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Resumen

H. pylori es un factor preponderante para el desarrollo de enfermedades gastroduodenales.
Se ha propuesto ademas que, genes del complejo principal de histocompatibilidad, como el
gen DQALI, confieren susceptibilidad o resistencia, tanto a la adquisicion de la infeccion
como al subsecuente desarrollo de estos padecimientos. En la tipificacion alélica de DQA1
los kits comerciales solo estudian el exén 2. Sin embargo, no es posible determinar algunos
alelos pertenecientes a los grupos *01, *03, *04 y *05 a causa de tener la misma secuencia
en este exon. Con el proposito de tipificar los alelos de estos grupos en muestras de
pacientes (389) y controles (145), se analizaron el exén 1 y 3 mediante la técnica de PCR-
SSP. La distribucion de los pacientes fue de 200 con gastritis superficial (GS), 83 con
metaplasia intestinal (MI), 54 con cancer gastrico (CG) y 52 con tulcera duodenal (UD). El
grupo control se denomind como grupo asintomatico. Se observo mayor frecuencia de los
alelos DQA1*01:01 y DQA1*05:01:01 en metaplasia intestinal. Asi mismo, la frecuencia
del alelo DQA1%*04:01:01 fue elevada en cancer gastrico. Por otra parte, los genotipos
DQA1*01:01/DQA1*02:01 y DQA1*03:01:01/DQA1*04:01:01 muestran una frecuencia
elevada en metaplasia intestinal, mientras que el genotipo DQA1*01:01/DQA1*04:01:01
presenta la misma tendencia en cancer gastrico. En conclusion, nuestros resultados junto
con la evidencia publicada en la literatura, apoyan que los alelos pertenecientes a los grupos
*01, *04 y *05 del locus DQA1 participan en la susceptibilidad o resistencia al desarrollo

de enfermedades gastroduodenales derivadas de la infeccion.




Vazquez Gonzalez Wendy Gpe.

Introduccion

H. pylori coloniza el estdbmago del 50 al 80% de la poblacion adulta Mexicana y es el
agente causal de gastritis cronica, gastritis atrofica, ulceras duodenales, ulceras gastricas o
linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y cancer gastrico. Sin embargo,
solo el 10% de los pacientes afectados desarrollaran tulceras gastricas o duodenales y
aproximadamente el 1% cancer gastrico. Motivo por el cual se mencionan la existencia de
factores propios de la bacteria, ambientales y del hospedero, como variables en el

desarrollo de la enfermedad.

Al respecto, en poblacion japonesa se ha reportado al alelo DQA1*01:02 como un
factor genético de riesgo al desarrollo de gastritis atrofica, cancer gastrico e incluso para la
adquisicion de la infeccion. En poblacion Mexicana, se ha asociado la ausencia del alelo
DQAT1*05:03 como un factor de riesgo para el desarrollo de displasia de alto grado y de

cancer gastrico.

Anteriormente nuestro grupo de trabajo estudid el complejo principal de
histocompatibilidad de clase II con la finalidad de determinar la asociacion entre los
polimorfismos del gen DQA1 y la evolucion de las lesiones géstricas asociadas a H. pylori
en pacientes Mexicanos. Sin embargo, para la tipificacion del locus DQAI se analiz6 solo
el exon 2, en el cual no es posible diferenciar entre alelos de los grupos *01 (*01:01,
*01:04 y *01:05), *03 (*03:01, *03:02 y *03:03), *04 (*04:01 y *04:02) y *05 (*05:01:01,
*05:03 y *05:05), por lo que el estudio de los exones 1 y 3 permitiria distinguir entre los
alelos antes mencionados; brindando mejor informacion que haga posible evidenciar la
asociacion entre presencia de estos alelos con una resistencia o susceptibilidad al desarrollo

de enfermedades gastroduodenales a partir de la infeccion por H. pylori.
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H. pylori coloniza el estdbmago y es el agente causal de gastritis cronica, gastritis atrofica,

ulceras duodenales, tlceras géstricas o linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas

(MALT). Adicionalmente, estudios epidemiologicos y
estadisticos han asociado la infeccion cronica de esta
bacteria con un riesgo elevado, de 75%, de desarrollo
de malignidad géastrica. Asi, la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer, organismo perteneciente a
la OMS, ha caracterizado a este patdogeno como
carcindgeno de clase L'

H. pylori cuenta con la habilidad especifica de
colonizar el epitelio géstrico, causando la infeccidén
bacteriana mas comun a nivel mundial.*

H. pylori es una bacteria Gramnegativa, en
forma de espiral, de aproximadamente 0.5x5um de
longitud, que cuenta con 5 a 7 flagelos polares,

I . . 4
ademas de ser microaerofilica.”

s

Fig 1. Morfologia de Helicobacter pylori
(Tomado de Mobley, 2001)

Los factores criticos que permiten que la bacteria colonice y sobreviva en el

hospedero incluyen su habilidad para producir una gran cantidad de ureasa la cual hidroliza

la urea a amonio y didxido de carbono y por lo tanto es vital para la neutralizacion del acido

del estomago, la presencia de flagelos que le permiten a la bacteria moverse, navegar y

persistir colonizando la capa mucosa que recubre el epitelio gastrico y la habilidad de la

bacteria para producir enzimas que deterioran la capa surfactante sobre el epitelio gastrico

. . 5
lo que permite tener acceso a los componentes nutricionales en el hospedero.

Ademas de los factores de virulencia anteriormente mencionados, hay evidencia de

que algunos otros factores correspondientes a la bacteria parecen promover el desarrollo de
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enfermedades gastroduodenales de mayor severidad, por ejemplo, las cepas que expresan

los genes cagA y vagA estan fuertemente asociados a la carcinogénesis gastrica.’

Curso de la infeccion

El curso natural de la infeccion es extremadamente variable. La infeccion es adquirida en
edades tempranas de la vida y esta permanece en una larga fase quiescente donde persiste
una gastritis cronica de variable intensidad sin o con minima sintomatologia, no
presentandose enfermedades gastroduodenales sino varias décadas después de la
infeccion.®’

La enfermedad de tlcera peptidica tiende a desarrollarse en pacientes de 20 a 30
afios, mientras que el cancer gastrico aparece varias décadas después. Sin embargo, las
enfermedades gastroduodenales no se presentan en todos los individuos que adquirieron la
infeccion. Solo de un 10% de individuos infectados desarrollard ulcera peptidica y el riesgo
estimado para el desarrollo de cancer es del aproximadamente el 1%. Lo que deja a entrever
que la infeccidén no es suficiente para inducir el desarrollo de trastornos gastroduodenales
sino que ésta solo participa como un importante factor de riesgo. Por lo que el desarrollo de
trastornos gastroduodenales es producto de la participacion variable de factores de tipo

ambiental, de la bacteria y del hospedero.”>
Progreso de la infeccion

Las interacciones de H. pylori con el hospedero son una serie de eventos complejos que
inducen a la patogénesis mientras permite que la bacteria persista. La conexion al epitelio, a
través de multiples factores de virulencia, induce una respuesta inmune proinflamatoria
severa de la mucosa y una respuesta inmune local y sistémica. Estas respuestas pueden
afectar la viabilidad de la célula del hospedero y conduce a uno de dos eventos mutuamente
exclusivos: mientras la excesiva produccion de acido conduce a la ulceracion, la
inflamacion cronica conduce a la atrofia de la pared del estobmago y a crecimientos

