan 239 loci que componen las regiones de
MHC clase 1, clase Ill y clase Il. Los productos de los genes de HLA clase | y Il se encargan de la
presentacion de antigenos peptidicos a linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente. También existen
genes no HLA encargados de funciones inmunolégicas e inflamatorias (Modificado de Shiina et al.

2004).

26



Polimorfismo de HLA

Entre los genes que codifican las moléculas de HLA clase | y Il, se incluyen varios que son
altamente polimorficos. Hasta diciembre de 2004 los numeros de variantes alélicas reportadas son
los siguientes: 349 HLA-A,; 627 HLA-B; 182 HLA-C; 394 HLA-DRB1; 28 HLA-DQAL; 61 HLA-

DQB1; 22 HLA-DPA1 y 116 HLA-DPB1 (Marsh et al. 2005).

Convencionalmente se considera que hay una asociacion con una enfermedad o una infeccion si
la frecuencia de uno o mas alelos estd incrementada (asociacion positiva) o disminuida
(asociacién negativa) de forma significativa cuando se compara un grupo de pacientes contra un
grupo de control apropiado. Existen evidencias de que el polimorfismo en HLA se mantiene por
seleccion positiva relacionada a su funcién inmunolégica. Esta seleccion puede mantener linajes
alélicos por periodos de tiempo més largos de lo que se espera y ciertas variedades pueden
asociarse a enfermedades. Los genes de HLA clase | y Il han sido asociados con mas de 100
distintas enfermedades, de tipo inflamatorio y alérgico (Asma, Behcet, etc), infeccioso
(Tuberculosis, VIH, VPH, etc) y tumoral (Cancer de prostata, Melanoma, Céancer de tiroides, etc)

(Shiina et al. 2004).

La combinacidon de los alelos de diferentes loci, localizados unos cerca de otros en un segmento
cromosomico, que tienden a heredarse en bloque, recibe el nombre de haplotipo. Algunas
combinaciones se presentan en haplotipos de HLA maés frecuentemente de lo esperado por las
frecuencias de los alelos individuales, esto es, la frecuencia de las combinaciones de alelos no es
al azar. Este fendmeno se conoce como desequilibrio de enlace y varia de un grupo étnico a otro
reflejando las presiones de seleccion a que ha estado sometido (Rodey 2000). EI desequilibrio de
enlace es importante en la asociacion de HLA con enfermedades, debido a que hay ciertas

enfermedades que han sido asociadas con algun locus en particular, pero que al estudiar el
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polimorfismo de loci cercanos se ha observado que dicha asociacion es efecto secundario del
desequilibrio de enlace con un locus proximo que es el que en realidad esta asociado. Por lo
anterior es muy importante estudiar el polimorfismo de los genes cercanos cuando se encuentra

una asociacion, y asi descartar el efecto del desequilibrio de enlace (Rodey 2000)..

HLA y enfermedades gastricas asociadas a H. pylori

La principal interaccion entre el HLA y H. pylori mas probable es la presentacion de antigenos
peptidicos de la bacteria a los linfocitos T a través del HLA de clase 1. También se ha observado
la induccidn de apoptosis por la ureasa de H. pylori en células epiteliales gastricas que expresan
moléculas HLA clase Il, lo que apunta a un posible mecanismo en el cual la bacteria y la
respuesta del hospedero se integran y participan en la patogénesis del dafio en las células

epiteliales (Chiba et al. 1995, Fan et al. 1998 y 2000).

La mayoria de estudios de asociacion entre alelos del sistema HLA y cancer gastrico, relacionado
con la infeccion crénica de H. pylori, se han realizado en poblaciones japonesas y caucasicas
(Lee et al. 1996, Azuma et al. 1998, Karhukorpi et al. 1999). Se han encontrado asociaciones de
los loci HLA-DQ con la infeccion y las enfermedades. En Japon el alelo DQA1*0102 es menos
frecuente en pacientes con gastritis atrofica y Ulcera duodenal cuando se les compara con
pacientes de gastritis superficial y con testigos H. pylori negativo (Azuma et al. 1995 y 1998,
Yoshitake et al. 1999). Por lo tanto, puede considerarse que la ausencia de dicho alelo podria
constituir un factor de riesgo genético para la asociacion de gastritis atréfica causada por H.
pylori y el cancer gastrico (distal) de tipo histoldgico intestinal (Azuma et al. 1998) en contraste
con el tipo histoldgico difuso. Otros estudios, también en poblacién japonesa han relacionado
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positivamente el alelo DQB1*0401 con gastritis atrofica y Ulcera duodenal (Sakai et al. 1999,
Yoshitake et al. 1999). Sin embargo, en la poblacidn caucésica no se encontré asociacion alguna
con HLA-DQ (Caselli et al. 1999, Karhukorpi et al. 1999, Kuntsmann et al. 2002, Perri et al.
2002), aunque algun estudio aislado report6 el aumento de DQB1*0301 en pacientes con cancer

géstrico (Lee et al. 1996).

En poblacién mexicana, al estudiar las frecuencias de entre un grupo de 20 pacientes mestizos
mexicanos con cancer gastrico y 99 controles sanos, se reportd una susceptibilidad por parte del
alelo DQB1*050101 con una razon de momios de 4.5 (Herrera-Goepfert et al. 2004). En nuestro
grupo de laboratorio se estudiaron los polimorfismos de HLA-DQA1 y HLA-DQB1 en pacientes
con cancer gastrico y sus lesiones precursoras y Ulcera duodenal. Se corroboré la asociacion del
alelo DQB1*050101 con cancer gastrico reportada por Herrera-Goepfert et al., pero ademas se
encontré una asociacion del alelo DQB*0601 con el desarrollo de la metaplasia intestinal

(articulo en preparacién).

GENES NO HLA

Dentro del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC), ademas del HLA, se encuentran

otros genes con funciones inmunoldgicas importantes.

MICA

El gene MHC class | Chain related gene A (MICA), localizado cerca de HLA-B, es altamente
polimorfico (Bahram et al. 1994, Fodil et al. 1999). MICA no se asocia con f2microglobulina, no

presenta antigenos peptidicos, es inducible en condiciones de estrés y es reconocida por celulas
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Tvyd, encargadas de la eliminacion de células infectadas y dafiadas (Groh et al. 1997). MICA en
una célula cancerosa o infectada funciona como una marca de destruccion ya que es ligando del
complejo formado por el receptor NKG2D, (una lectina tipo C codificada por un miembro del
complejo receptor de NK) (Bauer et al. 1999) y la molécula adaptadora DAP10 (Wu et al. 1999).
MICA es un gene involucrado en la respuesta inmune innata. Tiene homologia con los genes de
HLA de clase I, sin embargo, no presenta péptidos antigénicos. Se expresa principalmente en
epitelio gastrointestinal y se sobrexpresa en condiciones de estrés celular como infeccion,
inflamacion y transformacion tumoral (Groh et al. 1997). El producto de MICA es una
glicoproteina de membrana que es ligando activador del receptor NKG2D/DAP10 ubicado en

células NK, Tyd y CD8+ (Bahram 2001) (Figura 11).

MICA es un gene polimdrfico. En el exdn 5 tiene una region microsatelital de repeticiones de
alaninas, la cual ha sido asociada con la ubicacion y la estabilidad de MICA en la membrana,
debido a que codifica para la region transmembranal de la proteina (Bahram 2001). El significado
del polimorfismo de MICA no es muy claro, sin embargo se cree que influye en su capacidad para
unirse a su receptor, ademas en el exdn 5 contiene una region de microsatélites GCT (alanina),
con siete variables (A4, A5, A5.1, A6, A7, A9 y A10), que codifica la region transmembranal de

la molécula, lo que puede influir en su estabilidad en la membrana (Groh et al. 2002).
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Figura 11. Gene MICA.

A) El gene MICA es muy polimérfico. Cuenta con una region microsatelital GCT en el exén 5 que
codifica repeticiones de alaninas con ocho variantes descritas (A4, A5, A5.1, A6, A7, A8, A9,y A10),y
en conjunto con el polimorfismo en los exones 2 al 4 se han identificado 69 alelos diferentes
(IMGT/HLA Database). B) Los exones 2, 3, 4 y 5 codifican los dominios al, 02, a3 y transmembranal
(TM) respectivamente de la proteina MICA, la cual se asemeja a las moléculas HLA clase I, pero no se

une a B2m, ni presenta péptidos antigénicos.

TNF

En la region de clase Il se ubican los genes TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha), TNF-3
(Tumor Necrosis Factor beta), y los genes HSP70 (Heat Shock Protein 70) -1, -2 y -HOM.
(Shiina et al. 2004). La citocina multifunctional TNF-a esta involucrada en la promocion de
respuestas inflamatorias y es determinante en la patogénesis de enfermedades inflamatorias,
autoinmunes y tumorales (Bazzoni y Beutler 1996). Altos niveles de TNF-a en plasma de
pacientes con cancer se asocian con un mal prondstico (Warzocha et al. 1997), ademas es un

poderoso angiogénico e induce la expresion de moléculas de adhesion involucradas en el
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aumento de la motilidad y comportamiento invasivo-metastatico de las células tumorales (Leek et
al. 1998). Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en las posiciones -308 (G/A) y -238
(G/A) de la region promotora del gene de TNF-a han sido estudiados debido a que el raro alelo A
en -308 y el alelo comun G en -238 se han asociado con una alta produccion de TNF-a in vitro
(Hajeer y Hutchinson 2001; Louis et al. 1998) y con enfermedades inflamatorias (Huizinga et al.

1997) (Figura 12).

En contraste con TNF-a, expresado principalmente en macréfagos, TNF-4 se expresa en células
CD4+ Thl, células B activadas y células NK (Vassalli 1992). Hay una variacion de la expresion
de TNF-£ ligada al polimorfismo bialélico (A/G) localizado en el primer intrén del gene en la
posicién +252 (Stuber et al. 1996), en donde el nucleétido G ha sido asociado a enfermedades
inflamatorias (Hessen et al. 2003) De hecho, en poblacion china, la frecuencia del genotipo
heterocigoto de TNF-f A/G en pacientes infectados con H. pylori y con céncer gastrico es

significativamente mayor que en controles positivos para la infeccion sin cancer (Li et al. 2005).

TNFa -308(G/A) TNFB wsyae
/
ol o o o

Figura 12. Genes de TNF.

Los genes TNF-a y TNF-B estan localizados en la region de clase Il del MHC. Ambos tienen
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en sus secuencias. Los mas estudiados han sido el SNP -
308(G/A) en el promotor de TNF-a y el SNP +252(A/G) en el primer intrdn de TNF-g, los cuales han

sido asociados con diferentes enfermedades inflamatorias, infecciosas y tumorales.
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HSP70

El loci HSP70 esta localizado cerca de HLA-B, e incluye a los genes HSP70-2 y dos genes
adyacentes HSP70-1 y HSP70-HOM a 280 Kb centromérico de TNF-a (Sargent et al. 1989)
(Figura 13). Estos genes estan involucrados en el procesamiento y presentacion de antigenos
(Pierce et al. 1991), pero ademas poseen diversas funciones inmunoldgicas. En condiciones de
estrés, sus moléculas son reconocidas por células NK vy linfocitos T citotéxicos como antigenos
(sin presentacion) (Botzler et al. 1998) y su polimorfismo se ha asociado con enfermedades
autoinmunes (Ratanachaiyavong et al. 1991, Pablos et al. 1995, Jarjour et al. 1996, Vargas et al.

2002).

HSP70-2 HSP70-1 HSP70-HOM
SNP +1267 SNP +190 SNP +2437
(A/G) (GIC) (CIT)
sinénimo sinénimo No sindhimo
5UTR met/thr

Figura 13. Genes de HSP70.

Los genes de HSP70 ubicados en el MHC son monoexonicos y tienen polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNPs). EI SNP +1267(A/G) de HSP70-2 y el SNP +190(G/C) de HSP70-1 son
sinbnimos, es decir, no cambian la secuencia de aminoacidos en la proteina, mientras que el SNP

+2437(C/T) de HSP70-HOM provoca un cambio del aminoécido metionina a treonina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se considera que la inflamacion crénica de la mucosa géstrica por H. pylori es el principal factor
etioldgico de la gastritis cronica, la metaplasia intestinal, el cancer gastrico y la Ulcera duodenal.
El hecho de qué en México, alrededor del 80% de la poblacidn adulta sea seropositiva a H. pylori
y de que s6lo un 15% de los infectados presenten sintomas indica la participacion de factores
ambientales y del hospedero en el establecimiento de la enfermedad. La naturaleza de la
respuesta inmuno-inflamatoria local en la mucosa contribuye de forma importante a este proceso
de transformacion tumoral. Ya se ha descrito la relacion de los polimorfismos de ciertos genes de
HLA y citocinas como marcadores de susceptibilidad, de resistencia o de manifestaciones clinicas
especificas en la infeccion por H. pylori y en el desarrollo de cancer gastrico y tlcera duodenal en
poblaciones caucasicas y orientales. Sin embargo, estos datos no pueden ser extrapolados a
nuestra poblacion a causa de nuestro diferente fondo genético. Ademas, a causa del desequilibrio
de enlace que se presenta en la regién del MHC, las asociaciones descritas entre el cancer
gastrico y el HLA podrian deberse en parte a otros genes dentro del MHC. Tal es el caso de los
genes relacionados con la cadena de MHC clase | (MIC), los genes del Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), y de las Proteinas de Choque Térmico 70 (HSP70). Los productos de estos genes
tienen participacion en la inmunidad innata, en procesos de inflamacion cronica, en condiciones
de estrés celular y en el desarrollo de varios tipos de cancer. Asimismo, su polimorfismo ha sido

asociado a enfermedades infecciosas, inflamatorias y cancerosas.
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HIPOTESIS

Si los polimorfismos genéticos de HSP70, TNF y MICA estan involucrados en la susceptibilidad
al cancer gastrico, sus lesiones precursoras y a la Glcera duodenal, entonces presentaran diferentes

frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas entre pacientes e individuos asintomaticos.

OBJETIVOS
Objetivo General
Conocer si existe asociacion del polimorfismo de los genes MICA, TNF-a, TNF-S, HSP70-1,

HSP70-2 y HSP70-HOM con el cancer gastrico, sus lesiones precursoras (gastritis no atrofica y

metaplasia intestinal) y Ulcera duodenal en poblacién mexicana.