: 3,5,6
malignos anormales.™ ™
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Normal

Gastritis aguda

Gastritis cronica

Gastritis atrofica

Metaplasia intestinal

Displasia

Cancer

El resultado de la infecciébn depende de la

severidad y de la distribucion anatomica de la gastritis

adquirida después de la infeccién.® > °

Los pacientes infectados que desarrollan una
ligera gastritis en el cuerpo y el antro estomacal cursan
con una secrecion de acido que es casi normal y

generalmente no se desarrolla ninguna secuela de

3,5,6
gravedad.” ™

Las tlceras gastricas son asociadas a gastritis
predominantes en el pan o en el cuerpo del estdémago,
con niveles normales o reducidos de acido, y las

ulceras usualmente surgen entre la mucosa del cuerpo

. o 3,5,6
y el antro, una zona de inflamacién intensa.™ >

Las ulceras duodenales surgen en un contexto
de gastritis predominante en el antro, esto causa
hipergastrinemia y elevada producciéon de acido desde

el cuerpo gastrico sano después de una estimulacion

Fig 2. Progresion histologica de cancer géstrico inducido por H.
pylori en modelo de raton. Normal: Histologia del cuerpo del
estomago. Gastritis aguda: Infiltracion de la mucosa y
submucosa gastrica con linfocitos y polimorfonucleares
acompafiados por ligeros defectos en la mucosa y edema.
Gastritis cronica: Inflamacion de moderada a severa con
marcados defectos en las células epiteliales incluyendo
dilatacion y mineralizacion de glandulas. Gastritis atroéfica:
Inflamacion cronica con fibrosis focal y completa perdida
células parietales. Metaplasia intestinal: Metaplasia del
epitelio gastrico hacia un fenotipo intestinal caracterizado por la
elongacion columnar que ocasionalmente forman células
calciformes y producen una mezcla de mucinas acidicas (azul,
tipo intestinal) y neutras (roja, tipo gastrico) cuando se hace una
tincion con Azul Alcian/PAS. Displasia: Arquitectura irregular
frecuentemente formada por estructuras tubulares compactas
llamadas adenomas. Los cambios atipicos se observan tanto en
la célula como en ntcleo. Cancer: Neoplasia intraepitelial
gastrica (Tomado de Fox, 2007).
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hormonal o por alimentos.> > °

Las ulceras duodenales ocurren cominmente a mediana edad mientras que las
Gilceras gastricas tipicamente afectan a personas de edad méas madura.> > °

El duodeno desarrolla metaplasia presumiblemente en respuesta a carga elevada de
acido y probablemente la mucosa duodenal puede ser colonizada por la bacteria como
resultado de la inflamacion y ulceracion.™ >

El adenocarcinoma gastrico ha sido clasificado en dos tipos: el mas comun es el de
tipo intestinal (o adenocarcinoma diferenciado) mientras que el menos comun es el de tipo
difuso (indiferenciado), el cual es mas rapidamente progresivo y tiende a ocurrir en adultos
jovenes.” >

El cancer difuso surge en un contexto de una gastritis inducida por la bacteria por
todo el estomago sin causar atrofia, pero esto no ha sido bien estudiado.” > °

El cancer de tipo intestinal surge en el contexto de gastritis predominante en el
cuerpo del estdbmago, por lo que este tipo de cancer puede ser el estado final de una
progresion a través de una serie de pasos discretos conocidos como via Correa que abarca
desde gastritis simple e hiproclorhidria hasta gastritis atrofica, metaplasia, displasia y
carcinoma. El desarrollo de atrofia géstrica definida como una pérdida de las estructuras
glandulares de la mucosa del estdbmago como resultado de la inflamacion crénica
permanente es reconocido como un paso critico en esta via para al desarrollo de céncer

gastrico, por lo que es reconocido un mejor indicador de riesgo al desarrollo de cancer.” >

Respuesta inmune a la infeccion

Aunque cada dia ingerimos una vasta cantidad de microorganismos, la mayoria no puede
colonizar nuestro estobmago debido al repertorio de propiedades antibacteriales de éste. Una
de las més importantes es la acidez. Bajo condiciones normales el pH del lumen géstrico es
menor de 2 lo cual previene la proliferacion bacteriana dentro de la capa de la mucosa
gastrica. Sobre las células epiteliales, existe un gradiente de pH que va de 2 en la superficie
luminal a entre 5 y 6 en la superficie de las células epiteliales. Después de entrar al
estdmago, la bacteria penetra la mucosa géstrica y por ello encuentra un ambiente menos

acido que el de lumen. El 80 al 90% de la poblacion bacteriana se queda nadando
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libremente dentro de esta capa mucosa, mientras que el otro 10 al 20% se encuentra en
contacto con las cé€lulas epiteliales. H. pylori tipicamente no atraviesa la barrera epitelial

por lo que es clasificado como una bacteria extracelular no invasiva.’

La infeccion inicialmente induce la activacion de la respuesta inmune del
hospedero, debido a que algunos antigenos derivados de la bacteria son reconocidos por los
receptores tipo Toll (TLRs), asi como por los receptores Nod (NLRs) de las células de la
respuesta inmune tales como macréfagos, células dendriticas y epiteliales. La activacion de
los receptores mencionados genera la posterior respuesta inmune adaptativa caracterizada,
al tratarse de una bacteria extracelular, por la fagocitosis, procesamiento y presentacion
sobre las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase II (MHC 1I), de
péptidos antigénicos sobre la superficie de las denominadas células presentadoras de
antigenos, APC.>* De ahi que muchos estudios han notado que la respuesta inmune esta
polarizada y que la poblacion de células CD4+ en la mucosa gastrica de personas infectadas

. . .y <z . . 1
se encuentre elevada y por consiguiente también la produccion de citoquinas Th1.* %'

MHC de clase Il y su relacion con enfermedades gastroduodenales

La diferencia en los resultados clinicos desarrollados a partir de la infeccion y su presencia
solo en una baja proporcion de los pacientes infectados son el motivo por el cual se
mencionan la existencia de factores propios de la bacteria, ambientales, y del hospedero

como variables en el desarrollo de la enfermedad."!

Entre los factores correspondientes al hospedero, estudios inmunogenéticos sugieren
que el polimorfismo del gen HLA-DQAT1 confiere susceptibilidad o resistencia tanto a la
adquisicion de la infeccion asi como al desarrollo de secuelas graves derivadas de la dicha

infeccion.!!

Hace trece anos, en 1998, un estudio de genotipificacion de este gen en poblacion
japonesa arrojo que la frecuencia del alelo DQA1*01:02 fue significativamente menor en
pacientes positivos a la infeccion con gastritis atréfica y adenocarcinoma gastrico tipo

intestinal que en los controles. Por lo que la ausencia de este alelo puede ser un factor
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genético de riesgo para el hospedero en el desarrollo de gastritis atrofica y cancer gastrico

de tipo intestinal en esta poblacion.'

Los resultados obtenidos mediante una investigacion realizada por otro grupo de
trabajo dirigido por Magnusson y colaboradores en poblacion caucasica coinciden con los
del grupo de Azuma y colaboradores, al aspecto de aseverar que este alelo se asocia con la
proteccion al desarrollo de céncer gastrico y afiaden que también le brinda al hospedero

resistencia a la infeccion por H. pylori.

También en poblacion japonesa, se reportd que el gen DQAI1*01:02:01 esta
14

inversamente relacionado con el desarrollo de gastritis, tlcera gastrica y tlcera duodena

Por ultimo y en esta misma direccion, el alelo DQA1*02:01 fue reportado menos
frecuente en pacientes con carcinoma de colon comparado con los controles sanos, por lo
que la ausencia de este gen puede considerarse como un factor de riesgo para el desarrollo

. . .y o) . . s 15
de este tipo carcinoma en poblacion caucasica que tiene la infeccion.

En contraste, han sido reportado varios alelos de este gen como factores de
susceptibilidad. Por ejemplo, la existencia del alelo DQA1*01:03 esta directamente
relacionado con el desarrollo de linfoma de MALT en poblacion japonesa.'® Asi mismo, el
alelo DQA1*01:04 ha sido asociado con la susceptibilidad a la infeccion en nifios de origen
chino y vietmanita.'” Por ultimo, el alelo DQA1*05:05 ha sido involucrado con la

susceptibilidad al desarrollo de gastritis atrofica cronica en poblacion japonesa.'®

En lo que respecta a la poblacion Mexicana el estudio desarrollado en Nuevo ledn
por Garza-Gonzalez caracterizd la ausencia del alelo DQA1*05:03 como un factor de

riesgo para el desarrollo displasia de alto grado y de cancer gastrico."'

Contrastando con ambas partes, la investigacion de la contribucion de los alelos
DQA1*01:02 y DQA1*03:01 a la infeccion por H. pylori y la enfermedad ulcerosa péptica
se demostrd que ser portador ellos no modifica ni la susceptibilidad a la infeccién ni su

o, fop - .- 19
evoluciodn a ulcera péptica en una poblacion caucdasica del sur de Europa.
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Complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
Localizacion del MHC

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) se encuentra dentro del brazo corto
del cromosoma 6 en la posicion 21.3, abarca aproximadamente 4Mb y codifica para
aproximadamente 224 genes dentro de los cuales se encuentran genes de vital importancia
en la regulacion del sistema inmune asi como algunos indispensables para llevar a cabo

10 20,21,22
procesos celulares esenciales.”

El MHC se encuentra dividido en tres regiones principales: la region de clase I, mas

proxima al telomero seguido por la region de clase Il y la region de clase I1.%°

La region de clase I contiene genes clasicos y no clasicos. Los genes no clasicos son
diferenciados de los genes cldsicos en base a que éstos tienen polimorfismo limitado; la
distribucion tisular de la expresion de estos genes es restringida y ellos parecen tener un rol
menos definido en la medicina del trasplante. Hay 19 genes dentro del locus del HLA de
clase I, donde 3 son genes clasicos (HLA-A, HLA-B y HLA-C), 3 no clasicos (HLA-E,
HLA-F y HLA-G) y 13 genes no codificantes o pseudogenes (HLA-S/17, HLA-X, HLA-
N/30, HLA-L/92, HLA-J/59, HLA-80, HLA-21, HLA-K/70, HLA-16, HLA-H/54, HLA-90
y HLA-75), localizados dentro de tres bloques duplicados separados, designados como

bloques o, By k.

Hay ademas 7 genes MIC, son genes parecidos a los de HLA de clase I, distribuidos
en los tres bloques de duplicacion de los cuales solo los dos localizados en el bloque B son

20
expresados.

La region de clase 111, se encuentra localizada entre las regiones de clase [ y II. Esta
region no es tan bien conocida como las regiones [ y II pero contiene los genes algunos de
los factores del complemento (C2, C4 y CFB), genes de algunas citoquinas (TNF, LTA y
LTB) y muchos otros genes sin relacion obvia con las funciones del sistema inmune y la

inflamacion. Muchos de los productos de los genes de clase III son de vital importancia en
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los procesos celulares, tal como la regulacion de la transcripcion (BAT1, VARS, RDBO,
STK19, SKIV2L, CREBLI, y PBX2), mantenimiento celular, (DOM3Z, NEU1, AGPATI,
CLI1C1 y CSNK2B), biosintesis, transporte de electrones y actividad hidrolasa (PPT2,
DDAH2 y ATP6VIQG2), interacciones proteina-proteina tanto intracelulares como
intercelulares, funcion chaperona y sefializacion (C6orf46, HSPA1A, HSPA1B, BAT3,
BATS, AGER, RNF5, FKRPL, TNXB y NOTCH4).*’

La region de clase II comprende 0.7Mb de DNA y contiene los genes clasicos de las
cadenas alfa y beta, HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ los cuales son expresados en las
células presentadoras de antigenos para presentar péptidos a los linfocitos T cooperadores.”

Ademas de los genes clasicos, en esta region contiene genes no clasicos como HLA-DM y
HLA-DO.”

D AA HLA-B HLA-DQ
HLA-DR HLA-DFP
l HLAa-C | | [ ] i
[ class | ] class 11l | class Il N

Oy Oy P gy e e
T T T T ¥ T T & <] o & O @
] Lo i r~ ; L3 T &
o
& EEEEEEE € 88 & 8§85 £€
— T THHHHHHR - {HF{HF  Class!
Class klike L . 1 I ’
Fe uptake Co-receptors? Antigen Innate
presentation response
- o O &~ T @ =
& &F & Y N N o )
N Y N &F & g & o T @ & S
F52ESEE 55 ££8 s &5 & ¢
— i HIHEHEHEHEHE o HHE— /18— ciassm
L 1 L ] L J I—I l I
Inflammation Immune Heat-shock Complement Regulatory
receptors components recepltors
T & & T & @ o = - < &
o £§55 F8 § s.8, 55 F 55 s
= b -
& & & ¢ S5 F fFEF IS5 F S F
— T H———HHH—8H———HE—{ - classn
L ) S — —_
Antigen presentation Antigen processing Antigen presentation

Fig 3. Localizacion, organizacidn y estructura génica del Complejo Principal de Histocompatibilidad
humano sobre el cromosoma 6 (Modificado de Traherne, 2008)
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ructura y funcion de las moléculas del MHC
Las proteinas MHC pueden subdividirse en dos grupos principales: las moléculas MHC de

clase I y clase II, ambas presentan estructuras muy similares pues son heterodimeros
transmembranales cuyos dominios extracelulares amino terminales se unen al antigeno para