Objetivos particulares

e Estudiar las frecuencias génicas, genotipicas y haplotipicas de los genes MICA, TNF-a. SNP-308,
TNF-g SNP+252, HSP70-1 SNP+190, HSP70-2 SNP+1267 y HSP70-HOM SNP+2437 en
individuos diagnosticados con cancer gastrico, sus lesiones precursoras y ulcera duodenal y en
individuos sin diagndstico ni sintomas de estas lesiones gastricas para determinar si existe

asociacion (susceptibilidad o proteccidn) en pacientes mexicanos.
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MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

Este estudio fue aprobado por los comités de ética del Hospital General de México, Secretaria de
Salud y del Hospital de Oncologia del Instituto Mexicano del Seguro Social. A todos los
individuos estudiados se les aplicd un cuestionario acerca de sus habitos alimenticios, higiénicos,
de condiciones de vida y antecedentes familiares de enfermedades. Todos los individuos firmaron

una carta de consentimiento informado.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: 1) Mestizos mexicanos. Con base en la definicion
que establece el Instituto Nacional de Antropologia, se considero como Mestizo Mexicano
aquella persona con tres generaciones (incluida la suya) nacidas en México, descendiente de los
habitantes autoctonos originales y de individuos espafioles (con apellidos derivados del espafiol)
0 negros que vinieron a América durante el siglo XVI (Serrano-Sanchez 1996, Lisker 1981,
Gorodezky et al. 2001, Gamboa et al. 2006), 2) Edad mayor de 30 afios. 3) Firma de

consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron: 1) Tratamiento contra cancer. 2) Toma de antibioticos,
compuestos de bismuto, inhibidores de bombas de protones y antinflamatorios no esteroideos
durante las dos semanas previas al estudio y 3) Diagnostico o sintomas de otras enfermedades

cronicas severas o enfermedades mentales.

Individuos asintomaticos
Se estudiaron 132 muestras de donadores adultos, mestizos, mexicanos de los Bancos de Sangre

del Hospital General Regional No. 25 y del Centro Médico Nacional S-XXI del Instituto
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Mexicano del Seguro Social (IMSS). Ningun individuo reporté sintomas ni diagnéstico de

enfermedades géstricas, autoinmunes, inflamatorias, diabetes o cancer,

Pacientes

Se estudiaron en ciego 447 muestras de pacientes adultos, mestizos, mexicanos, diagnosticados
mediante serologia, endoscopia e histologia, provenientes del Hospital General de México SSA 'y
del Hospital de Oncologia del IMSS que acudieron a consulta debido a sintomas
gastroduodenales o por un probable cancer gastrico (Hospital de Oncologia) programados para

endoscopia y biopsia para propdsitos de diagnostico.

De acuerdo al diagnéstico de la histologia (siete biopsias: cuatro de antro y tres de cuerpo),
basados en la clasificacion de Sydney, se ordenaron los pacientes en cuatro grupos: 228 pacientes
con gastritis no atrofica, 98 con metaplasia intestinal, 63 con cancer gastrico y 58 con ulcera

duodenal.

Material Bioldgico

Se emplearon de 5-10ml de sangre periférica. Mediante centrifugacion se separ6 el anillo
leucocitario para la extraccion de DNA mediante una técnica de salting out. (Miller et al. 1988) y
el plasma para la determinacion de anticuerpos IgG contra H. pylori y CagA. (Camorlinga et al.

1998).

Determinacion de anticuerpos contra H. pylori y CagA
En la determinacion de anticuerpos IgG contra H. pylori y CagA se aplicé una técnica de ELISA
validada (Camorlinga et al. 1998). En el caso de anticuerpos contra H. pylori, las placas se

sensibilizaron con un extracto de células completas de la bacteria usando 0.5ug/pozo que actla
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como antigeno concentrado y se incub6 por 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, el
blogueo de uniones inespecificas se realizé con gelatina 0.1% en PBS incubandolo por 12 horas a
4°C. Después de 3 lavados con PBS pH 7.4, se procedié a la unién del anticuerpo primario
(sueros a evaluar en dilucion 1:1000 en PBS con gelatina 0.1%y gammaglobulina bovina 0.5%) y
se dejo incubar a 4°C por 12 horas. Se realizaron tres lavados con PBS, se afiadié el anticuerpo
secundario (anti-IlgG conjugado con fosfatasa alcalina) 1:1,000 y se incub6 1 hora a 37°C. El
sustrato p-nitrofenilfosfato 1 mg/ml se agreg6 en buffer de dietanolamina para el desarrollo de
color y después de 30min se leyé a 405nm. Los ensayos se realizaron por duplicado. En cada
placa se incluyeron controles seronegativos y seropositivos y los valores mayores a 1 unidad de
ELISA fueron considerados como seropositivos de acuerdo a. Camorlinga et al. (1998) Torres et

al. (1998b).

Para la determinacién de IgGs contra CagA, se utilizd un procedimiento validado (Camorlinga et
al. 1998). Las placas se sensibilizaron con un el antigeno CagA a 0.1 ug/pozo y se incub6 por 12
horas a 4°C. El bloqueo de uniones inespecificas se realizé con leche descremada al 2.5% en PBS
incubandolo por 1 hora a 37°C. Después de 3 lavados con PBS se procedié a la union del
anticuerpo primario (sueros a evaluar en dilucion 1:1,000 en PBS con leche descremada) y se
dejo incubar a 37°C por 1 hora. A partir de la aplicacion del anticuerpo secundario 1:1,000, se
procedio como en la ELISA contra H. pylori. Para este caso y de acuerdo a Camorlinga et al.

(1998), los valores mayores a 1.5 unidades de ELISA fueron considerados como seropositivos.

La infeccion por H. pylori fue definida cuando se presentaron un ELISA positivo y la presencia

de la bacteria en la histologia de las biopsias géstricas.
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Extraccion de DNA

En la extraccion de DNA se partié de anillo leucocitario y se utiliz6 una técnica de salting out
(Miller et al. 1988). En breve: para lisar los eritrocitos, el anillo leucocitario se resuspendio en
una solucién amortiguadora con sacarosa 0.3 M, Tris-HCI 10mM, MgCl, 5 mM y Triton 100x 1.0
%. Mientras que los leucocitos se lisaron con un buffer de NaCl 0.075M y EDTA 0.024M. El
DNA se separ0 de las proteinas con SDS 20%, NaClO, 5M y NaCl 5M. Se precipitd con
isopropanol a -20°C. Después de 12 horas a -20°C fue lavado con etanol al 70% a la misma
temperatura y se disolvio el DNA en agua bidestilada. EI DNA fue cuantificado por
espectrofotometria y se evalu6 su integridad mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa

al 1%, con TBE.

Reaccion cadena de la polimerasa de DNA (PCR).

Se emplearon iniciadores especificos y reacciones de PCR ya reportadas para el polimorfismo de
cada uno de los genes a estudiar: exones 2 al 5 de MICA (Pérez et al. 2000); SNP -308 (G/A) del
promotor de TNF-a, y SNP +252 (A/G) de TNF-£; SNP +190 (G/C) de HSP70-1, SNP +1267

(A/G) de HSP70-2 y SNP +2437 (C/T) de HSP70-HOM (Vargas et al. 2002) (Tabla 1).

MICA

Se obtuvieron dos amplicones, por una parte los exones 2 y 3 (MICA 2-3) y por otra los exones 4
y 5 (MICA 4-5). En la reaccion de MICA 2-3 se emplearon reactivos de la marca Invitrogen,
Brasil. Se realizo con solucion amortiguadora de PCR 1x (Invitrogen), 0.2 mM de dNTPs, 1.5
mM de MgCl,, 0.5 pmol de cada iniciador, 0.03 U de Tag-polimerasa y 300 ng de DNA. Las
condiciones de amplificacién consistieron en la desnaturalizacién a 95°C por 5 min, seguido por

33 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento de iniciadores a 65°C por 50 s,
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extension a 72°C por 30 s, y finalmente un paso de extensién a 72°C por 8 min. El tamafio del

producto de MICA 2-3 es de 949 bp.

Para MICA 4-5, en 25 ul se prepar6 con solucion amortiguadora de PCR 1x, 0.2 mM de dNTPs, 2
mM de MgCl,, 0.5 pmol de cada iniciador, 0.03 U de Tag-polimerasa y 300 ng de DNA. Las
condiciones de amplificacion comenzaron con la desnaturalizacién a 94°C por 4 min, seguido por
35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, alineamiento de iniciadores a 63°C por 1:30
min, extensién a 72°C por 2 min, y finalmente un paso de extensién a 72°C por 10 min. El

tamario del producto de MICA 4-5 es de 678 bp.

Tabla 1. Secuencias de los iniciadores especificos para la amplificacion por PCR de los polimorfismos.

Tamario del producto

Nombre Secuencia

(pb)
MICA 2-3 5° 5’-TCCTGCCCCAGGAAGGTTGGG-3’ (f)
MICA 2-3 3’ 5’-AGGGAGAGGAGAGCCCTTGGC-3’ (r) o
MICA 4-5 5° 5’-CAGACTTGCAGGTCAGGGGTCCCG-3’ ()
MICA 4-5 3° 5’-CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3’ (1) o7
TNFa -308 5’ 5’-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’ (f)
TNFa -308 3’ 5’-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ (1) 17
TNFB +252 5° 5’-AGACGTTCAGGTGGTGTCAT-3’ (f)
TNFp +252 3’ 5’-TCTGACTCTCCATCTGTCAG-3’ (1) 269
HSP70-1 +190 5° 5-TCCGGCGTCCGGAAGGACC-3' (f)
HSP70-1+190 3’ 5-TGCGGCCAATCAGGCGCTT-3'(r) 3
HSP70-2 +1267 5° 5-CATCGACTTCTACACGTCCA-3' (f)
HSP70-2 +1267 3’ 5-CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC-3' (r) H
HSP70-HOM +2437 5> 5-GGACAAGTCTGAGAAGGTACAG-3' (f) 878

HSP70-HOM +2437 3  5-GTAACTTAGATTCAGGTCTGG-3' (r)
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TNF-a SNP -308

Se amplificd con 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 0.5 pmol de cada iniciador, 0.03 U de
Tag-polimerasa y 150 ng de DNA. Las condiciones de PCR empleadas comenzaron con un 1
ciclo de desnaturalizacién a 94°C por 3 min, alineamiento a 61°C por 1 min y extension a 72°C
por 1 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 61°C por 1 min y
extension a 72°C por 1 min y finalmente un ciclo a 94°C por 1 min, alineamiento a 61°C por 1

min y extension a 72°C por 5 min. El producto obtenido fue de 107 bp.

TNF-B +252

Se amplificd con 0.2 mM de dNTP’s, 1.5mM de MgCl,, 0.5 pmol de cada iniciador, 0.05U de
Tag-polimerasa y 150 ng de DNA. Las condiciones de PCR empleadas comenzaron con un paso
de desnaturalizacién a 95°C por 10 min, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min,
alineamiento a 60°C por 1 min y extensién a 72°C por 1 min y finalmente un paso de extension a

72°C por 8 min. El producto obtenido fue de 289 bp.

HSP70-1 +190

La reaccion de amplificacion usada fue 0.2 mM de ANTP’s, 1.5 mM de MgCl,, 1.0 pmol de cada
iniciador, 0.05 U de Tag-polimerasa y 150 ng de DNA. Las condiciones de PCR empleadas
comenzaron con un paso de desnaturalizacién a 94°C por 4min, 30 ciclos de desnaturalizacién a
94°C por 1 min, alineamiento a 60°C por 1 min y extensién a 72°C por 3 min y finalmente un

paso de extension a 72°C por 10 min. El producto de PCR fue de 325 bp.
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HSP70-2 +1267
Se amplifico con 0.2 mM de dANTP’s, 1.0 mM de MgCl,, 1.0 pmol de cada iniciador, 0.05 U de
Tag-polimerasa y 150 ng de DNA. Las condiciones de PCR empleadas fueron las mismas usadas

para HSP70-1 +190. El producto obtenido fue de 1,117 bp.

HSP70-HOM +2437
La reaccion y las condiciones de PCR fueron las mismas que se emplearon para HSP70-1 +190.

El producto obtenido fue de 878 bp.

Tipificacion del polimorfismo
A partir de los productos de PCR especificos, se tipificaron los alelos de MICA y los SNPs de

TNF y HSP70 por diferentes técnicas.

MICA

Debido a que el gene MICA posee 68 alelos y 7 variantes microsatelitales (hla.alleles.org
Anthony Nolan Research Institute, enero 2010), la tipificacion de su polimorfismo se realizd con
la aplicacion de una técnica conformacional de DNA llamada Reference Strand Conformational
Analysis (RSCA) (Arguello et al. 1998, Pérez et al. 2000) (Figura 14). Se tipificaron por separado

los exones 2y 3delos4yb5.

El primer paso de RSCA fue la amplificacion por PCR del locus especifico de estudio (MICA 2-3
0 MICA 4-5) a partir de DNA de lineas celulares linfoblastoides homocigotas con alelos de MICA
conocidos. En esta reaccion se utilizd un iniciador (sentido o antisentido) marcado con el
fluorocromo carbocianina 5 (Cy5), de tal forma que sélo una de las cadenas del producto de PCR

fue marcada. A este producto se le conoce como FLR (Fluorescence Labelled Reference) (Figura
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14a). Cualquier actividad existente de la Taq polimerasa en el producto de PCR (100 pl) de la
FLR se inactivd con 4 pl de EDTA 0.5 M. Se usaron dos FLRs por cada locus. Las lineas
celulares empleadas como FLRs tienen los alelos *001 y *00801 para MICA 2-3 y *001 y *004

para MICA 4-5.

En forma independiente, se realizd una amplificacion del mismo locus en las muestras a estudiar,
usando los mismos iniciadores pero sin marca (Figura 14b). Posteriormente, cada muestra se
mezcl6 con su FLR y se llevo a cabo la desnaturalizacion e hibridacion de la muestra con la FLR
(Figura 15c), formandose combinaciones de homoduplex y heterodlplex (Figura 14d). La
hibridacién se realizé con 3 ul de producto de PCR de la muestra y 1 pl de FLR, esta mezcla se
desnaturalizé a 95°C por 4min, enseguida fue llevada a 55°C por 5 min para permitir la
hibridacién de las cadenas y después se mantuvo a 15°C por 7 min. Finalmente se agregé 1 ul de

buffer de carga de RSCA (Arguello et al. 1998).