., , 2
su presentacion a las células T. 3

Clase I

Las moléculas MHC de clase I se expresan practicamente en todas las células nucleadas,
posiblemente debido a que las células T citotoxicas deben ser capaces de concentrarse en
cualquier célula del cuerpo que haya sido infectada por un microorganismo intracelular. La
molécula HLA de clase I estd compuesta de una cadena pesada glicosilada de 45 kD
(denominada a)) que esta dividida en tres dominios extracelulares globulares (al, a2 y a3
cada uno con no mas de 90 aminoacidos de largo), una regioén transmembranal y una cola
citoplasmatica, codificados cada una por exones diferentes. Todas las cadenas o estan
asociadas de forma no covalente a una pequeia proteina extracelular no glicosilada
denominada B2-microglobulina de 12 kD no polimérfica que no atraviesa la membrana y
esta codificada por un gen que no pertenece al grupo de genes MHC, localizado dentro del
cromosoma 15. Los dos dominios amino terminales de la cadena a, (al y a2) que son los
mas alejados de la membrana, se unen al péptido antigénico de 8 a 10 residuos de
aminodacidos y contienen los aminodcidos polimérficos que son reconocidos por las células

T mientras el dominio carboxilo estd formado por la cola ci‘toplelsme'l‘[icel.23’24

Clase 11

El MHC 1II es expresado como glicoproteinas trasmembrana tipo 1 encontradas
principalmente en la superficie de células especializadas del sistema inmune como células
B, macréfagos y otras células presentadoras de antigenos (APC), que extraen los antigenos
del liquido extracelular e interactian con las células T CD4" colaboradoras. Estas son
moléculas heterodiméricas asociadas no covalentemente, constituidos por cadenas alfa de

35kDa y las beta de 28 kDa codificadas por separado en los genes A y B respectivamente.

11



Estas glicoproteinas contienen dominios
externos, un segmento trasmembranal y
un  segmento  citoplasmatico. La

estructura general que adopta las
moléculas de clase II se logra debido a la
asociacion de las cadenas alfa y beta. La
parte extracelular de la molécula del
MHC 1I se pliega de tal manera que
crean un surco alargado compuesto de
dos hélices alfa unidas por ocho cadenas

betas plegables. El surco contiene una

longitud nueve uniones en los que se
anclan las cadenas laterales del péptido.
Las uniones 1, 4, 6 y 9 son consideradas
como principales mientras que las otras
superficiales y

posiciones  son

secundarias. Considerando que los

Vazquez Gonzalez Wendy Gpe.

Fig 4. Estructura cristalina del complejo (MHC)
clasell (HLA-DRB1 *0101) y el péptido procesado.
El MHC de la cadena a se muestra en azul oscuro, y
la cadena P en azul claro. El péptido
(GSDWRFLRGYHQYA) se muestra en rojo, con el
nucleo de unidn al péptido (WRFLRGYHQ) en rojo,
y los aminoacidos que flanquean en color rosa
(Tomado de Nielsen, 2010).

extremos del surco, del MHC II, estan abiertos este puede acomodar péptidos de 13 a 20 aa,

mucho mas largos que los que se enlazan a las moléculas de clase I. El elevado

polimorfismo de los genes del MHC, produce un complejo hipervariable, por lo cual el

sistema inmune se encarga de diferenciar las células propias de las que no lo son.

24,25
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Planteamiento del problema

Helicobacter pylori es un carcindgeno tipo uno que presenta una seroprevalencia de 50 al
80 % en la poblacion adulta Mexicana. La infeccion es adquirida durante la nifiez y puede
persistir por toda la vida en ausencia de un tratamiento adecuado. La colonizacién de H.
pyvlori en el estbmago causa gastritis cronica, esta infeccion inicial puede perdurar por
décadas sin ninguna sintomatologia o evolucionar a enfermedades mas severas como ulcera
duodenal, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) o adenocarcionoma
gastrico. Aunque la incidencia del desarrollo de cancer gastrico pos infeccion es baja
(aproximadamente del 1%), a nivel mundial, el cancer gastrico es el cuarto tipo de cancer
mas comun, representando la segunda causa de muerte por neoplasias malignas y cobrando
aproximadamente 700,000 vidas al ano. En México, el adenocarcinoma gastrico representa
el quinto tipo de cancer mas comun. El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial y
la infeccidon por H. pylori es un factor de riesgo para su desarrollo, sin embargo, se han
propuesto otros factores de susceptibilidad como factores ambientales, alimentacion y
genética. En este ultimo, existen estudios enfocados al polimorfismo de moléculas de clase
II que apoyan su participacion en el desarrollo de estas enfermedades gastroduodenales pos

infeccion.

(Los alelos pertenecientes a los grupos *01 (*01:01, *01:04 y * 01:05), *03
(*03:01:01,*03:02 y *03:03), *04 (*04:01:01 y *04:02) y *05 (*05:01:01, *05:03 y *05:05)
del locus DQAI participan en la susceptibilidad o resistencia al desarrollo de enfermedades

gastroduodenales en pacientes infectados por H. pylori?

13
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Hipotesis

De acuerdo con los multiples estudios que evidencian la participacion del MHC de clase 11
en el desarrollo de enfermedades gastroduodenales en pacientes infectados por H. pylori
suponemos que, los alelos pertenecientes a los grupos *01 (*01:01, *01:04 y *01:05), *03
(*03:01:01,*03:02 y *03:03), *04 (*04:01:01 y *04:02) y *05 (*05:01:01, *05:03 y
*05:05) del locus DQA1 participaran en la susceptibilidad o resistencia al desarrollo de las

mismas.
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Objetivos

General

» Tipificar los alelos pertenecientes a los grupos *01 (*01:01, *01:04 y * 01:05), *03
(*03:01:01, *03:02 y *03:03), *04 (*04:01:01, y *04:02) y *05 (*05:01:01, *05:03
y *05:05) del locus DQAI1 en pacientes mestizos Mexicanos con enfermedades

gastroduodenales

Especificos

» Analizar si los alelos de los grupos *01, *03, *04 y *05 del locus DQAI1 estan

relacionados con el desarrollo de enfermedades gastroduodenales

» Distinguir los alelos de los grupos *01, *03, *04 y *05 del locus DQA1 del grupo

asintomatico
» Conocer la frecuencia de los alelos del /ocus DQAL en la poblacion del D.F.

» Desarrollo de la técnica PCR-SSP en el analisis del exén 1y 3 del locus DQA1

15
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Disefio experimental

Tipo de estudio

Es un estudio de casos y controles

Poblacion de estudio

Pacientes

Se estudiaron 389 DNAs de pacientes mayores de 30 afios con padecimientos
gastroduodenales previamente clasificados en 200 con gastritis superficial (GS), 83 con
metaplasia intestinal (MI), 54 con cancer géstrico (CG) y 52 con tlcera duodenal (UD), de
acuerdo al diagnostico de histologia (clasificacion de Sydney). Todas las muestras

provienen del Hospital General de México SSA y el Hospital de Oncologia del IMSS.
Asintomaticos

Se estudiaron 145 DNAs de donadores mayores de 30 afios, sin reporte de enfermedades
gastricas y/o sintomatologia, sin antecedentes familiares de enfermedades asociadas al
MHC vy sin antecedentes familiares de cdncer, de los Bancos de Sangre del Hospital
General Regional No. 25 y del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano

del Seguro Social.