Los duplex (homoduplex y heteroduplex) fueron separados por electroforesis en un secuenciador
automatizado ALFexpress Il (Amersham Pharmacia Biotech). De cada muestra hibridada, se
carg6 1 pl en un gel no desnaturalizante al 6.0% de acrilamida (30.0%) (Sigma, USA). El tamafio
del gel fue 21 cm de largo y 0.5 mm de espesor. La electroforesis se llevé a cabo en TBE a 40 °C,

647 V, 46 mAmp, y 30 W por 480 minutos.

La conformacion molecular de cada duplex resultante fue Unica, y estuvo basada en el nivel de
complementaridad. Debido a que la movilidad del DNA de doble cadena en un gel de acrilamida
no desnaturalizante en condiciones electroforéticas constantes depende Unicamente del peso y de
la conformacion molecular; al presentar todos los duplex el mismo peso molecular, su migracién

dependid exclusivamente de las diferencias en la conformacion molecular, lo que se reflejo en la
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movilidad electroforética (Figura 14¢). Para tipificar cada muestra, las diferentes movilidades se

compararon con controles internos que son productos de PCR ya tipificados.

Las movilidades de los diferentes duplex fueron analizadas con el software Allelelocator 1.03
(Amersham Pharmacia Biotech). La correccion del gel y el anélisis de los datos se realizaron
asignando al pico del iniciador fluorescente el valor de 1 y al homoduplex el valor de 1000, para
alinear de esta forma todos los homoduplex. Finalmente las movilidades de las muestras fueron

comparadas con las de los controles de cada FLR para determinar los alelos (Figura 15).
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Figura 14. Técnica de Analisis Conformacional mediante una Cadena de Referencia (RSCA) para la
tipificacion del polimorfismo de MICA.

La determinacion del polimorfismo de MICA (exones 2-5) por RSCA se fundamenta en el uso de DNA de
una referencia de secuencia conocida, marcada con un fluorocromo (FLR) (a), y el DNA de estudio (b). Al
hibridar ambos DNAs (c), se generan diferentes conformaciones de heteroduplex a causa de la formacion
de asas por la falta de complementariedad de sus secuencias. Estas conformaciones tienen patrones de
migracion particulares en electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) (d), de forma que pueden ser

identificados en un electroferograma (e), gracias a la marca con el fluorocromo.
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Figura 15. Tipificacion de MICA por RSCA.
Electroferograma de MICA exones 2 y 3 con las FLRs MICA*001 (a) y MICA*008 (b) en muestras

homocigotas y heterocigotos y los controles (ladders) respectivos.
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Figura 15 (cont.). Tipificacion de MICA por RSCA.
Electroferograma de MICA exones 4 y 5 con las FLRs A4 (a) y A6 (b) en muestras homocigotas y

heterocigotos y los controles (ladders) respectivos.
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TNF y HSP70

Debido a que en los SNPs estudiados de los genes TNF y HSP70 crean sitios de restriccion, el
polimorfismo bialélico de estos SNPs se tipificO mediante la técnica de Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), con las enzimas Ncol para los SNPs -308 de TNF-a, +252 de
TNF-g y +2437 de HSP70-HOM, BsrBI para +190 de HSP70-1 y Pstl para +1267 de HSP70-2

(Vargas et al. 2002) (Tabla 2).

Tabla 2. Patrones de restriccion de los alelos en los SNPs de TNF y HSP70.

Producto de PCR Enzima de restriccion

SNP (pb) Alelos y patron de restriccion (pb)

Ncol
TNF-a -308 107 G =87+20
A =107

Ncol
TNF-p +252 289 A=289
G =228+61

BsrBlI
HSP70-1 +190 325 G =171+84+70
C =241+84

Pstl
HSP70-2 +1267 1117 A=1117

G =936+181

Ncol
HSP70-HOM +2437 878 T =551+327

C =878

En todos los casos se utilizaron 5 U de enzima de restriccion por muestra y se digirié a 37°C por
seis horas. Los productos digeridos fueron corridos electroforéticamente en geles de agarosa al

2% (Figura 16).
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Figura 16. Geles de RFLP de los SNPs de TNF y HSP70.
Patrones de restriccion del polimorfismo de TNF-« -308 (a), TNF-4 +252 (b) y HSP70-1 +190 (c).
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Figura 16 (cont). Geles de RFLP de los SNPs de TNF y HSP70.

Patrones de restriccion del polimorfismo de HSP70-2 +1267 (d) y HSP70-HOM

+2437 (e).
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Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico se tomaron en cuenta Unicamente a los individuos positivos a H.
pylori. Las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los diferentes grupos se compararon
con el grupo de asintométicos. También se analizaron las combinaciones de genotipos de MICA,
TNF y HSP70. Las diferencias fueron evaluadas estadisticamente mediante la prueba de 3° y la
prueba exacta de Fisher (Matthews y Farewell 1985) con tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico STATA 9.0 (Stata Corporation College Statation TX) tomando en cuenta un
indice de confianza del 95% para estimar el riesgo (Matthews y Farewell 1985). De esta manera
se determind el valor de la (p), la cual se corrigié (pc) por el nimero de especificidades
estudiadas (grupos de pacientes multiplicado por el ndmero de alelos, haplotipos o
combinaciones de genotipos) y se considerd como significativo un valor de pc<0.05. La magnitud
de la asociacion se calculd usando la razon de momios (RM) y los intervalos de confianza del
95% fueron calculados. En las celdas con valor de cero, las razones de momios fueron estimadas
con la prueba de Haldane. Las RM fueron corregidas por género y edad usando un modelo de
regresion logistica (Petri y Sabin 2000). Ademas se realiz6 un andlisis de chi-cuadrada para
buscar en las distribuciones de los genotipos posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg (Sham 2001). Finalmente, se calcularon las razones de momios para cada genotipo
usando el genotipo homocigoto mas frecuente de cada polimorfismo (excepto en TNFa -308,
debido a datos insuficientes) como referencia. El efecto dosis-gene fue determinado con una
prueba de tendencia lineal mediante una prueba de chi-cuadrada usando el programa estadistico
Epidat 3.1 (Hervada et al. 2004) con un nivel de significancia de p<0.05. La inferencia y el

analisis de haplotipos se realizé con el programa Haploview 4.1 (Barret et al. 2005).
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RESULTADOS

H. pylori y CagA
Se evalud la infeccion por H. pylori por serologia en los individuos asintomaticos y mediante

histologia y serologia en los grupos de pacientes (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los grupos estudiados

Grupo de Pacientes Edad Género Serologia
diagnostico estudiados promedio H. pylori CagA
n afos (+/-) M/F n (%) n (%)
Asintomaticos 132 31.9(8.59) 97/35 106 (80.3) 77 (58.3)
Gastritis
228 47.9 (12.23) 75/153 172 (75.4) 148 (64.9)
no atréfica
Metaplasia
98 57.6 (13.31) 34/64 80 (81.6) 78 (79.6)
intestinal
Cancer gastrico 63 60.7 (13.31) 39/24 42 (66.7) 43 (68.2)
Ulcera duodenal 58 51.8 (12.42) 31/27 51 (87.9) 43 (74.1)
Todos los
447 52.3(13.61) 179/268 345 (77.2) 312 (69.8)
pacientes

Se observo una seropositividad del 80.3% en el grupo asintomatico. En los pacientes el
porcentaje fue similar, excepto en el grupo de cancer gastrico, en el cual la infeccion por H.

pylori disminuyd0 a 66.7% (p=0.037, RM=0.49, IC 95%=0.24-1.02). Al comparar la
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seropositividad de CagA con los individuos asintomaticos, se encontr6 una mayor prevalencia en
los pacientes con metaplasia intestinal (p=0.00067, RM=2.79, IC 95% =1.47-5.32) y en Ulcera

duodenal (p=0.0375, RM=2.05, IC 95% =0.99-4.29).

Polimorfismos genéticos

Contando los grupos de lesiones mas el grupo de asintomaticos, se tipificaron 529 para el
microsatélite de MICA, 477 para los alelos (exones 2, 3, 4 y 5) de MICA, 575 muestras para el
SNP -308 de TNF-a, 571 para el +252 de TNF-g, 562 para el +190 de HSP70-1, 572 para el
+1267 de HSP70-2 y 535 para el +2437 de HSP70-HOM (Tabla 4).

Tabla 4. Namero de muestras tipificadas.

Asintoméaticos Gastritis  Metaplasia Céncer Ulcera Total
no Intestinal Gastrico Duodenal muestras
Atrofica
n=132 n=228 n=98 n=63 n=58 n=579
MICA GCT 128 209 87 53 52 529
MICA (alelo) 118 180 83 47 49 477
TNF-a
SNP -308 132 225 98 62 58 575
TNF-
SNP 4252 132 228 93 62 56 571
HSP70-1
SNP 4190 132 216 96 61 57 562
HSP70-2
SNP +1267 132 225 96 61 58 572
HSP70-HOM
SNP 42437 132 208 91 55 49 535

Debido a que estas enfermedades gastroduodenales estan ligadas a la infeccion por H. pylori, el

analisis de las frecuencias de estos polimorfismos se enfoco en individuos positivos a esta
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bacteria (Tabla 3). Se hizo la comparacion de las frecuencias de los polimorfismos de los pacientes

tomando como referencia al grupo asintomatico y al grupo de gastritis no atrofica.

MICA
En MICA se analizaron primero la region microsatelital y después los 4 exones juntos para

determinar los alelos.

Microsatélites GCT de MICA

Del gene MICA se analizo el polimorfismo de su region microsatelital ubicada en el exén 5y que
codifica el dominio transmembranal de la molécula. De las ocho variedades de microsatélites
reportadas basadas en el nimero de repeticiones de GCT (alanina) nombradas A4, A5, A5.1, A6,
A7, A8, A9 y Al10, en nuestra poblacién de estudio se encontraron cinco, de los cuales el
microsatélite A9 fue el mas frecuente, seguido en orden decreciente por A5, A6, A5.1y A4 (Tabla
5). Al comparar las frecuencias de los microsatélites entre pacientes y asintomaticos no hubo

diferencias significativas en ningdn grupo.

Tabla 5. Frecuencias de los microsatélites GCT de MICA.

Microstatélites

Grupos
) A4 A5 A5.1 A6 A9
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
12 (5.8) 52 (25.2) 22 (10.7) 37 (18.0) 83 (40.3)
(103)
Gastritis
no atréfica 13 (4.1) 93 (29.2) 46 (14.5) 50 (15.7) 116 (36.5)
(159)
Metaplasia
intestinal 6 (4.3) 37 (26.4) 12 (8.6) 30 (21.4) 55 (39.3)
(70)
Cancer gastrico
36) 4 (5.6) 19 (26.4) 6 (8.3) 15 (20.8) 28 (38.9)
Ulcera duodenal
5 (5.6) 30 (33.3) 11 (12.2) 17 (18.9) 27 (30.0)

(45)

No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de los microsatélites
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Se analizaron los genotipos de los microsatélites de MICA y se encontraron 15 genotipos. El
homocigoto A9/A9 y los heterocigotos A5/A9 y A6/A9 fueron los mas frecuentes en todos los
grupos (Tabla 6). Después de hacer las comparaciones de los genotipos entre pacientes y
asintomaticos se encontré un aumento estadisticamente significativo del genotipo A5/A5 en

gastritis no atrofica, que perdid significancia al corregir el valor de p (pc>0.05).

Tabla 6. Frecuencias genotipicas de los microsatélites GCT de MICA.

Genotipos de microsatélites

Grupos
A5/A5 A5/A6 A5/A9 A5.1/A5.1 A9/A9
") n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
7 (6.8) 10 (9.7) 19 (18.4) 4(3.9) 22 (21.4)
(103)
Gastritis
no atréfica 30 (18.9) 6 (3.8) 21 (13.2) 10 (6.3) 33 (20.7)
(159)
Metaplasia
intestinal 11 (15.7) 5(7.1) 5(7.1) 2(2.9) 20 (28.6)
(70)
Cancer
géstrico 2 (5.6) 7 (19.4) 5(13.9) 0(0.0) 9 (25.0)
(36)
Ulcera duodenal
6 (13.3) 4 (8.9) 10 (22.2) 1(2.2) 4(8.9)

(45)
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Alelos de MICA

Para poder determinar las variantes alélicas de MICA es necesario estudiar no solo el
microsatélite de su exon 5, sino también los cambios en las secuencias de sus demas exones. Por
ello estudiamos mediante RSCA los exones 2, 3, 4 y 5 de MICA. Se encontraron seis alelos
(*001, *002, *004, *008, *010 y *017), de los cuales el mas frecuente fue el MICA*002 (Tabla 7).
Se hizo la comparacion de las frecuencias alélicas de MICA entre pacientes y asintomaticos, y no

se encontrd ninguna diferencia significativa.

Tabla 7. Frecuencias (%) de los alelos de MICA

Alelos
Grupos
001 002 004 008 010 011
") n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
(96) 10 (5.2) 78 (40.6) 33(17.2) 21 (10.9) 48 (25.0) 2(1.1)
Gastritis
no atréfica 7 (2.5) 103 (37.1) 36 (12.9) 40 (14.4) 86 (30.9) 6 (2.2)
(139)
Metaplasia
intestinal 4 (3.0) 56 (41.8) 25 (18.7) 10 (7.5) 36 (26.9) 3(2.2)
(67)
Cancer
gastrico 2(2.9) 27 (39.7) 14 (20.6) 6 (8.8) 19 (27.9) 0(0.0)
(34)
Ulcera duodenal
5(5.9) 29 (34.5) 10 (11.9) 11 (13.1) 28 (33.3) 1(1.2)

(42)

De los 18 diferentes genotipos encontrados de MICA, el méas frecuente fue el 002/002, seguido
por el 002/010 (Tabla 8). Al comparar las frecuencias de los genotipos en pacientes, se encontrd
un aumento significativo del genotipo 010/010 en el grupo de gastritis no atrofica que se perdio al

hacer la correccion del valor de p.
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Tabla 8. Frecuencias (%) de los principales genotipos de MICA

Genotipos
Grupos
) 002/002 002/010 004/010 008/008 010/010
n
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
22 (23.0) 17 (17.7) 9 (9.4) 4 (4.17) 7 (7.3)
(96)
Gastritis
no atréfica 29 (20.9) 17 (12.2) 6 (4.3) 10 (7.2) 29 (20.9)
(139)
Metaplasia
intestinal 20 (29.9) 7 (10.5) 6 (9.0) 2 (3.0) 9 (13.4)
(67)
Céancer
gastrico 8 (23.5) 6 (17.6) 6 (17.6) 0 (0.0) 2 (5.9)
(34)
Ulcera duodenal
4 (9.5) 11 (26.2) 1(2.4) 1(2.4) 6 (14.3)

(42)

En la tabla sélo se muestran los genotipos més representativos de MICA
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TNF-a SNP -308 (G — A)

En el SNP -308 de TNF-a, hubo una mucho mayor frecuencia del alelo G (91.5%) en
comparacion con el alelo A (8.5%) en el grupo de asintométicos (Tabla 9). En general se presentan
frecuencias parecidas en los grupos de pacientes aunque con un ligero aumento progresivo de la

frecuencia del alelo A sin llegar a ser estadisticamente significativo.