Criterios de inclusion

e Muestras que hayan sido clasificadas con HLA de clase II dentro de los grupos *01,
*03, *04 y *05 del locus DQALI

e DNA de buena calidad
e DNA con concentracion mayor a 200ng/uL
e DNA con volumen igual o mayor a 100pL

16
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e DNA que pertenezca al grupo asintomatico (cumpliendo con las especificaciones
mencionadas en la seccion anterior)

e DNA que pertenezca a pacientes (cumpliendo con las especificaciones mencionadas
en la seccidn anterior)

Criterios de exclusion

e DNA degradado
e DNA con concentracion menor a 200ng/uL
e DNA con volumen menor a 100pnL

Criterios de eliminacion

e Muestra con resultados incompletos de los alelos de DQA1
e Muestras que no amplifiquen mediante la reacciéon de PCR-SSP con ninguno de los
iniciadores

Variables

Variables independientes

e Polimorfismo del gen HLA-DQA1
o H pylori

Variable dependiente

e Enfermedad gastroduodenal

17
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Material y Métodos

Material biologico

Muestras de DNA genomico obtenidas mediante la técnica de salting out de Miller a partir

de leucocitos de sangre periférica.

PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primers)

La reaccion en cadena de la polimerasa mediante el uso de iniciadores de secuencia
especifica es un sistema de tipificacion aplicable para la identificacion de los alelos con
base en el polimorfismo que presenta. Esta metodologia se aplica en el estudio de alelos de
clase I y IT del MHC que pertenecen a esta region.

Este técnica se realiza con, como su nombre lo indica, iniciadores de secuencia
especifica y para ello ambos iniciadores deben unirse especificamente a la region de DNA
blanco, sobre todo el extremo 3’, sin presentar ningun desajuste. Por lo tanto, solo si los
iniciadores corresponden con la secuencia blanco se obtiene la amplificacion. La presencia
o ausencia de amplificacion es detectada mediante electroforesis en gel de agarosa y se
visualiza por la incorporacion de bromuro de etidio o sustitutos.

PCR-SSP

Iniciador3” -
Taq polimerasa
nMgcl
dNTPs
DNA doble cadena

Buffer de PCR Desnaturalizacion

Agua YT YT TTYTYTTY T
LALLALLALDAL ALUA LA |

Mutacién puntual Anillamiento

gue quiere ser

detectada
IIIIIIIITU[FIIII[][EI[TI[]I[]I |E][¥][]IU]IE][}][]IIIIIIIT][F
e I NN NN RN

Siel iniciador de secuencia especifica noes
complementario alasecuencia blanco de DNA

no se da la amplificacién Amplificacién
Electroforesis
horizontal en gel de
agarosa
Amplificacion
P oooooooo
H EEE

Muestras

Blanca

Centrol negativo

Col tm\pasitiuu.
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Diagrama de Flujo

DNA genémico

e

| Cuantificacion de
DNA

Disefio de
iniciadores

\/ " Gel de electroforesis para

verificar la integridad del
Estandarizacion material genético

) | & J
de la reacciones

de PCR-SSP @

-
4

Realizacion de la técnica de PCR-SSP para
> cada una de las muestras de los pacientes y
del grupo asintomatico y con cada uno de los
iniciadores segun al grupo que correspondan

e UIOTSSIS I Analisis estadistico
de agarosa

J
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Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes con GS, CG y UD se compararon
contra los sujetos con GS y los asintomdticos. Las diferencias fueron evaluadas
estadisticamente mediante la prueba de x> con el programa estadistico EPIINFO. La
magnitud de asociacion fue valorada realizando analisis de riesgos univariado con intervalo

de confianza al 95%.
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Resultados

Iniciadores disenados
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En la tabla 1 se presentan los iniciadores es que se utilizaron para la amplificacion

de alelos en los diferentes grupos de HLA-DQAL

Tabla 1. Iniciadores disefiados para la tipificacion de alelos de los grupos *01, *03, *04 y *05

Nombre

Secuencia 5'—3’

Alelo analizado

Iniciador 1
Iniciador 2
Iniciador 3
Iniciador 4
Iniciador 5
Iniciador 6
Iniciador 7
Iniciador 8
Iniciador 9
Iniciador 10
Iniciador 11
Iniciador 12
Iniciador 13
Iniciador 14
Iniciador 3" Ex1
Iniciador 3" Ex 3

GCC CTC GCT CTG ACC ACCGT
GCC CTC GCT CTG ACC ACCGC
TGA CCA CCA TGA TGA GCC CG
TGA CCA CCA TGA TGA GCC CA
TCG CCC TGA CCA CCG TGA G
TCG CCC TGA CCA CCG TGA A
CACCITCCT CCCTTICTGCT
CACCTT CCT CCCTTC TGC A
CAG AAG GTG TTT CTG AGA A
CAG AAG GTG TTT CTG AGA G
AAG CTC TGA TGC TGG GGG C
AAG CTC TGATGC TGG GGA T
TCA CCCTCCTCCCTITCTGC
TCACCCTCCTCCCITCITT
TCA TGC ACT CAC CCACAAT

GAA AAC AAG TTT TGG GAT ATA

DQA1*01:01

DQA1*01:04 y DQA1*01:05
DQA1*01:01 y DQA1*01:04
DQA1*01:05

DQA1%*03:01:01 y DQA1%*03:03
DQA1%*03:02

DQA1*03:01:01

DQA1%*03:02 y DQA1*03:03
DQA1*04:01:01

DQA1%*04:02

DQA1*05:01:01 y DQA1*05:03
DQA1*05:05

DQA1*05:01:01 y DQA1*05:05
DQA1*05:03

Alelos de los grupos *01,*03,*05
Alelos de los grupos *03,*05
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Estandarizacion

Para la estandarizar cada par de iniciadores especificos se realizaron pruebas para
determinar la temperatura y la concentracion de cloruro de magnesio Optima para llevar a
cabo la reaccion. Del mismo modo, fueron determinadas las condiciones de amplificacion
Optimas para cada par.

Una vez estandarizada la reaccion, se probd si las condiciones de reaccion y
amplificacion eran reproducibles con las muestras a analizar.

Cada estandarizacion se llevd a cabo con una linea celular homocigota al alelo

especifico a analizar.

Condiciones de reaccion

La tipificacion fue realizada mediante la reaccion de PCR-SSP en 25ul reaccion (excepto
para los iniciadores 13 y 14 que fue de 20ul) con 125ng de DNA, 1.25 UI de Taq
polimerasa Invitrogene, California, USA, 12.5pmol de cada iniciador, 0.2mM de dNTPs y
una concentracion de MgCl, de 0.375mM en el caso de los iniciadores 3 y 4, 0.5mM en los
iniciadores 5, 6, 11 y 12, ImM para los iniciadores 1, 2, 13 y 14, 1.5mM para los

iniciadores 9 y 10, y 2mM para los iniciadores 7 y 8.