Tabla 9. Frecuencias (%) de los alelos y genotipos de TNF-o -308

G/A
. pC*
Alelos Genotipos
RM
Grupos
) (95% IC)
n
G A G/IG G/A A/A
n n n n n
(%) (%) (%) (%) (%)
Asintomaticos 195 17 96 3 7
(106) (92.0) (8.0 (90.6) (2.8) (6.6)
Gastritis
] 323 15 156 11 2
no atrofica (95.6) (4.4) (92.3) (6.5) (1.2)
(169) ' ' ' ' '
Metaplasia 0.0036
) 145 15 65 15 0
Intestinal 90.6) ©.3) 61.3) 18.7) ©.0) 2.44
(80) ' ' ' ' ' (0.32-18.15)
, A 0.0024
Céncer gastrico 75 9 33 9 0 10.07
(42) (89.3) (10.7) (78.6) 21.4 (0.0) '
(214) (1.14-88.96)
. 0.00012
Ulcera duodenal 89 13 38 13 0 2182
(51) (87.3) (12.7) (74.5) (25.5) (0.0 '

(3.06-155.39)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintomatico como referencia. Los valores de RM fueron ajustados
por edad y género.

RM=raz6n de momios, IC=intervalo de confianza, pC=corregida

Cuando se comparan los genotipos, el genotipo G/A aumentd significativamente su frecuencia
(pc<0.05) en los pacientes de forma progresiva con las enfermedades, y esta diferencia fue

estadisticamente significativa en metaplasia intestinal, cAncer gastrico y Ulcera duodenal (Tabla 9).
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Tanto en alelos como genotipos no hubo diferencias al comparar los pacientes contra el grupo de
gastritis no atréfica. En el caso del SNP -308 TNF-a no fue posible realizar un estudio de
tendencia, debido a que en algunas casillas el valor de las frecuencias fue cero.
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TNF-B SNP +252 (A — G)

Los alelos A y G resultaron tener una frecuencia muy similar en asintomaéticos. Cuando se
compar0 con pacientes, se encontré una asociacion entre el alelo A y el c&ncer géastrico, con un
incremento de su frecuencia hasta de 76.2% en estos pacientes. Esta diferencia resultd tener
significancia estadistica (pc<0.05), aumentando el riesgo en mas de cinco veces [RM=5.69 (1.88-
17.19)] (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencias (%) de los alelos de TNF-4 +252

A
Alelos
Grupos pC
(n) A G RM
n (%) n (%) (95% IC)
Asintomaticos
116 (54.7) 96 (45.3)
(106)
Gastritis
no atréfica 222 (64.5) 122 (35.5)
(172)
Metaplasia Intestinal
85 (56.7) 65 (43.3)
(75)
, A 0.016
Cancer gastrico
64 (76.2) 20 (23.8) 5.69
(42)
1.88-17.19
Ulcera duodenal
65 (65.0) 35 (35.0)

(50)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintomatico como referencia. Los valores de RM fueron ajustados
por edad y género.

RM=raz6n de momios, IC=intervalo de confianza, pC=corregida

En los genotipos se observd una asociacion entre el genotipo A/G y gastritis no atréfica, cancer y
Ulcera. Mientras que el genotipo G/G tuvo una menor frecuencia (pc<0.05) en pacientes con
cancer gastrico (2.4%) y ulcera duodenal (4.0%) comparada con individuos asintomaticos (8.5%)
(Tabla 11).

El andlisis de tendencia lineal de las frecuencias de los genotipos de este SNP (Tabla 11) mostro

una tendencia significativa al hacer las comparaciones tomando como referencia el homocigoto
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AJ/A. Esto indica que existe un efecto de dosis génica del alelo G de TNF-f SNP +252 que

contribuye en la proteccion al desarrollo de cancer géastrico y ulcera duodenal.

Tabla 11. Frecuencias (%) de los genotipos de TNF-4 +252

) Tendencia
Genotipos
Grupos p
(n) AIA AIG RM GIG RM
n (%) n (%) (95% IC) n (%) (95% IC)
Asintomaticos 19 (17.9) 78 (73.6) 9(8.5)
(106) ' ' '
Gastritis no
. 0.33 0.51
atrofica 66 (38.4) 90 (52.3) 16 (9.3) 0.0072
(0.18-0.60) (0.19-1.34)
(172)
Metaplasia
0.55 1.06
Intestinal 20 (26.7) 45 (60.0) 10 (13.3) 0.6425
(0.26-1.13) (0.35-3.16)
(75)
Céncer gastrico 0.19 0.09
23 (54.8) 18 (42.9) 1(2.4) 0.0000
42) (0.09-0.42) (0.01-0.79)
Ulcera duodenal 0.44 0.25
17 (34.0) 31 (62.0) 2 (4.0) 0.0228
(50) (0.20-0.96) (0.05-1.31)

* Las comparaciones fueron hechas con el genotipo A/A como referencia.

RM-=razo6n de momios, IC=intervalo de confianza, pC=corregida
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HSP70-1 SNP+190 (G — C)

En el polimorfismo en HSP70-1, encontramos una frecuencia del alelo G del 75.0% y el alelo C
de 25.0% en los asintomaticos. Cuando se comparan estas frecuencias con las observadas en los
pacientes, se encuentra un aumento estadisticamente significativo (pc<0.05) del alelo C en todos

los grupos de lesiones (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias (%) de alelos de HSP70-1 +190

Alelo C
Grupo Alelos pC*
) RM (95% IC)
G C
Asintomaticos
(106) 159 (75.0) 53 (25.0)
Gastritis no atrofica 0.0048
198 (60.7) 128 (39.3)
(163) 1.92 (1.14-3.21)
Metaplasia intestinal 0.0016
88 (56.4 68 (43.6
(78) (6.4) (436) 3.13 (1.36-7.19)
Cancer Gastrico 5635 o6 0.0024
(42) ' ' 3.76 (1.46-9.65)
Ulcera duodenal 0.0008
53 (53.0) 47 (47.0)
(50) 3.08 (1.44-6.62)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintoméatico como referencia. Los valores de RM fueron ajustados
por edad y género.

RM=razén de momios, IC=intervalo de confianza.

En los genotipos, el heterocigoto G/C es significativamente mas frecuente en metaplasia
intestinal (61.5%), en cancer gastrico (88.1%) y en Ulcera duodenal (90.0%) en comparacion con
los asintomaticos (38.7%) (Tabla 13). Incluso el incremento es también significativo en el grupo
de céncer gastrico (pc<0.05, RM=9.19, IC 95% 3.81-23.22) y ulcera duodenal (pc<0.05,
RM=8.51, IC 95% 3.51-21.58) comparado con gastritis no atrofica (44.2%)
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Tabla 13 Frecuencias (%) de genotipos de HSP70-1 +190

] Tendencia
Genotipos
Grupos p*
(n) GIG GIC RM cI/C RM
n (%) n (%) (95% IC) n (%) (95% IC)
Asintomaticos 59
41 (38.7) 6 (5.7)
(106) (55.7)
Gastritis
] 63 1.64 4.37
no atroéfica 72 (44.2) 28 (17.2) 0.0009
(38.7) (0.98-2.77) (1.69-11.30)
(163)
Metaplasia
) 20 3.45 491
Intestinal 48 (61.5) 10 (12.8) 0.0001
(25.6) (1.79-6.66) (1.58-15.25)
(78)
Cancer gastrico 13.31 2.46
4(9.5) 37(88.1) 1(2.4) 0.000
(42) (4.40-40.22) (0.23-25.69)
Ulcera duodenal 16.19 2.46
4(8.0) 45(90.0) 1(2.0) 0.000
(50) (5.40-48.51) (0.23-25.69)

* Las comparaciones fueron hechas con el genotipo G/G como referencia.

RM=raz6n de momios, IC=intervalo de confianza, pC=corregida
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HSP70-2 SNP +1267 (A — G)

El alelo A en asintomaticos present6 una frecuencia de 53.8%, mientras que el alelo G el restante
46.2%. En cuanto a las frecuencias genotipicas, el genotipo heterocigoto A/G fue el maés
frecuente con 54.7%, seguido por el homocigoto A/A con 26.4% Y el otro homocigoto (G/G) con
18.9%. Al comparar con los diferentes grupos de pacientes se observaron frecuencias similares

tanto de alelos como de genotipos, sin presentarse diferencias significativas (Tabla 14).

Tabla 14. Frecuencias (%) de alelos y genotipos de HSP70-2 +1267

Alelos Genotipos
Grupos
() A G AIA AIG GIG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
114 (53.8) 98 (46.2) 28 (26.4) 58 (54.7) 20 (18.9)
(106)
Gastritis
no atréfica 186 (54.7) 154 (45.3) 53 (31.2) 80 (47.1) 37 (21.8)
(170)
Metaplasia
Intestinal 80 (51.3) 76 (48.7) 20 (25.6) 40 (51.3) 18 (23.1)
(78)
Cancer gastrico
1) 40 (48.8) 42 (51.2) 10 (24.4) 20 (48.8) 11 (26.8)
Ulcera duodenal
52 (51.0) 50 (49.0) 12 (23.5) 28 (54.9) 11 (21.6)

(51)
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HSP70-HOM SNP +2437 (T — C)
Las frecuencias de HSP70-HOM son las siguientes: T=92.9%, C=7.1%, T/T=86.8%, T/C=12.3%
y C/C=0.9%. Al compararlas con los grupos de pacientes no se encontraron diferencias

significativas (Tabla 15).

Tabla 15. Frecuencias (%) de alelos y genotipos de HSP70-HOM +2437

Alelos Genotipos
Grupos
(n) T [® TIT TIC CIC
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Asintomaticos
197 (92.9) 15 (7.1) 92 (86.8) 13 (12.3) 1(0.9)
(106)
Gastritis
no atréfica 298 (94.9) 16 (5.1) 141 (89.8) 16 (10.2) 0 (0.0)
(157)
Metaplasia
Intestinal 142 (95.9) 6 (4.1) 68 (91.9) 6 (8.1) 0 (0.0
(74)
Céncer gastrico
71 (95.9) 3(4.1) 34 (91.9) 3(8.1) 0 (0.0
(37)
Ulcera duodenal
“3) 82 (95.4) 4 (4.6) 40 (93.0) 2 (4.7) 1(2.3)
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Haplotipos
Se realizaron los andlisis de los haplotipos de TNF (#-a), de HSP70 (HOM-1-2) y TNF-HSP70
mediante el programa Haploview. Se compararon los grupos de pacientes y todos los pacientes

juntos contra el grupo asintomatico.

De acuerdo a su posicion en el cromosoma 6, los SNPs fueron ordenados de la siguiente manera:
TNF-$ +252 (rs909253), TNF-a -308 (rs1800629), HSP70-HOM +2437 (rs2227956), HSP70-1
+190 (rs1043618), y HSP70-2 +1267 (rs1061581).

Haplotipos de TNF

Al comparar las frecuencias de los haplotipos TNF-B — TNF-a, se registro el aumento de la
frecuencia del haplotipo A — G en el grupo de cancer gastrico (69.1%) con respecto a los
asintomaticos (52.7%), con un valor de p de 0.0072. No se encontré ninguna otra asociacion con
los grupos de pacientes, sin embargo, al comparar todos los pacientes juntos, se volvid a
encontrar una mayor frecuencia (p=0.0213) del haplotipo A — G (61.7%) en comparacion con los

asintomaticos (52.9%).

Haplotipos de HSP70

Al analizar los haplotipos HSP70-HOM - HSP70-1 - HSP70-2, se observd un incremento de la
frecuencia del haplotipo T — C — G en los grupos de cancer gastrico (32.4%, p=0.0107) y Ulcera
duodenal (31.2%, p=0.0201), al compararlos con los asintomaticos (19.1%). Al agrupar a todos

los pacientes, también hubo una diferencia significativa de este haplotipo (27.3%, p=0.0099).

Haplotipos de TNF y HSP70

Finalmente, los haplotipos TNF-f — TNF-a - HSP70-HOM - HSP70-1 - HSP70-2 fueron
analizados. Se observé que el haplotipo A — G — T — C — A fue mas frecuente en los grupos de
pacientes que en asintomaticos, cuya frecuencia fue de 5.5%. En gastritis no atrofica tuvo una
frecuencia de 13.7% (p=0.0023), en metaplasia intestinal de 16.3% (p=0.0031), en cancer
gastrico de 19.9% (p=0.0063), en ulcera duodenal de 11.2% (p=0.0259) y en todos los grupos de
pacientes juntos de 13.6% (p=0.0017).
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Combinaciones de genotipos de MICA, TNF y HSP70

Se compararon las combinaciones de los genotipos estudiados de TNF-a y TNF-4, y se encontro
que la combinacion -308 G/G y +252 A/A fue significativamente méas frecuente (RM 10.41; 95%
IC 2.79-38.81) en pacientes con cancer gastrico (44.3%) que en el grupo de asintomaticos
(17.0%). Asimismo, la combinacion -308 G/G y +252 A/G fue significativamente menos
frecuente en pacientes con cancer gastrico (27.9%, RM 0.05; 95% IC 0.01-0.23) y ulcera
duodenal (22%, RM 0.20; 95% IC 0.08-0.52) en comparacién con los asintomaticos (66%) (Tabla
16).

Tabla 16. Frecuencias de las combinaciones de genotipos de los SNPs de TNF en pacientes con enfermedades
gastroduodenales.

TNFa-TNFp
Grupos GIG _AA GIG _AG
() n (%) n (%)
pC, RM (95% IC)” pC, RM (95% IC)"
Asintomaticos
17 (17.0) 66 (66.0)
(100)
Gastritis no
. 91 (40.4) 102 (45.3)
atrofica
0.108, 2.69 (1.39-5.23) 0.108, 0.42 (0.24-0.74)
(225)
Metaplasia
o 18 (19.3) 49 (52.7)
intestinal
34.128, 1.04 (0.31-3.55) 4.32,0.49 (0.19-1.20)
(93)
Céncer gastrico 27 (44.3) 17 (27.9)
(61) 0.0036, 10.41 (2.79-38.81) 0.0036, 0.05 (0.01-0.23)
Ulcera duodenal 18 (32.1) 22 (39.3)
(56) 1.08, 3.18 (1.21-9.02) 0.036, 0.20 (0.08-0.52)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintomatico como referencia.

RM=razén de momios, IC=intervalo de confianza

También se contrastaron las combinaciones de genotipos de HSP70-1 - HSP70-2 - HSP70-HOM,
y se encontro que la combinacion G/G — A/G — T/T, estuvo ausente en pacientes con cancer

gastrico (RM 0.06; 95% IC 0.00-0.45), mientras que su frecuencia en los otros grupos fue de
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23.0% en asintomaticos, 12.5% en gastritis no atrofica, 13.3% en metaplasia intestinal y 4.1% en

Ulcera duodenal (Tabla 17).