Condiciones de amplificacion

Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo inicial de desnaturalizaciéon a 94°C
durante 4 minutos, seguido por 33 ciclos que constan de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, anillamiento por el mismo periodo de tiempo a 65°C para los iniciadores 1 y 2,
65.5°C para los iniciadores 3 al 6, 55.5°C para los iniciadores 7 y 8, 59.3°C para el 9 y 10,
62.9°C para 11 y 12, y elongacién a 72°C por 30 segundos, la reaccion se concluye con un
ciclo final de amplificacion a 72°C por 8 minutos mas. En el caso de los iniciadores 13 y 14
las condiciones de amplificacion fueron diferentes, se inicid6 con un ciclo de
desnaturalizacion igual al mencionado anteriormente, seguido por 30 ciclos que constaron
de otro ciclo de desnaturalizacion por 1 minuto a la misma temperatura, anillamiento a
60°C por el mismo tiempo, y un periodo de elongacion a 72°C por 3 minutos, para

finalizar con un ciclo de elongacion por 10 minutos a la misma temperatura.
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Grupo *01
Imagen 1. Estandarizacion de iniciadores 1y 2

Temperatura 65°C
0.75mM 1mM 1.25mM

(=] Q [=]
=] =] =]
c . . [ . [

Fragmento 64pb
Iniciador 1 especifico para *01:01
Iniciador 2 especifico para #01:04 y *01:05

Imagen 2. Tipificacion de muestras con iniciadores 1y 2
Qo Qo
a ici 2 ici 2
= Iniciador 1 = Iniciador 2 =

Fragmento 64pb
Iniciador 1 especificopara *01:01
Iniciador 2 especificopara *01:04 y *01:05
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Imagen 3. Estandarizacion de iniciadores 3 y 4

Temperatura 65.5°C
0.2mM 0.375mM 0.55mM

Fragmento 54pb
Iniciador 3 especifico para ¥01:01, *01:04,
Iniciador 4 especificopara *01:05
Imagen 4. Tipificacion de muestras con iniciadores 3y 4

0

0
co

Iniciador 4 Iniciador 3

= c C
Q o o
[ ] ) =

I‘ N O W ) e N N0 (8 (O, W ) O

Fragmento 54pb
Iniciador 3 especifico para ¥01:01, *01:04,
Iniciador 4 especifico para ¥01:05
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Grupo *03

Imagen 5. Estandarizacion de iniciadores 5y 6
Temperatura 65.5°C

0.3mM 0.5mM 0.7mM
To) © 0 © 0 ©
— — — — — —
S S S S S S
) k] ] ] ° k]
© © © T © ©
[&] [&] [&] [&] [&] [&]

. ,j.
i Y J
RS
Fl-'agmento 60pb
Iniciador 5 especifico para *03:01, *03:03
Iniciador 6 especificopara *03:02

Imagen 6. Tipificacion de muestras con iniciadores 5y 6

o o 0
o Iniciador 5 = Iniciador 6 =
o niclaaor 5 niclador ©

Fragmento 60pb
Iniciador 5 especifico para ¥03:01, *03:03
Iniciador 6 especificopara *03:02
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Imagen 7. Estandarizacion de iniciadores 7 y 8

Temperatura 55.5°C
1.5m

ador 8 =
iador 7

iador 8 =
iador 8 =

e
|-
[=]
=]
[4+]

iador 7

nco
co

[=]
[&]
c

nco

nco

Fragmento 175pb
Iniciador 7 especificopara ¥03:01:01
Iniciador 8 especificopara *03:02 y *03:03

Imagen 8. Tipificacion de muestras con iniciadores 7y 8

0
g Iniciador 7 Iniciador 8

lanco
lanco

Fragmento 175pb
Iniciador 7 especifico para *03:01:01
Iniciador 8 especificopara *03:02y *03:03
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Grupo *04

Imagen 9. Estandarizacion de iniciadores 9y 10

Temperatura 59.3°C

1.5m Tm M 0.75m M
o

iador 10 =

@
=
<}

T

£

nco

nco
iador 9
iador 1

iador 9

iador 10

o
Q
C

nco
nco
nco

Fragmento 242pb
Iniciador 9 especifico para #04:01:01
Iniciador 10 especificopara *04:02

Imagen 10. Tipificacion de muestras con iniciadores 9y 10

0
by Iniciador 9 Iniciador 10

lanco
lanco

Fragmento 242pb
Iniciador 9 especificopara *04:01:01
Iniciador 10 especifico para *04:02
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Grupo *05

Imagen 11. Estandarizacion de iniciadores 11y 12
Temperatura 62.9°C

0.25mM 0.5mM 0.75mM
o o o
D — (=] - (=2} —
e 1= 1= e 1= 1=
[=] [=] [=] [=] [=] [=]
T =] © T =] ©
a @ @ a @ g
Q Q Q Q Q L

Fragmento 81pb
Iniciador 11 especifico para #¥05:01:01, *05:03
Iniciador 12 especificopara *05:05

Imagen 12. Tipificacion de muestras con iniciadores 11y 12

Q - 9 - Q
Q Iniciador11 2 Iniciador 12 2

Fragmento 81pb
Iniciador 11 especifico para ¥05:01:01, *05:03
Iniciador 12 especificopara *05:05
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Imagen 13. Estandarizacioén de iniciadores 13y 14

Temperatura 60°C
0.75mM TmM 1.25mM

e =t
- -
e £
<] <]
) ©
© ©

=]
[5]

cO
CO
CO
cO
cO

Fragmento 176pb
Iniciador 13 especifico para #05:01:01, *05:05
Iniciador 14 especifico para *05:03

Imagen 14. Tipificacion de muestras con iniciadores 13y 14

O
a

-

lanco

Iniciador 13 Iniciador 14

0
O
c
o

Fragmento 176pb
Iniciador 13 especifico para *05:01:01, *05:05
Iniciador 14 especificopara *05:03
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Tabla 2. Distribucion de la frecuencia alélica (fa) entre los diferentes grupos en estudio

Asintomatico Gastritis superficial ~Metaplasia intestinal Céancer gastrico Ulcera duodenal
Alelos (277) (379) (1e1) (104) (98)
n (fa) n (fa) n (fa) n (fa) n (fa)
DQA1*01:01 17 (0.061) 18 (0.047) 16 (0.099) 8 (0.077) 5(0.051)
DQA1*01:02 8 (0.029) 17 (0.045) 11 (0.068) 3 (0.029) 5(0.051)
DQA1*01:03 8 (0.029) 7 (0.018) 5(0.031) 1(0.01) 2 (0.02)
DQA1*03:01:01 98 (0.354) 140 (0.369) 53 (0.329) 38 (0.366) 36 (0.367)
DQA1*03:02 12 (0.043) 16 (0.042) 5(0.031) 3(0.029) 3(0.031)
DQA1*04:01:01 48 (0.173) 76 (0.201) 41 (0.255) 32 (0.308) 20 (0.204)
DQA1*05:01:01 70 (0.253) 87 (0.23) 24 (0.149) 18 (0.173) 22 (0.224)
DQA1*05:03 16 (0.058) 18 (0.047) 6 (0.037) 1(0.01) 5(0.051)
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Tabla 3. Distribucion de la frecuencia genotipica (fg) entre los diferentes grupos en estudio