Tabla 17. Frecuencias de las combinaciones de genotipos de los SNPs de HSP70 en pacientes con enfermedades

gastroduodenales.

HSP70-1 - HSP70-2 — HSP70-HOM

GIG-AIG-TIT
n (%)
pC, RM (95% IC)"

Grupos

(n)

Asintomaticos

23(23.0)
(100)
Gastritis no atrofica 25 (12.5)
(200) 2.808, 0.41 (0.19-0.90)
Metaplasia intestinal 12 (13.3)
(90) 4.32,0.30 (0.09-0.94)
Cancer géstrico 0 (0.0)
(55) 0.0108, 0.00 (0.00-0.00)
Ulcera duodenal 2 (4.1)
(49) 1.944,0.127 (0.023-0.699)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintomatico como referencia.
RM=raz6n de momios, IC=intervalo de confianza

Al analizar las combinaciones de genotipos de MICA - TNF - HSP70, se encontraron 206
combinaciones diferentes. Se compararon las frecuencias de estas combinaciones en los grupos
de pacientes y se observd un aumento de la frecuencia de la combinacion 00201/00201 - G/G -
G/A - G/C - AIG - T/T en pacientes con metaplasia intestinal y cancer gastrico. Asimismo, hubo
un incremento de la combinacion 00201/010 - G/G - G/A - G/C - G/G - T/T en ulcera duodenal
(Tabla 18). Por otra parte la combinacion 00201/00201 - G/G - G/A - G/G - A/G - T/T fue menos
frecuente en gastritis no atréfica y metaplasia intestinal (Tabla 18). Al corregir el valor de p las

significancias estadisticas se perdieron.
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Tabla 18. Frecuencias de las combinaciones de genotipos de los alelos de MICA y los SNPs de TNF y HSP70 en

pacientes con enfermedades gastroduodenales.

MICA - TNFa-TNFg - HSP70-1 — HSP70-2 — HSP70-HOM

00201/00201 - G/G - G/A -

Grupos G/IC-AIG-TIT
() n (%)
p

RM (95% IC)"

00201/00201 - G/G - GIA -
GIG-AIG-TIT
n (%)
p
RM (95% IC)"

00201/010 - G/G - G/A -
GIC-GIG-TIT
n (%)
p
RM (95% IC)"

Asintomaticos

©8) 0(0.0) 6(6.1) 1(1.0)
Gastritis no 2(1.4) 1(0.7) 0(0.0)
atrofica 0.347 0.020 0.41
(141) 1.40 (0.10-39.44) 0.11 (0.00-0.94) 0.69 (0.02-25.67)
Metaplasia 8 (11.6) 0 (0.0) 1(1.4)
intestinal 0.0006 0.038 1.00
(69) 12.72 (1.55-277.85) 0.23(0.01-1.96) 1.430 (0.00-53.22)
) 4 (10.8) 0(0.0) 1(2.7)
Cancer gastrico
0.004 0.140 0.474
37) 11.76 (1.17-286.55) 0.43 (0.02-3.80) 2.69 (0.00-101.74)
Ulcera duodenal 1@3) 0(00) 10:3)
0.304 0.107 0.030

(43)

2.31 (0.00-86.89)

0.37 (0.02-3.23)

9.95 (1.00-241.42)

* Las comparaciones fueron hechas con el grupo asintomatico como referencia.

RM-=razén de momios, IC=intervalo de confianza.
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Metaplasias completa e incompleta

Las frecuencias de los alelos y genotipos de MICA, TNF y HSP70 fueron comparados dividiendo
el grupo de metaplasia intestinal en casos con metaplasia intestinal completa (MIC, n=62) y
metaplasia coldnica incompleta (MCI, n=36) (Tabla 19). Cuando los dos tipos de metaplasia se
compararon contra el grupo asintomaticos, los genotipos G/A de TNF-a -308, G/G de TNF-5
+252 y G/C de HSP70-1 +190 aumentaron su frecuencia de forma significativa en MCI (RM de
4.59, 4.98 y 2.67, respectivamente), y no con MIC. Mas aun, se encontraron diferencias en estos
SNPs al comparar los pacientes con MIC contra pacientes con MCI: en MCI se presentaron
aumentos en las frecuencias de los genotipos G/G de TNF-4 +252 (27.3% vs 6.7%; RM 5.25,
95% IC 1.3-22.78) y G/G de HSP70-2 +1267 (37.1% vs 14.7%; RM 3.41, 95% IC 1.15-10.29).

No se observaron diferencias con los microsatélites y los alelos de MICA.

Tabla 19. Frecuencias (%) de los genotipos de TNF y HSP70 en metaplasias completa e incompleta

Grupos TNF-a TNF-8 HSP70-1 HSP70-2 HSP70-HOM
(No.) -308 +252 +190 +1257 +2437
G/A G/G CIG G/G TIT
% % % % %
RM RM RM RM RM
(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC)
Asintomaticos
5.0 7.0 45.0 21.0 87.0
(100)
Metaplasia
Intestinal
16.1 6.7 62.3 14.7 934
Completa
(62)
Metaplasia
) 19.4* 27.3* 68.6* 37.1 86.7
Colonica
4.59 4.98 2.67 2.22
Incompleta
(36) (1.19-18.29) (1.5-16.85) (1.10-6.54) (0.89-5.57)

Las comparaciones fueron hechas contra el mismo alelo o genotipo en el grupo asintomatico.
*p corregida < 0.05

RM=razén de momios, IC=intervalo de confianza
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DISCUSION DE RESULTADOS

La seropositividad a H. pylori del grupo asintomatico fue del 80.3%. Este resultado es similar a lo
reportado en poblacion mexicana (Torres et al. 1998a). En los grupos de pacientes el porcentaje
de positividad a H. pylori fue semejante y solo hubo diferencia en los pacientes con cancer
gastrico, los que presentaron una frecuencia menor (p=0.037). H. pylori solo es capaz de
colonizar epitelio gastrico normal. Si hay dafio en la mucosa, por ejemplo una lesion
preneoplasica, la colonizacién de H. pylori normalmente tiende a desaparecer. Lo anterior
alteraria las pruebas de diagndstico, en especial las que detectan la memoria de la infeccién, ya
que la respuesta humoral mostraria un decaimiento gradual (Camorlinga et al. 2008), lo que
explicaria la disminucién de la seropositividad a H. pylori en los grupos de pacientes.

Al comparar la seroprevalencia de CagA, ésta fue mayor en metaplasia intestinal (p=0.0006) y en
Ulcera duodenal (p=0.0375) en comparacion con los asintomaticos. Esta observacion ha sido
reportada previemente en México (Torres et al. 1998b; Lopez-Carrillo et al. 2004) y en otras
poblaciones (Ekstrom et al. 2001). Aunque sigue siendo un tema sin resolver, se ha discutido que
en el cancer, la colonizacion de H. pylori disminuye y la respuesta humoral a la mayoria de
antigenos desparece, mientras que los anticuerpos contra CagA persisten por méas tiempo. Debido
a que la infeccion persistente por H.pylori es una de las principales causas del cancer gastrico y la
Ulcera duodenal, en este estudio Unicamente se tomaron en cuenta los individuos positivos a H.

pylori para el analisis de las asociaciones con los polimorfismos genéticos.

En este estudio se encontré una ligera asociacion del genotipo A5/A5 de MICA con gastritis no
atréfica que no se mantuvo al realizar la correccidn del valor de p. Este resultado contrasta con lo
reportado por Lo et al. (2004), dénde encontraron una asociacion de susceptibilidad del
microsatélite A9 con cancer gastrico en Taiwan, mientras que en nuestra poblacion este
microsatélite es muy frecuente y no se observo diferencias significativas en sus frecuencias entre

pacientes y asintomaticos.

No soélo existe polimorfismo en la region microsatelital de MICA ubicada en el exdn 5, por lo que
para conocer el alelo se requiere estudiar también los exones 2, 3 y 4 del gene (Perez-Rodriguez
et al. 2002). Hasta dénde se sabe, éste es el primer trabajo realizado acerca de la susceptibilidad

de estas enfermedades y el polimorfismo en los exones 2, 3, 4 y 5 de MICA. Se encontrd que el
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alelo y el genotipo mas frecuente en individuos asintomaticos son el *002 y su homocigoto
002/002, respectivamente. En los grupos de pacientes se encontré un aumento significativo del
genotipo 010/010 en el grupo de gastritis no atréfica; eésto corrobora lo encontrado al estudiar los
microsatélites de MICA, ya que el alelo *010 tiene cinco repeticiones de alanina. Sin embargo,

nuevamente se perdio la significancia al hacer la correccion del valor de p.

La perdida de la significancia estadistica en las asociaciones de MICA se produjo por la
correccion rigurosa del valor de p. Esto puede ser un indicio de que probablemente si existan
asociaciones del polimorfismo de MICA con estas enfermedades, pero que con el tamafio de
muestra estudiado no fue posible descubrirlas, por lo que estudios con nimeros de muestras

mayores podrian proporcionar conclusiones mas contundentes.

En el cancer gastrico se esperaba una diferencia de la frecuencia del alelo*00801. Esto se debe a
que este alelo se asocia con el desarrollo de células tumorales porque su microsatélite A5.1 tiene
una insercion de un nucleétido que produce un codén de paro prematuro; al convertir a a MICA
en una molécula soluble, bloquea la unién con el receptor NKG2D de células NK, CD8+ af y 9,
generando un sistema de evasion de la respuesta inmune contra el tumor (Groh et al. 2002). No
obstante, en general se observaron frecuencias de alelos y genotipos semejantes con los grupos
asintomaticos y de gastritis no atrofica, sugiriendo que en cancer gastrico, este modelo quiza no

sea tan relevante en poblacion mestiza mexicana.

La familia de genes MIC fue considerada alguna vez que cumplia con los cinco criterios de los
genes de clase I no clésicos (en comparacion con los genes clésicos): i) disimilitud de secuencia,
ii) distribucidn tisular aleatoria, iii) presencia de pseudogenes, iv) polimorfismo reducido y v)
diferencias en funcionalidad (Klein y O’hUigin 1994). Sin embargo, ahora se sabe que MICA,
como miembro de esta familia, es el més polimorfico de los genes de clase | no cléasicos. El
extenso polimorfismo de MICA sigue siendo un tema que aun no ha sido resuelto y permanece
sin conocerse a ciencia cierta su significancia en procesos fisioldgicos y patoldgicos. Existen dos
principales teorias para el surgimiento del polimorfismo de MICA. La primera, tal como ha
ocurrido con los genes HLA de clase | (Stephens 2001), es que el polimorfismo ha sido generado
por seleccion natural “superdominante”, que favorece la heterocigocidad, lo que confiere ventajas
funcionales (Penn et al. 2002). Debido a que no se han encontrado fuertes asociaciones del

polimorfismo de MICA con susceptibilidad a infecciones y enfermedades, ha surgido la segunda
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teoria, que es que la diversidad de MICA es consecuencia de un fendémeno de “hitchhiking” por la

diversificacion de genes en la vecindad (Shiina et al. 2006).

Recientemente, Choy y Phipps (2003 y 2010), analizaron secuencias de 821 nucle6tidos que
comprenden los exones 2-4 de los 65 alelos de MICA. Al construir un arbol filogenético han
encontrado la presencia de dos linajes principales, el linaje I (LI) agrupa 36 alelos y el LIl 29
variantes. Las cuatro posiciones variables que distinguen estos dos linajes son 684, 685, 697 y
713 del exon 4 gue codifica el dominio a3. De manera interesante, este dominio esta relacionado
con el fendmeno de shedding que se presenta en la molécula de MICA en el que en la superficie
de células tumorales, el dominio a3 de MICA forma un complejo con la proteina 5 del reticulo
endoplasmico (ERp5) para inducir un cambio conformacional que permite el corte proteolitico de
MICA por las proteasas ADAM (Kaiser et al. 2007). La molécula de MICA soluble, entonces
interactia con NKG2D, lo que a su vez induce la internalizacién y degradacion del receptor y
estimula la expansion de células T CD4'NKG2D" inmunosupresoras (Groh et al. 2002)
permitiendo la evasion inmune por parte de las células tumorales. Tedricamente, las moléculas de
MICA LI son menos susceptibles a ser cortadas, por lo que seria interesante hacer un analisis de
los alelos LI y LIl de MICA y su posible asociacién con el desarrollo de las lesiones

gastroduodenales ocasionadas por la infeccion cronica de H. pylori.

El polimorfismo -308 en la regién promotora de TNF-« ha sido relacionado con un cambio en la
actividad transcripcional de este gene (Bouma et al. 1996, Kroeger et al. 1997, Wilson et al.
1997, Louis et al. 1998). De hecho el alelo A se ha asociado con una alta produccion de TNF-a in
vitro (Louis et al. 1998, Hajeer y Hutchinson 2001). En el presente trabajo no se encontro
asociacion del alelo A con cancer a diferencia de lo reportado en otros estudios (Zhang et al.
2008). Por ejemplo, en poblacién coreana se ha encontrado una asociacién entre el SNP -308 de
TNF-a con la infeccion por H. pylori reportdndose que el alelo A esta vinculado con la
susceptibilidad a la infeccion por cepas CagA+ (Yea et al. 2001).

En el presente estudio se encontr6 un aumento de la frecuencia del genotipo heterocigoto G/A de
acuerdo a la severidad de la lesién, aumentando el riesgo en metaplasia intestinal y cancer
gastrico en mas de dos y diez veces, respectivamente; insinuando un gradiente en el riesgo de
lesiones preneoplésicas a cancer géastrico. El genotipo G/A también estuvo asociado con Ulcera

duodenal, con un aumento del riesgo de 21 veces, lo que sugiere que este polimorfismo es un
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factor de riesgo para ambas enfermedades gastroduodenales. Estos resultados ubican al SNP
TNF-a -308 como un factor de riesgo para el desarrollo de las lesiones gastroduodenales
asociadas a H. pylori en México. Lo anterior correlaciona con el resultado de Li et al. (2005), en
el que en poblacion china, la frecuencia del genotipo heterocigoto de TNF-ao A/G en pacientes
infectados con H. pylori y con cancer gastrico es significativamente mayor que en controles
positivos para la infeccion sin cancer. No obstante es interesante notar que en un estudio
realizado en poblacion de Monterrey, Nuevo Leon, Garza-Gonzélez y colaboradores (2005),
analizaron el polimorfismo de varias citocinas en pacientes con cancer gastrico, sin encontrar

ninguna asociacion con TNF-« -308.