Asinfomatico | 0@stritis  Metaplasia Céncer Ulcera
. superficial ~ intestinal géstrico duodenal
Oenotipo R (200) (83) (54) (52)
n (fg) n (fg) n (fg) n (fg)
DQA1*01:01/DQA1*01:01 3(0.021) 2(0.01)  3(0.036)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:01/DQA1*01:02 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.019)  0(0.0)
DQA1*01:01/DQA1*01:03 0 (0.0) 1(0.005)  0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQAI1*01:01/DQA1*02:01 0 (0.0) 1(0.005) 2(0.024)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:01/DQA1*03:01:01 0 (0.0) 3(0.015) 4(0.048) 2(0.037) 1 (0.019)
DQA1*01:01/DQA1*04:01:01 1 (0.007) 6 (0.03) 2(0.024) 4(0.074) 3 (0.058)
DQA1*01:01/DQA1*05:01:01 9 (0.062) 3 (0.015) 1(0.012) 1(0.019) 1 (0.019)
DQA1*01:01/DQA1*05:03 1 (0.007) 0(0.0) 1(0.012) 0(0.0) 0(0.0)
DQA1*01:02/DQA1*01:02 0 (0.0) 0(0.0)  1(0.012)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:02/DQA1*01:03 0 (0.0) 0(0.0) 1(0.012) 0(0.0) 1(0.019)
DQA1*01:02/DQA1*02:01 0 (0.0) 2(0.01) 1(0.012) 0(0.0) 1(0.019)
DQA1*01:02/DQA1*03:01:01 1 (0.007) 8(0.04) 1(0.012) 0(0.0) 1(0.019)
DQA1*01:02/DQA1*03:02 0 (0.0) 1(0.005)  0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:02/DQA1*04:01:01 3(0.021) 2(0.01)  2(0.024)  0(0.0) 1(0.019)
DQAI1*01:02/DQA1*05:01:01 4 (0.028) 4(0.02)  3(0.036) 2(0.037) 1(0.019)
DQA1*01:02/DQA1*05:03 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.012)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:03/DQA1*01:03 2(0.014) 0(0.0)  1(0.012)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:03/DQA1*02:01 1 (0.007) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:03/DQA1%03:01:01 0 (0.0) 2(0.010)  1(0.012) 1(0.019) 1(0.019)
DQA1*01:03/DQA1*03:02 0 (0.0) 1(0.005)  0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:03/DQA1%04:01:01 1(0.007)  3(0.015 1(0.012)  0(0.0) 0 (0.0)
DQA1*01:03/DQA1%05:01:01 2(0.014) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQA1%02:01/DQA1*03:01:01 6 (0.041) 8(0.04)  1(0.012) 2(0.037) 2(0.038)
DQA1%02:01/DQA1*03:02 1 (0.007) 2(0.01) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
DQAI1*02:01/DQA1*04:01:01 2(0.014) 2(0.01)  1(0.012) 1(0.019) 2(0.038)
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DQA1*02:01/DQA1*05:01:01
DQA1*02:01/DQA1*05:03
DQA1*03:01:01/DQA1*03:01:01
DQA1*03:01:01/DQA1*03:02
DQA1%*03:01:01/DQA1*04:01:01
DQA1%*03:01:01/DQA1*05:01:01
DQA1*03:01:01/DQA1*05:03
DQA1*03:02/DQA1*03:02
DQA1*03:02/DQA1*04:01:01
DQA1*03:02/DQA1*05:01:01
DQA1*03:02/DQA1*05:03
DQA1*04:01:01/DQA1*04:01:01
DQA1*04:01:01/DQA1*05:01:01
DQA1%*04:01:01/DQA1*05:03
DQA1*05:01:01/DQA1*05:01:01
DQA1*05:01:01/DQA1*05:03

2 (0.014)
1 (0.007)
30 (0.207)
5(0.034)
5(0.034)

19 (0.131)
2 (0.014)
0 (0.0)
0 (0.0)
3(0.021)
3 (0.021)
13 (0.09)
10 (0.069)
0(0.0)
6 (0.041)
9 (0.062)

6 (0.03)
0 (0.0)
28 (0.14)
4(0.02)
20 (0.10)

29 (0.145)
10 (0.050)
0(0.0)

3 (0.015)
4 (0.020)
1 (0.005)
15 (0.075)
8 (0.040)
2(0.01)
14 (0.07)
5 (0.025)

0 (0.0)
0 (0.0)
15 (0.181)
2 (0.024)
9 (0.108)
5 (6.0)
0 (0.0)
1(0.012)
1(0.012)
0 (0.0)
0 (0.0)
8 (0.096)
8 (0.096)
1(0.012)
2 (0.024)
3 (0.036)

1(0.019)
0(0.0)
11 (0.204)
1(0.019)
5 (0.093)

5(0.093)
0(0.0)
0(0.0)

2 (0.037)
0(0.0)
0(0.0)
7(0.13)

6 (0.111)
0(0.0)

1(0.019)

1(0.019)

1(0.019)
0(0.0)
8 (0.154)
2 (0.038)
4 (0.077)

7 (0.135)
2 (0.038)
0(0.0)
1 (0.019)
0(0.0)
0(0.0)
2 (0.038)
3 (0.058)
2 (0.038)
4 (0.077)
1(0.019)
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Tabla 4. Alelos de riesgo al desarrollo de cancer
gastrico en la poblacidn de estudio

Razén de Intervalo
) de
Alelo momios p
(RM) confianza
I6)

DQA1*04:01:01'  1.77  1.06-2.96  0.02
DQA1*04:01:01> 2.12  1.22-3.68 0.004

Prueba de Tabla 5. Genotipos de riesgo al desarrollo de
1 Gastritis superficial como grupo de referencia cancer gastrico en la poblacion de estudio

2Asintomatico como grupo de referencia

Razon Intervalo de
. de
Genotipo . conflanza p
momios (10)
(RM)
DQA1*01:01/DQA1*04:01:01  11.52 1.17-277.25 0.02

Prueba de

Tabla 6. Alelos protectores al desarrollo de ~ Asintomaticos como grupo de referencia

metaplasia intestinal en la poblacion de estudio

Razon  Intervalo

Alelo de' de
momios confianza
(RM) (IC)
DQA1*01:01" 221 1.04-470 0.02

DQAI1*05:01:01'  0.59  0.35-0.99 0.03
DQAI1*05:01:01° 0.52  0.30-0.89 0.01

Prueba de
1Gastritis superficial como grupo de referencia
2 Asintomaticos como grupo de referencia

Tabla 7. Genotipos de riesgo al desarrollo de metaplasia
intestinal en la poblacion de estudio

Razén de Intervalo de

Genotipo momios  confianza p
(RM) (1C)
DQA1*01:01/DQA1*03:01:01 9.13 1.01-210.04 0.02

DQA1*03:01:01/DQA1*04:01:01  3.14 1.00-12.18 0.02

Prueba de
Asintomaticos como grupo de referencia
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Discusion de resultados

La funcién del MHC es reconocer tanto péptidos propios como extrafios. Al reconocer los
péptidos provenientes de agentes infecciosos protege al organismo contra éstos al iniciarse
la respuesta inmune adaptativa. Asi, en la eliminacion de organismos extrafios y antigenos

ataca a las células o tejidos infectados.”'*

Los niveles extremadamente elevados de polimorfismo y heterocigosidad dentro de
la region gendmica del MHC brindan al sistema inmune una ventaja contra la diversidad y
la variabilidad de los patdgenos. Sin embargo, el polimorfismo que presenta el MHC
también puede aumentar el riesgo de asociacion con enfermedades autoinmunes,

. . . . 21
inflamatorias e infecciosas.