La diferencia entre los resultados del presente estudio y reportes previos pueden deberse en parte,
a que la poblacion de México es diversa genéticamente (Gorodezky et al. 2001).
Alternativamente, el tamafio de la poblacion estudiada (en el presente trabajo se analizaron
muestras considerablemente méas grandes) o diferencias en la metodologia pudieran explicar las
diferencias. Ademas, los resultados de las asociaciones de TNF-a -308 con céancer gastrico o
Ulcera duodenal tienden a variar entre las poblaciones. Mientras que en algunas poblaciones
como Colombia (Torres et al. 2004), Hungria (Gyulai et al. 2004), China (Li et al. 2005), Corea
(Kim et al. 2006) y Japdn (Sugimoto et al. 2007) no encuentran ninguna asociacion, en otras si se
han observado asociaciones (Zambon et al. 2005). Mas aun, en meta-andlisis recientes
(principalmente en poblaciones caucasicas), se han reportado la asociacion significativa del alelo
A de TNF-a -308 (Zhang et al. 2008) y del genotipo A/A (Gorohui et al. 2008) con cancer

gastrico.

Un exceso de TNF-a podria originar una inflamaciéon mas severa en la mucosa gastrica,
aumentando de esta manera el riesgo para el desarrollo de tanto el cancer gastrico como de la
ulcera duodenal, tal como se encontrd en este estudio, sugiriendo que este SNP es un factor de
susceptibilidad para enfermedades causadas por dafio inflamatorio de larga duracion en la

mucosa gastroduodenal.

La presencia del alelo TNF- +252 A, se ha asociado con un incremento de los niveles de mRNA
y proteina de TNF-5 (Messer et al. 1991). Ademas, algunos estudios han encontrado que este

alelo se asocia con una mayor produccion de TNF-a tanto in vitro como in vivo y una mayor
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cantidad de esta citocina en plasma (Stuber et al. 1996). Un aumento en la produccion de TNF

podria exponer a la mucosa gastrica a un mayor dafio celular.

Los resultados de TNF-# +252 mostraron un incremento estadisticamente significativo del alelo
A en cancer gastrico con una razéon de momios de 5.69, indicando una fuerte asociacion de
susceptibilidad. El alelo A no fue observado como factor de riesgo para ulcera duodenal, lo que
sugiere que este SNP favorece el desarrollo de lesiones neoplésicas gastricas mas severas. Estos
resultados en conjunto hacen suponer que el polimorfismo de TNF-£ no solo esta implicado en el
fendomeno inflamatorio, sino que es un marcador de susceptibilidad al desarrollo del cancer
gastrico en nuestra poblacion. A su vez, se observo una disminucién significativa del genotipo
G/G con una razén de momios de 0.09 y 0.25 en cancer gastrico y Ulcera duodenal,
respectivamente, indicando una fuerte asociacion de proteccion contra estas enfermedades. Mas
aun, el analisis de tendencia lineal mostré un importante efecto de dosis gene con el alelo G, lo
que muestra que los individuos homocigotos para el alelo G son mucho mas resistentes al cancer
gastrico que los que solo tienen una copia del alelo. EI SNP TNF-g +252 ha sido estudiado
principalmente en Asia. Un estudio en poblacion China reportd la asociacion del genotipo A/G
con susceptibilidad al desarrollo de cancer gastrico en individuos infectados con H. pylori (Li et
al. 2005), lo que esta de acuerdo con los resultados del presente trabajo. Estudios en otras
poblaciones no han reportado asociaciones con cancer gastrico (Seno et al. 2007).

En conjunto, estas evidencias muestran que los SNPs de TNF podrian estar influenciando las
enfermedades gastroduodenales relacionadas a H. pylori, y que las diferencias en las asociaciones
de alelos y genotipos pueden deberse a las diferencias del fondo genético entre las poblaciones.

El gene de HSP70-1 se expresa de forma constitutiva en bajos niveles, pero en condiciones de
estrés aumenta su expresion (Milner y Campbell 1990). Se ha reportado la sobreproduccion de
HSP70 en adenocarcinomas de tipo intestinal (Canoz et al. 2002) y en otros tipos de tumores
(Kawanishi et al. 1999; Park et al. 1999 en Canoz et al. 2002). Ademas H. pylori es capaz de
disminuir la transcripcion del mMRNA de HSP70 (Targosz et al. 2006).

Se observo un aumento progresivo, estadisticamente significativo, del alelo C de HSP70-1 +190
en todos los grupos de pacientes con respecto a los asintomaticos. De igual forma, el genotipo

G/C aumento6 gradualmente su frecuencia en los pacientes aumentando la raz6n de momios de
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forma gradual de gastritis no atrdfica (1.64), a metaplasia intestinal (3.45), hasta cancer gastrico
(13.31); tal gradiente de asociaciones fortalece la observacion de que este SNP es un factor de
riesgo para cancer gastrico. Més aun, y de forma similar a lo hallado en TNF-4 +252, para el
genotipo C/C de HSP70-1 +190 se encontrd un efecto dosis-gene para la etapa preneoplasica
metaplasia intestinal, aumentando la evidencia del genotipo C/C como un factor de riesgo para el

cancer gastrico.

El SNP+190 HSP70-1 esta ubicado en la region 5°UTR del gene. Este cambio no influye
directamente en la secuencia de aminoacidos de HSP70-1 pero debido a que las secuencias
5’UTR de genes eucariontes han mostrado tener funciones en el control de la localizacion celular
(Singer 1992), la estabilidad (Decker y Parker 1994; Beelman y Parker 1995) y la eficiencia
traduccional del mRNA (Curtis et al. 1995), quizas este polimorfismo esté involucrado en la
regulacién post-transcripcional de HSP70-1. Lo anterior hace pensar que la susceptibilidad del
alelo C y del genotipo G/C en estas enfermedades gastroduodenales se deba a que este SNP causa
modificaciones en la expresion y localizacion de HSP70, lo que llevaria al incremento en el

riesgo de dafio al tejido y promueva la progresion a lesiones mas serias.

Hay que notar que no existen previos estudios de la asociacion de este SNP con cancer gastrico.
Aunque si hay reportes de la sobreproduccion de HSP70 en adenocarcinoma géastrico de tipo
intestinal (Canoz et al. 2002), y en otros tumores (Kawanishi et al. 1999), lo que fortaleceria los
resultados encontrados, y sugiere que este SNP podria constituir un factor de riesgo para el

cancer gastrico y otros tumores.

La expresion de TNF y HSP70 en la mucosa gastrica es afectada por la infeccion por H. pylori;
TNF es sobreexpresado (Crabtree et al. 1991, Suganuma et al. 2008), mientras que HSP70
disminuye su expresion (Targosz et al. 2006). En contraste, en pacientes con cancer gastrico, los
niveles tanto de TNF-a (Izutani et al. 1996, Zhang et al. 2002) como de HSP70 (Isomoto et al.
2003) se ha reportado que aumentan. TNF es un poderoso factor angiogénico, que induce la
expresion de moléculas de adhesion involucradas en la motilidad y en el comportamiento
metastasico invasor de células tumorales (Leek et al. 1998). HSP70 actla como una chaperona
molecular para péptidos antigénicos derivados de celulas tumorales, que conducen al
reconocimiento antitumoral por parte de linfocitos T citotoxicos (Suto et al. 1995); también

induce la produccion de TNF-a (Asea et al. 2000, Asea et al. 2002) y se ha observado que
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protege a las células contra la citotoxicidad mediada por TNF (Jaatela et al. 1993). Ademas,
HSP70 es inducida en células tumorales para soportar las condiciones estresantes enfrentadas por
el tumor, tales como falta de nutrientes, oxigeno, o la respuesta inmune antitumoral
contribuyendo asi a la sobrevivencia del tumor (Soti et al. 1998). Méas aun, algunos reportes
sugieren un posible desequilibrio de enlace entre los SNPs de HSP70 y TNF, ya que las familias
de TNF y HSP70 estan separadas por tan sélo 600 kb (Chouchane et al. 1997, Mestiri et al.
2001). Estos reportes sugieren que TNF y HSP70 pueden estar actuando como promotores

tumorales enddgenos in vivo.

HSP70-2 es una proteina idéntica en sus 641 aminoacidos a HSP70-1, que se expresa en
condiciones de estrés celular. A pesar de que el SNP +1267 se ubica en la secuencia codificante
del gene, la sustitucion A — G no provoca ningin cambio en la secuencia de aminoacidos
(Milner y Campbell, 1990), probablemente a eso se deba que no se encontrd ninguna diferencia
en las frecuencias de este polimorfismo en pacientes y asintomaéticos. Sin embargo, resulta
interesante que algunos investigadores hayan reportado que el genotipo G/G provoca una
disminucion de la expresion de HSP70-2 (Pociot et al., 1993). El estudio de Vargas-Alarcon y
colaboradores (2002) encontr6 una asociacion de susceptibilidad de este genotipo con
espondiloartropatias. Esta diferencia podria deberse a que G/G sea un marcador, probablemente
asociado a otro SNP de HSP70-2 que pueda afectar su expresion o a un gene vecino en este

modelo diferente de enfermedad.

En relacion al cancer gastrico, recientemente se publicé una asociacion del genotipo G/G de
HSP70-2 +1267 en mujeres japonesas (Shibata et al. 2009). Estos autores trabajaron con 223
pacientes con cancer gastrico (64 mujeres) y un grupo de control heterogéneo de 200 pacientes
(60 mujeres) con otras enfermedades gastroduodenales. Sin embargo, en el presente estudio no se
encontrd ninguna asociacion con ninguna de estas enfermedades; incluso al ajustar por género,
las frecuencias en los pacientes fueron muy semejantes a las del grupo asintomatico. Esta
discrepancia puede deberse a los diferentes fondos genéticos de la poblacion japonesa y la
mexicana. A su vez, los resultados obtenidos en los asintomaticos concuerdan con los reportados
en poblacion mestiza mexicana sana por Zufiga et al. (1999) y Vargas-Alarcon et al. (2002), a
excepcion de la frecuencia del genotipo G/G, donde los autores reportan una disminucion de

estos homocigotos a 5.0%.
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HSP70-HOM se expresa en bajos niveles tanto de forma constitutiva como en choque térmico
porque no tiene rio arriba en su secuencia elementos de choque térmico (Milner y Campbell,
1990). Probablemente el cambio de la frecuencia de este SNP no se traduzca en cuanto al nivel de
expresion, sino a modificaciones en su actividad de chaperona y de presentacion de péptidos.

El SNP +2437 de HSP70-HOM se encuentra en la region codifcante del gene. EI cambio de
nucledtidos T — C se traduce en un cambio de aminoacidos metionina — treonina en la posicion
493, ademas esta posicion se encuentra en las hojas B-plegadas del sitio de union de péptidos de
HSP70-HOM que es muy parecido al de las moléculas de HLA de clase | (Milner y Campbell,
1992).

El alelo T ha sido asociado en poblacion mexicana con el padecimiento de espondiloartropatias
(i. e. espondilitis anquilosante, espondiloartropatias no diferenciadas y artritis reactiva) Vargas-
Alarcon et al. (2002), lo que sugeria que podria tener algun efecto inflamatorio en el desarrollo
de gastritis, sin embargo, en el presente estudio no se encontré ninguna asociacién con estas
enfermedades. Al comparar con las frecuencias de controles mexicanos mestizos sanos
reportadas por Vargas-Alarcon et al. (2002), se encontré una tendencia similar aunque con
frecuencias diferentes (T=79.0%, C=21.0, TT=61.0%, T/C=35.0%, C/C=3.0%).

Al comparar las frecuencias de los haplotipos TNF-8 — TNF-a, se encontré una asociacion de
susceptibilidad del haplotipo A — G en cancer gastrico. Esta asociacidn parece estar influenciada
por la fuerte asociacion encontrada en el alelo A de TNF-£ por separado. De la misma manera en
los haplotipos de HSP70-HOM - HSP70-1 - HSP70-2, se encontrd6 un haplotipo de
susceptibilidad. EI T — C — G resultd ser un factor de riesgo para el cancer gastrico y Ulcera
duodenal. Al hacer la comparacion, con todos los SNPs en haplotipo TNF-g — TNF-a - HSP70-
HOM - HSP70-1 - HSP70-2, se encontraron resultados que corroboran los haplotipos de las
familias de genes por separado. El haplotipo A — G — T — C — A resultd ser un factor de
predisposicion en todos los grupos de pacientes, sugiriendo un papel importante en la patogénesis

por H. pylori.

Se analizaron las combinaciones de genotipos presentes en los pacientes. En las combinaciones
de TNF-a. y TNF-p, la G/G — A/A aparecié como un importante factor de susceptibilidad para el
cancer gastrico; mientras que la combinacion G/G —A/G se comportd como un factor de

proteccién contra la misma enfermedad y Ulcera duodenal. A pesar de que no se encontrd
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ninguna asociacion individual de los SNPs en HSP70-2 y HSP70-HOM, cabe destacar que, al
combinar los genotipos de HSP70-1 - HSP70-2 - HSP70-HOM, se observé la ausencia de la
combinacion G/G — A/G — T/T en pacientes con céncer gastrico mientras que estuvo bien
representada en el grupo asintomatico y en gastritis no atréfica. Lo anterior sugiere que esta
combinacion podria ser un importante factor de proteccion contra esta enfermedad. Esta
observacion, hasta donde se sabe, no ha sido reportada previamente. También se estudiaron las
combinaciones de MICA - TNF - HSP70. Se presentd un aumento de la frecuencia de la
combinacion 00201/00201 - G/G - G/A - GIC - AIG - T/T en pacientes con metaplasia intestinal
y cancer gastrico. Sin embargo, al corregir el valor de p, las significancias estadisticas se
perdieron debido al alto valor del factor de correccién provocado por el gran nimero de
combinaciones posibles.

Se ha reportado que entre los diferentes tipos de metaplasias intestinales, el tipo colonico
incompleto estd méas estrechamente relacionado con el cancer gastrico distal de tipo intestinal
(Ruol et al. 2000). Basado en lo anterior, se estudio si estos polimorfismos genéticos tienen
alguna asociacién con algln tipo especifico de metaplasia. Los pacientes con metaplasia
intestinal fueron organizados de acuerdo a su diagndéstico entre pacientes con MIC y con MCI. Se
compararon las frecuencias de los polimorfismos de estos dos grupos contra las del grupo
asintomatico. No se encontraron asociaciones con el polimorfismo de MICA. Pero los genotipos
G/A de TNF-a -308, G/G de TNF-f +252 y G/C de HSP70-1 +190 estuvieron asociados de forma
significativa con la susceptibilidad de desarrollar MCI. Lo anterior es importante si se toma en
cuenta que este tipo de metaplasia esta mas estrechamente relacionada con la progresion hacia un
adenocarcinoma géstrico (Correa y Houghton 2007).