La patogénesis de las enfermedades gastroduodenales es multifactorial,
involucrandose factores bacterianos, del hospedero y ambientales, los cuales tienen una
funcion importante en su desarrollo. La infeccion por H. pylori ha sido documentada como
un factor de riesgo para el desarrollo de estos padecimientos. De igual forma, estudios
previos han reportado la asociacion entre moléculas del MHC de clase II y enfermedades
gastroduodenales. !

Para la tipificacion del locus DQAI los kits comerciales se basan en el andlisis
unicamente del exén 2, en el cual es posible diferenciar entre los diferentes grupos, e
incluso entre algunos alelos. Sin embargo, no es posible diferenciar entre alelos de los
grupos *01 (*01:01, *01:04 y *01:05), *03 (*03:01, *03:02 y *03:03), *04 (*04:01 y
*04:02) y *05 (*05:01:01, *05:03 y *05:05). Por lo que en la tipificacion se obtenia la
frecuencia de  éstos alelos en  conjunto (DQA1*01:01/*01:04/*01:05,
DQA1*03:01:01/%03:02/*03:03, DQA1*04:01:01/*04:02 y DQA1*05:01:01/%05:03/*05:05). En
éste estudio se analizaron los exones 1 y 3, lo cual permiti6 distinguir entre los alelos antes
mencionados; brindando mejor informacién que hace posible evidenciar la asociacion entre

presencia de estos alelos con una resistencia o susceptibilidad al desarrollo de
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enfermedades gastroduodenales a partir de la infeccion por H. pylori evitando asi las

especulaciones.

En este estudio encontramos que el alelo HLA-DQA1*01:01 es un marcador
genético de riesgo para el desarrollo de metaplasia intestinal debido a la diferencia
estadisticamente significativa y el valor de RM evidencian que los individuos con gastritis
superficial que presentan este alelo tienen 1.21 veces mayor probabilidad de desarrollar
metaplasia intestinal que los pacientes con gastritis que no lo presentan. Cabe sefialar que

. . : o 11,139
este alelo no habia sido reportado de riesgo en ninguna otra poblacion.

Al comparar la distribucion alélica de los pacientes con metaplasia intestinal, cancer
gastrico y ulcera duodenal versus los pacientes con gastritis superficial y el grupo
asintomatico se obtuvo que la presencia del alelo HLA DQA1*04:01:01 es un factor de
riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma gastrico. Por el contrario, los valores de RM
menores a la unidad muestran que la presencia del alelo DQA1*05:01:01 representa un
factor de proteccion tanto para los sujetos asintomaticos como para los individuos con
gastritis superficial contra el desarrollo de la metaplasia intestinal. Es importante sefialar
que la presencia de éstos alelos no habia sido asociada con el riesgo y proteccion,
respectivamente, hacia el desarrollo de céncer gastrico y metaplasia intestinal ni por el

. . RT . . . . 111,139
estudio realizado en el norte de la Republica ni en otras poblaciones a nivel mundial.

En nuestro analisis estadistico el alelo DQA1*01:02, mencionado en la literatura

. 12,14
japonesa

como un factor genético de resistencia al desarrollo de las mismas
enfermedades gastroduodenales objetivo de este estudio, no mostraron significancia
estadistica, por lo que al parecer no acttia como un factor de proteccion para la poblacion
Mexicana. Esta discrepancia evidencia la enorme diferencia entre los grupos raciales, las

, . . .. . .., , . 29
cuales podrian reflejar mecanismos distintos de la misma asociacion patogénica.

Comparando lo reportado por Garza-Gonzalez vy colaboradores,'' en nuestro
analisis estadistico alelo DQA1*05:03 no fue estadisticamente significativo por lo que al
parecer no contribuye de forma especial en la proteccion al desarrollo de cancer gastrico.
A pesar, de que se trata de una investigacion también realizada en poblacién Mexicana

multiples estudios han reportado que los individuos del norte del pais son genéticamente
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diferentes a los del centro y el sur de la Republica Mexicana, lo que podria justificar la

. . . 11
discrepancia entre ambos estudios.

En lo que respecta a la comparacién de distribucion genotipica se observo que para
el desarrollo de metaplasia intestinal la  presencia de los  genotipos
DQAT1*01:01/DQA1*03:01:01 y DQA1*03:01:01/DQA1*04:01:01 podrian ser marcadores
genéticos de susceptibilidad para el desarrollo de esta enfermedad. Asi mismo, se muestra
que el genotipo DQA1*01:01/DQA1*04:01:01 esta relacionado con riesgo para desarrollar

cancer gastrico.

Como se puede observar, en los genotipos DQA1*01:01/DQA1*03:01:01 y
DQAT1*01:01/DQA1*04:01:01 en el andlisis estadistico mostro rangos amplios en los
intervalos de confianza lo cual refleja que el tamafio de muestra analizada fue pequefio, a
razon de que la baja prevalencia del las enfermedades gastroduodenales posteriores a la
infeccion por H. pylori' nos limité para aumentarlo. Lo anteriormente mencionado no le
resta confiabilidad a los resultados obtenidos en este estudio, pues los valores de p y los
intervalos de confiabilidad denotan que los datos son estadisticamente significativos y ésta

significancia no es debida al azar.

El conocimiento de estos marcadores genéticos de riesgo asociados con el desarrollo
o proteccion de las enfermedades gastroduodenales relacionadas con la infeccion por H.
pylori, podrian usarse como marcadores genéticos para la deteccion temprana de metaplasia
intestinal y cancer gastrico, con la finalidad de evitar desencadenar una secuela de mayor
gravedad o en el desarrollo de cancer gastrico que en nuestro pais representa la quinta causa

de muerte por neoplasias malignas.
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Conclusion

Nuestros resultados, junto con la evidencia publicada en la literatura, apoyan que los alelos
pertenecientes a los grupos *01, *04 y *05 del locus DQAI participan en la susceptibilidad
o resistencia al desarrollo de enfermedades gastroduodenales derivadas de la infeccion por

H. pylori.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos justifican la linea de investigacion y se espera los kits comerciales
consideren la importancia del andlisis de los exones uno y tres en la tipificacion de los
alelos del gen DQA1. Aunque el polimorfismo de éste gen no es tan amplio (debido a que
solo existen 35 alelos) es necesario tipificarlos para conocer su frecuencia en diferentes
poblaciones, lo que podrian ayudar en la asociacion de enfermedades asi como en casos de

trasplantes de 6rganos o tejidos.
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