Hasta el momento, no se ha reportado ningun estudio de la asociacion de los polimorfismos de
estos genes, ya sea por separado, en haplotipos o en combinacion de genotipos, en las
enfermedades gastroduodenales producidas por H. pylori en ninguna poblacion. Por esto resulta
relevante el haber encontrado asociacion de polimorfismos de MICA, TNF y HSP70 con la
progresion de enfermedades gastroduodenales provocadas por la infeccion por H. pylori en

México.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se estudiaron polimorfismos en los genes de MICA TNF y HSP70 en pacientes
mestizos mexicanos infectados con H. pylori y diagnosticados con gastritis no atrofica,
metaplasia intestinal (completa e incompleta), céncer gastrico y Ulcera duodenal. En el
polimorfismo de MICA, HSP70-2 y HSP70-HOM no se encontraron asociaciones con estas
enfermedades. No obstante, se encontr6 nueva evidencia ,que ubican a los SNPs de TNF-a, TNF-
Sy HSP70-1 como posibles factores de riesgo para el desarrollo de lesiones precancerosas,
cancer gastrico y Ulcera duodenal; probablemente, debido a su asociacion con una respuesta
inflamatoria intensa y persistente. La significativa dosis-respuesta para los SNPs de TNF y
HSP70 encontrada desde las lesiones preneoplésicas hasta el cancer gastrico concuerdan con la
historia natural descrita por Correa et al. (1996), y sugiere que estos SNPs podrian ser Utiles
como biomarcadores de factores de riesgo para cancer gastrico. Estudios méas profundos son
necesarios para determinar cuales son los efectos de estos SNPs en la expresion o regulacion de
estos genes para entender mejor el papel que juegan en la respuesta inflamatoria y en la

patogénesis de enfermedades gastroduodenales severas.
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Polymorphisms in TNF and HSP-70 show a significant
association with gastric cancer and duodenal ulcer
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Tumour Necrosis Factor (TNF) and Heat Shock Protein 70 (HSP70) are important molecules in inflammatory, infectious and
tumoral processes. The genes codifying these molecules are polymorphic and certain alleles have been associated with
susceptibility to disease. Gastric cancer is associated with an Helicobader pylori-induced chronic inflammatory response. The
aim of this work was to analyze whether polymorphisms in inflammation-related genes are associated with the development
of gastric cancer. We studied 447 Mexican adult patients including 228 with non-atrophic gastritis, 98 with intestinal
metaplasia, 63 with gastric cancer and 58 with duodenal ulcer, and 132 asymptomatic individuals as well. DNA from
peripheral white blood cells was typed for the Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) —308 of TNF-ar, +252 of TNF-fi, +120
of HSP70-1, +1267 of HSP70-2 and +2437 of HSP70-HOM. Compared with the asymptomatic group, we found a significant
association of TNF-f*A and HSP70-1*C alleles with gastric cancer (OR 5.69 and 3.76, respectively) and HSP70-1*C with
duodenal ulcer (OR 3.08). Genotype TNF-f G/G showed a significant gene-dose effect with gastric cancer (OR 0.09); whereas
HSP70-1 C/G showed significant association with both, gastric cancer (OR 13.31) and duodenal ulcer (OR 16.19).
Polymorphisms in TNF and HSP70 showed a significant severity-dose-response as risk markers from preneoplastic lesions to
gastric cancer in Mexican population, probably because of their association with an intense and sustained inflammatory

response.

H. pylori infects human stomach for long periods of time,
usually decades and this long lasting infection causes a
chronic inflammation of the gastric mucosa. The gastric epi-
thelium of H. pylori infected patients has increased expres-
sion of pro-inflammatory molecules such as TNF-a, IL-1 o/
and IL-6, as well as increased mRNA levels of 1L-8, GRO-2,
MCP-1, and MIP-12."* A long-standing immune-inflamma-
tory response may cause sustained tissue injury and may be a
risk factor for the development of distal gastric cancer." The
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initial non-atrophic gastritis may evolve to atrophic gastritis,
intestinal metaplasia, dysplasia and eventually to intestinal
type of gastric cancer.® On the other hand, when inflamma-
tion is predominant in the antrum, it may cause an increased
secretion of acid, leading the appearance of duodenal ulcer
and “protecting” against the development of gastric cancer.”

In addition to H. pylori infection, other multifactorial
causes affect the development of gastric cancer, including
environmental and host factors. Host genetic factors may
influence the nature and intensity of the inflammatory and
immune response. The importance of the innate immune
response in H. pylori infection is not limited to the early
stages of infection but also after decades of chronic infection.
In fact, polymorphisms in genes associated with the inflam-
matory response in the gastric mucosa, such as [L-1p, TNF-o
and IL-10, have shown to be associated with a higher risk for
duodenal ulcer and gastric cancer.”™”

Examples of other genes involved in the innate and ac-
quire immune response are those located in the Major Histo-
compatibility Complex in chromosome 6. Thus, polymor-
phisms in HLA have been linked to different outcomes of
gastric diseases."” In addition, within the Class Il region of
the Major Histocompatibility Complex, there are non-HLA
genes involved in several immunological and inflimmatory
processes, like TNF o and j],” and three HSP70 gcncs.u Sev-
eral Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) have been
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described in the TNF region; and the most studied is located
at position —308 of the TNF-o promoter region;" the G—A
substitution in this SNP is associated with an increase in
TNE-o production.'” There is also a G—A SNP at position
+252 of the first intron of TNF-i, which is associated with
an overexpression of TNF-B" and TNF-o.'® HSP70 genes are
also polymorphic, they present SNPs located at positions
+190 of HSP70-1 (G—C), +1267 of HSP70-2 (A—G) and
+2437 of HSP70-HOM (T—C),"” which have been related to
inflammatory and tumoral diseases.'*'”

Chronic long-lasting inflammatory response in the gastric
mucosa of H. pylori infected patients plays a major role in
the progress to gastric cancer;’ because of this, there is a
need to study polymorphisms in inflammation-related genes
in different populations to elucidate if they represent a risk
factor for severe disease. Thus, the aim of the present work
was to study the frequency of SNPs in inflammation-related
genes in Mexican patients with precancerous lesions, gastric
cancer or duodenal ulcer.

Material and Methods

Population studied

We studied 447 Mexican Mestizo patients attending the Gas-
troenterology Unit of the Hospital General de Mexico, Secre-
taria de Salud (S8A) and the Oncology Hospital, Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), both in Mexico City, from
October 1999 to July 2002. We selected patients older than 30
vears, who consulted because of gastroduodenal symptoms or
because of a probable gastric cancer (Oncology Hospital), pro-
grammed for endoscopy and biopsy for diagnostic purposes.
Subjects who had received cancer treatment, as well as those
who had taken antibiotics, bismuth compounds, proton pump
inhibitors and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
two wedks prior to the study were excluded. Those with other
severe chronic diseases or mental illness were also exduded.
The protocol was approved by the Research and Ethics Com-
mittee of the Hospital General de México, 5SA, and the Oncol-
ogy Hospital at IMSS. An informed consent letter was signed
by all the participants in the study. Patients were diagnosed
based on endoscopy findings and histopathology study, accord-
ing to the Sydney classification,” and intestinal metaplasia
patients were subdivided in complete intestinal metaplasia and
incomplete colonic metaplasia, based on Giemsa and hematoxi-
line-eosine staining, and with periodic acid-Schiff staining
when metaplasia was suspected.

Collection of specimens

Biopsies were obtained from both lesser and greater curvature
of the antrum and corpus. In order to increase sensitivity in
the detection of precancerous lesions and H. pylori infection,
seven biopsies, four from antrum and three from corpus,
were processed for histology. Mucosal inflammation was
graded according to Karttunen classification.™ A sample of
10 ml of blood was drawn from each patient and mononu-
clear cells were purified by centrifugation through a Ficoll-

Polymorphisms TNF/HSP-70 in gastric cancer

Hypaque density gradient. DNA was isolated from these cells

using the salting out microtechnique™ and frozen at —70°C
until tested.

H. pylori infection

Serum samples were analyzed in order to detect IgG antibod-
ies against M. pylori and against CagA protein using an
enzyme-linked immunoassay previously described.®* Infection
was defined with both, positive ELISA and histology in the
gastric biopsies (seven per patient, see above).

TNF and HSP70 SNPs typing

DNA samples were genotyped for TNF-u —308, TNF-f
4252, HSP70-HOM 42437, HSP70-1 +190 and HSP70-2
+1267, using previously described primers. TNF-u was
amplified by PCR in 25 pl of reaction with 0.15 pg of DNA,
0.75 unit of Taq Polymerase (Invitrogene, California, USA),
0.5 pmol of each primcr.u 15 mM of MgCly, 0.2 mM of
dNTPS, 20 mM Tris-HCl (pH 8.4) and 50 mM KCL Amplifi-
cation conditions were 94°C for 3 min, 61°C for 1 min, 72°C
for 1 min, followed for 35 cycles of 94°C for 1 min, 61°C for
1 min and 72°C for 1 min, and a final cycle of 94°C for 1
min, 61°C for 1 min and 72°C for 5 min. TNF-} was ampli-
fied using 0.0125 pg of DNA, 1 unit of Taq Polymerase and
1 pmol of each primer® PCR conditions were one cycle at
95°C for 10 min, following of 30 cycles at 94°C for 1 min,
60°C for 1 min and 72°C for 1 min with one extension cycle
at 72°C for 8 min,

Amplifications for HSP70-1, -2 and -HOM were per-
formed in 25 pl containing 0.016 pg of DNA, 0.05 unit of
Taq Polymerase (Invitrogene, California, USA), 0.5 pmol of
cach primer,'”® 3 mM of MgCls, 0.076 mM of dNTPS, 20
mM Tris-HCI (pH 84) and 50 mM KCl. Amplification con-
ditions for the HSP70 genes were as previously reported.”

The biallelic polymorphism of TNF and HSP70 SNPs was
analyzed using a Restriction Fragment Length Polymorphism
technique. Cleaved PCR products were electrophoresed on
2.0% agarose gel and size of fragments interpreted as previ-
ously described, "'

Statistical analysis

For the statistical analysis, only . pylori infected patients
and asymptomatics were included. Gene and haplotype fre-
quencies in patients with intestinal metaplasia, gastric cancer
and duodenal ulcer were compared with asymptomatic and
non-atrophic gastritis groups by either the X* or Fisher's
exact test with 2x2 contingency tables, using the STATA 9.0
(Stata Corporation College Statation, TX) program. The p
values were corrected (pc) by the Bonferroni method, accord-
ing to the number of specificities (groups of patients multi-
plied by the number of alleles or haplotypes) tested,”® and
the level of significance was established at pc < 0.05. The
magnitude of association was assessed using the odds ratio
{OR) and confidence intervals of 95% (95% CI) were calcu-
lated. OR values were corrected for gender and age using the
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Table 1. Characteristics of the groups of patients with gastroduodenal disease studied for polymorphisms in inflammation associated genes

Num. of H. pylori Cagh

patients Average age, seropositivity seropositivity
Diagnosis group studied years (SD) Male/Female n (%) n (%)
Asymptomatic 132 31.9 (8.59) 97/35 106 (80.3) 77 (58.3)
Non-atrophic Gastritis 228 47.9 (12.23) 75/153 172 (75.4) 148 (64.9)
Intestinal Metaplasia 98 57.6(13.31) 3464 80 (81.6) 78 (79.6)
Gastric Cancer 63 60.7 (13.31) 39/24 42 (66.7) 43 (68.2)
Duodenal Ulcer 58 51.8 (12.42) 31/27 51 (87.9) 43 (74.1)
All patients 547 52.3 (13.61) 179/268 345 (77.2) 312 (69.8)

5D, standard deviation.

logistic regression model®” Chi square analysis was used in
order to test for any deviation of genotype distribution from
Hardy-Weinberg (H-W) equilibrium.* The OR for each geno-
type and disease group was calculated defining as a reference
the homozygote G/G for the studied polymorphisms in both,
TNF-, and HSP70 and the homozygote AJA for TNF-fi. The
gene-dose effect was determined with a lineal trend analysis
and the chi square test was performed using the Epidat 3.1
Software,™ with a levd of significance of p < 0.05.

Results

Population Studied

A total of 447 patients were studied: 228 with non-atrophic
gastritis, 98 with intestinal metaplasia, 63 with gastric cancer
and 58 with duodenal ulcer. A group of 132 ethnically
matched, healthy blood donors without symptoms or previ-
ous diagnesis of gastroduodenal diseases comprised the
asymptomatic group. The demographic and clinical charac-
teristics of the study population are presented in Table 1, H.
pylori seroprevalence was similar in all groups of patients,
except for the gastric cancer group which had a lower fre-
quency (66.7%). The asymptomatic group had a high H
pylori seroprevalence; which agrees with the reported data in
Mexican adult population.™ When compared with the
asymptomatic group, seroprevalence to CagA was higher in
intestinal metaplasia (p = 0.0006) and in duodenal ulcer
patients (p = 0.0375). For all following analysis of polymor-
phisms only H. pylori infected cases were considered. All
studied disease groups were in H-W equilibrium, for all the
SNP’s studied, with no significant differences when the
observed and the expected genotype frequencies were com-
pared. In the asymptomatic group, the SNPs in HSP70-2 and
HSP70-HOM were also in equilibrium, however, interestingly
in this group SNP's TNF-o, TNF-p and HSP70-1 showed a
slight deviation from equilibrium.

SNPs in TNF-

In our population, the frequency of TNF-3-G allele at posi-
tion -308 was higher than the A allele (92.0% and 8.0%,
respectively), similar to  reports in  other populations.
Although no significant differences were observed between

Int. ). Cancer: 126, 18611868 (2010) © 2009 UICC

patients and the asymptomatic group, a significant associa-
tion of allele A was observed with duodenal ulcer when com-
pared with the non-atrophic gastritis group (pc = 0.0208, OR
3.31, 95% CI 148-7.39). A trend analysis was not applicable
for this polymorphism since no cases with the homozygote
AJA genotype were found in the disease groups intestinal
metaplasia, gastric cancer and duodenal ulcer.

SNPs in TNF-f

When the frequency of the TNF-f polymorphism at position
+252 was compared with the asymptomatic group, a higher
frequency of the allele A was found in gastric cancer patients
(pc = 0.016, OR 5.69, 95% CI 1.88-17.19), but not in the du-
odenal ulcer group. In a trend analysis taking the A/A geno-
type as reference, the G/G genotype was found strongly asso-
clated with gastric cancer (OR 0.09) with a significant trend
(p = 0.0000, Table 2), showing a gene-dose effect for the G
allele. Similarly, a significant trend was observed when gastric
cancer was compared with both, non-atrophic gastritis (p =
0.0288) and with intestinal metaplasia (p = 0.0012). A signil'—
icant trend (p = 0.0228) for the allele G with the duodenal
ulcer (Table 2) was also observed, showing a gene-dose effect
for this allele in duodenal ulcer too.

SNPs in HSP70

When compared with the asymptomatic group, allele C of
HSP70-1 polymorphism at position +190, showed an increas-
ing significant association from non-atrophic gastritis (pc =
0.104, OR 192, 95% CI 1.14-3.21), to preneoplastic intestinal
metaplasia (pe = 0.056, OR 3.13, 95% CI 1.36-7.19), to gas-
tric cancer (pc = (L048, OR 3.76, 95% CI 1.46-9.65). Allele C
was also associated with duodenal ulcer (pc = 0.032, OR
3.08, 95% CI 1.44-6.62). On the other hand, the C/G geno-
type (Table 3) was notoriously associated with gastric cancer
(OR 13.31) and duodenal ulcer (OR 16.19), and to a lesser
extent with the preneoplastic intestinal metaplasia group (OR
345). Concerning the C/C genotype, it showed significant
association with non-atrophic gastritis (OR 4.37) and intesti-
nal metaplasia (OR 4.91), but not with gastric cancer or duo-
denal ulcer; in fact, in a trend analyses a gene-dose effect was
observed for the preneoplastic intestinal metaplasia lesion
and for non-atrophic gastritis (Table 3).
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Table 2. Associations of TNF-p +252 genotypes with gastroduodenal diseases in H. pyori seropositive patients

Genotypes
AfA* AfG G/G
Studied groups (No. of patients) n (%) n (%) OR (95% CI n (%) OR (95% CI) p trend’
Asymptomatic (106) 19 (17.9) 78 (73.8) 9 (8.5)
Non-atrophic Gastritis (172) 66 (38.4) 90 (52.3) 0.33 (0.18-0.60) 16 (9.3) 0.51 (0.19-1.34) 0.0072
Intestinal Metaplasia (75) 20 (26.7) 45 (60.0) 0.55 (0.26-1.13) 10 (13.3) 1.06 (0.35-3.16) 0.6425
Gastric Cancer (42) 23 (54.8) 18 (42.9) 0.19 (0.09-0.42) 1 (2.4) 0.09 (0.01-0.79) <0.0001
Dundenal Ulcer (50) 17 (34.0) 31 (62.0) 0.44 (0.20-0.96) 2 (4.0) 0.25 (0.05-1.31) 0.0228
Comparisons were made using the asymptomatic group as reference.
::{A genotype was used as reference category.
Table 3. Associations of HSP70-1 + 190 genotypes with gastroduodenal diseases in H. pylori seropositive patients
Genotypes
G/G* C/G cfc
Studied groups (No. of patients) n (%) n (%) OR (95% CI) n (%) OR (95% CI) p trend”
Asymptomatic (106) 59 (55.7) 41 (38.7) & (5.7)
Non-atrophic Gastritis (163) 63 (38.7) 72 (44.2) 1.64 (0.98-2.77) 28 (17.2) 437 (1.69-11.30) 0.0009
Intestinal Metaplasia (78) 20 (25.8) 48 (51.5) 3.45 (1.79-6.66) 10 (12.8) 4,91 (1.58-15.25) 0.0001
Gastric Cancer (42) 4 (9.5) 37 (88.1) 13.31 (4.40-40.22) 1(2.4) 2.46 (0.23-25.69) <0.001
Dundenal Ulcer (50) 4 (8.0) 45 (90.0) 16.19 (5.40-48.51) 1 (2.0 2.46 (0.23-25.69) <0.001

Comparisons were made using the asymptomatic group as reference.
*G/G genotype was used as reference category.
Txl

The study of polymorphisms in HSP70-2 at position
+1267 and in HSP70-HOM at position +2437 showed a lack
of association of alleles or genotypes with any disease group
(data not shown).

Combined genotypes

We analyzed if combinations of the swudied genotypes of
TNF-z and TNF-J would show increased risk for the disease
groups when they were compared with the asymptomatic
group, and found a protective association of G/G-A/G with
gastric cancer (pc 0.036, OR 002, 95% CI 0.002-0.23).
Moreover, when we analyzed combinations of HSP70-1 with
HSP70-2 and HSP70-HOM genotypes, we found that the
combination G/G-A/G-T/T was absent in gastric cancer
patients whereas its frequency in the other groups was 25.5%
in asymptomatic, 14.0% in non-atrophic gastritis, 13.7% in
intestinal metaplasia and 4.7% in duodenal ulcer.

Haplotypes

TNF-u-TNF-p and HSP70-1-HSP70-2-HSP70-HOM haplo-
types were analyzed too. For TNF, the TNF-u-G-TNF-B-A
haplotype was the most common in all groups studied fol-
lowed by the G-G haplotype. When comparisons were made
with the asymptomatic group we found that whereas TNF-a-
G-TNF-f-A was a risk factor for gastric cancer (pc = 0.04,
OR 3.93, 95% CI 1.59-9.66), TNF-0-G-TNF-p-G was protec-

tive for the same gastric cancer group (pc = 0.0048, OR 0.16,
95% CI 0055-045). In contrast, the HSP70-1-HSP70-2-
HSP70-HOM haplotypes showed no association with any dis-
ease group.

SNPs in complete versus incomplete intestinal metaplasia
Since there are different types of intestinal metaplasia and
one has been more associated with the natural history of in-
testinal gastric cancer, we next analyzed the frequency of al-
leles, genotypes and haplotypes between the intestinal meta-
plasia groups, complete intestinal metaplasia (n 51) and
incomplete colonic metaplasia (n = 29). When the two types
of metaplasia were compared with the asymptomatic group
and with the non-atrophic gastritis group, no significant asso-
ciations were found in alleles and haplotypes of TNF-u, TNF-
P and HSP70-1; and the genotypes in TNF-a and TNF-p did
not show any significant trend. On the other hand, in
HSP70-1 a trend for risk was observed with complete intesti-
nal metaplasia (p = 0.0005 (C/G OR 332, 95% CI 1.54-7.12;
C/C OR 529, 95% CI 1.52-18.38)). In contrast, when the
two types of metaplasia were compared with non-atrophic
gastritis patients, the TNF-B 4252 G/G genotype showed a
significant trend for risk in incomplete colonic metaplasia
patients (p = 0.0372 (A/G OR 1.15, 95% CI 042-3.13; G/G
OR 4.12, 95% CI 1.27-13.44)), but not for complete intestinal
metaplasia.
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Discussion
Inflammation is a driving force in the pathogenesis of H.
pylori-associated gastric cancer, and genes involved in the
innate immune response are key players in this process. Since
SNPs in genes related with inflammation vary across popula-
tions, it becomes necessary to study the frequency of their
polymorphisms in different populations. Accordingly, in this
study we searched for polymorphisms in some inflammation-
related genes of chromosome 6 in a Mestizo Mexican popula-
tion, searching for possible association with severe gastroduo-
denal diseases.

In the study of SNP —308, located in the promoter of TNF-
o, we did not find any association with the allele A and gastric
cancer, which is contrary to previous reports,” although the
frequency of the A/G genotype did increase in accordance to
the severity of disease, from non-atrophic gastritis to intestinal
metaplasia and to gastric cancer, suggesting a gradient risk
from normal to preneoplastic to cancer lesions. The A/G geno-
type was also associated with duodenal ulcer, which suggests
that this polymorphism is a risk for both gastroduodenal dis-
eases. It should be noted that in a previous study in the North
of Mexico, no association between this genotype and gastric
cancer was found.™ The difference between our result and the
previous results might be due to the fact that the population of
Mexico is genetically diverse;” alternatively, size of the popu-
lation studied (we studied considerably larger groups of
patients) or differences in methods could explain the observed
differences. Whereas studies in countries like Colombia,*
IIung;n'y.35 China,™ Korea™ and ]apan” have not found asso-
ciations of SNPs in TNF-o with gastric cancer or duodenal
ulcer, others have found association with the TNF-a 308 A/G
genotype.” Moreover, in recent meta-analysis, mostly in Cau-
casian populations, significant association of TNF-o -308 *A
allele® and of -308 A/A genotype with gastric cancer has been
found.™ This SNP has been linked to a change in the tran-
scriptional activity of the gene and the allele A is associated
with a higher production of TNF-u in vitro." An excess of
TNF-ot would cause a more severe inflammation in the gastric
mucosa, hence increasing the risk for both, gastric cancer and
duodenal ulcer as found in our study, suggesting that this ge-
notype is a risk factor for diseases caused by a chronic long-
lasting inflammatory injury of the gastroduodenal mucosa.

When the TNF-J3 SNP +252 was studied, we found a sig-
nificant association of the allele A with gastric cancer (OR
5.69); the A allele was not observed as a risk for duodenal
ulcer, which suggests that this SNP selectively favours the de-
velopment of more serious neoplastic gastric lesions. In addi-
tion to the above evidences, a trend analyses showed a strong
and significant gene-dose effect of the G/G +252 polymor-
phism against gastric cancer development, further supporting
the role of this SNP as a possible protection factor for gastric
cancer. This SNP has been mainly studied in Asia, a study in
Chinese population reported the association of A/G genotype
with susceptibility to develop gastric cancer in H. pylori
infected individu;ils,36 which is in agreement with our results.
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Studies in other populations have not reported any associa-
tion with gastric cancer.™ On the other hand, the TNF-B
+252 SNP A allele has been associated with an increase of
mRNA and protein levels of TNF-f;"® and an increased pro-
duction of TNF would expose the gastric mucosa to more
cell damage.

Altogether, these evidences show that TNF SNPs might be
influencing gastroduodenal diseases related to H. pylori, and
that the differences in the alleles and genotypes associations
may be due to genetic background differences among
populations.

Although the HSP70-1 gene is constitutively expressed at
low levels, during conditions  its  expression s
increased.” When polymorphisms in the HSP70 genes were
studied, only the allele C SNP +190 of HSP70-1 was found
significantly associated with both, gastric cancer and duode-
nal ulcer. Moreover, the OR for genotype CIG +190
increased from non-atrophic gastritis (1.64) to intestinal
metaplasia (3.45), to gastric cancer (13.31), such a gradient of
association further strengthens the observation that this SNP
is a risk factor for gastric cancer. Even more, and similar to
TNF-p, for the C/C homozygous of the +190 SNP we found
a gene-dose effect for the preneoplastic stage intestinal meta-
plasia; these results add further evidence that the C/C geno-
type is a risk factor for the development of gastric cancer.

The +190 SNP is located in the 5UTR of the gene and
although it does not alter the amino acid sequence, this
region plays a role in the control of cellular location, stability
and translational efficiency of eukaryotic mRNA;" thus, it
may have a major regulatory role in the expression and func-
tion of HSP70 protein. This suggests that the association we
found for HSP70-1 SNP +190 with gastric cancer and duode-
nal ulcer may be because this polymorphism causes modifica-
tions in the expression and location of HSP70, which would
lead to increase risk of tissue damage and progress to more
serious diseases. We should note that there are no previous
studies on the association of this SNP with gastric cancer.
Still, there are reports on the overproduction of HSP70 in in-
testinal type adenocarcinoma™ and in other tumours;"
which would strengthen our results, and suggest that this
SNP might constitute a risk factor for gastric cancer and
other tumours. A significant association of HSP70-2 SNP at
position +1267 with gastric cancer in Japanese women has
been recently reported.™ Authors worked with 223 gastric
cancer patients (64 women) and a heterogeneous control
group comprised of 200 patients with some other gastroduo-
denal disease (60 women). Although in our study we did not
find such an association, this discrepancy might be due to
differences in the genetic background between Japanese and
Mexican populations.

Expression of TNF and FISP700 in the gastric mucosa is
affected by H. pylori infection; TNF is over expressed,'
while HSP70 is down regulated."® Whereas in patients with
gastric cancer, levels of both TNF-o“® and HSP70 have
shown to be increased."® TNF is a powerful angiogenic factor,

stress
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which induces the expression of adhesion molecules involved
in the motility and invasive-metastatic behaviour of tumour
cells™ HSP70 acts as a chaperone molecule for antigenic pep-
tides derived from tumour cells, leading to an antitumour
immune recognition by cytotoxic T lymphocytes™ it also
induces TNF-u production,”™* and has been found to protect
tumour cells from TNF-mediated cytotoxicity.™ In addition,
HSP70 is induced in tumour cells to overcome the stressful
conditions faced by the tumour, such as lack of nutrients, oxXy-
gen, or antitumour immune response contributing to their sur-
vival.®® Moreover, some reports suggest possible linkage dise-
quilibrium between HSP70 and TNF SNPs, since TNF and
HSP70 gene families are located just 600 kb apart from each
other.”®” These reports suggest that TNF and HSP70 may act
as endogenous tumour promoters in vivo.

Although we did not find any association of individual
SNPs in HSP70-2 and HSP70-HOM with gastric cancer or
duodenal ulcer, when the frequency of the different HSP70
genotype combinations was analyzed, we found that the
HSP70-1 G/G - HSP70-2 A/G - HSP70-HOM T/T combina-
tion was absent in all gastric cancer patients, whereas it was
relatively frequent in the other groups. This would suggest
that this genotype combination may be a protective factor
against the development of gastric cancer; an observation
which, as far as we know, has not been reported previously.

It is known that among the different types of intestinal meta-
plasia, the incomplete colonic type is more associated with the
intestinal type of distal gastric cancer.”® Based on this, we stud-
ied whether these SNPs had associations with a specific type of
metaplasia, but we did not find any polymorphism significantly
associated with the incomplete colonic metaplasia. On the con-
trary, we found that TNF-3 +252 genotype AJA was associated
with protection against the incomplete colonic metaplasia, which
is the preceding lesion for gastric cancer; this novel observation
should be confirmed in a larger population.

One limitation of our study is the sample size; however,
in spite of the reduced number of patients studied, we were
able to observe statistically significant differences in the TNF-
P and HSP7(+1 haplotypes, strongly suggesting they are asso-
ciated with disease. Furthermore, using the frequencies of the
asymptomatic group, we determined the statistical power of
the gastric cancer sample and found it was over 90% for
both, the TNF-p A/G and G/G genotypes and for the HSP70-
1 C/G genotypes. Still, we acknowledge that the results of
this study should be confirmed with a larger number of
patients. Regarding the disequilibrium observed in the
asymptomatic group for TNF-B and HSP70-1, we have no
clear explanation, although we suggest it might be due to
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