)

IMSS

UN ! UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
Y/ |

POSGR f;*f DO DE MEXICO

POSGRADO DE ESPECIALIZACION EN BIOQUIMICA CLINICA

FACULTAD DE QUIMICA

Estudio de las proteinas de choque térmico (HSP70) en

cancer gastrico

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
ESPECIALIZACION EN BIOQUIMICA CLINICA
PRESENTA:

CESAR RAMIRO MARTINEZ GONZALEZ

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. MARTHA ESTHELA PEREZ RODRIGUEZ

México, D.F., 2014




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

1. INTRODUCCION

1.10

1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.

1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.
1.23.

. Céancer gastrico
1.11.
1.12.

Factores de riesgo y proteccién

Heliocobacter pylori y cancer gastrico
Historia familiar
Dieta
Nivel socioeconémico
El sistema HLA: Generalidades
Localizacion y estructura del sistema HLA
1.7.1 Genes HLA de clase | (Clasicos) o la
1.7.2 Genes HLA de clase | (no Clasicos) o Ib
1.7.3 Pseudogenes
1.7.4 Genes truncados
1.7.5 Segmentos génicos
1.7.6 Genes no HLA que se encuentran dentro de la region de clase |
1.7.6.1 Region de clase
1.7.6.2 Region de clase I
Mapa genético del Sistema HLA
Polimorfismo serolégico
Polimorfismo genético
Polimorfismos del Sistema HLA
Aplicaciones al estudio del Sistema HLA

HLA y Enfermedades gastricas asociadas a H. pylori

2

N S O =
A w M NOM DN O o

3y

IMSS



)

1.24. Proteinas de choque Térmico
1.24.1. Proteinas Chaperonas
1.25. Consecuencias celulares del estrés térmico
1.26. Respuesta de las células al estrés
1.27. Termotolerancia y resistencia a drogas
1.28. Familia HSP
1.28.1. Familia de las pequefias HSP
1.28.12. Hsp22 o alfa B-crystallin
1.28.13. Hsp25
1.28.14. Hsp27
1.28.2. Familia Hsp40
1.28.22 Hsp47
1.28.3. Familia de Hsp60
1.28.4. Familia de Hsp70
1.28.5. Familia Hsp90
1.28.6. Familia Hsp110
1.29. HSP70
1.30. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
1.31. Polimorfismos de HSP70 y su asociacion a enfermedades

2. OBJETIVOS
2.1. General

2.2. Particulares

3. HIPOTESIS

4. DISENO EXPERIMENTAL
4.1. Tipo de estudio
4.2. Poblacion de estudio
4.3. Criterios de inclusion

4.4. Criterios de exclusion

IMSS

14
16

17
18

18
19
20
20
21
21

21
21

22

22

22

22
23

24
26

27
27

28

29
29
29
29



3y

5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Obtencion de la muestra
5.2. Extraccion del DNA
5.3. Cuantificacion del DNA obtenido
5.4. Genotipificacion por TagMan

5.5. Andlisis Estadistico

6. RESULTADOS
6.1. Discriminacion alélica variantes tipo SNP
6.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg
6.3. Frecuencias alélicas y genotipicas
6.4. Haplotipos

6.5. Desequilibrio de Ligamiento

7. ANALISIS DE RESULTADOS

8. CONCLUSIONES

9. LITERATURA CITADA

IMSS

30
30
31
31
34

35
35
39
40
41

42

48

49



3y

IMSS

El presente estudio fue realizado en la Unidad de Investigacién Médica en
Inmunologia de la Unidad de Alta Especialidad del Hospital de Pediatria, del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social,

bajo la direccién de la Dra. Martha Esthela Pérez Rodriguez.

Se realiz6 gracias al Fondo para el Fomento a la Investigacién IMSS con

nimero 302256.



3y

IMSS

INTRODUCCION

Cancer gastrico

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial, se le atribuyen 8,2 millones de
defunciones ocurridas en todo el mundo en 2012, siendo el cancer gastrico el tercer lugar
con 723,000 defunciones, solamente superado por el cancer pulmonar (1.59 millones) y
cancer hepatico (745,000) de muerte en todo el mundo GLOBOCAN 2012 (IARC), Section
of Cancer Information, http:/globocan.iarc.fr/factsheets/cancer/stomach.asp. Debido al
descenso continuo de las tasas de incidencia y mortalidad por cancer gastrico, pas6 de
ser de la cuarta causa de muerte (Coleman et al., 1993) a la tercer causa en el mundo
(OMS, 2012). En el afio 2000 el numero de casos diagnosticados en el mundo fue de
alrededor de 700,000 personas con cancer gastrico, y aproximadamente 650,000
murieron (Parkin et al. 2001; Parkin 2004; Brenner et al., 2009), casi dos tercios de los
cuales aparecieron en los paises en desarrollo (Parkin, 2004); ese nimero aumenta cada
afo debido al envejecimiento de la poblacién. Las tasas mas altas se presentan en Japon,
China y Corea (Ahn et al., 1991; Yamamoto, 2001), paises del Este de Europa, paises
tropicales de América del Sur y Costa Rica. Las tasas mas bajas ocurren en poblacion
caucéasica de Estados Unidos, Australia y Africa (Pisani et al., 1990). De acuerdo a un
informe de 2013 de la Organizacibn Panamericana de la Salud en América Latina el
cancer gastrico es mas comin en hombres que en mujeres y se considera un problema
significativo de salud publica. La supervivencia de los pacientes con cancer gastrico es
muy baja, tanto en los paises industrializados como en los que estdn en vias de
desarrollo, debido a que la mayoria de los casos se diagnostican en etapas avanzadas,
cuando la probabilidad de curacién es muy reducida (Douglas et al., 1982; Webb, 1996).
En Japdn, las tasas generales de supervivencia son considerablemente mayores gracias
a los programas masivos de deteccion temprana, lo que permite aplicar el tratamiento
oportuno (Hisamichi et al., 1988; Fukao et al., 1995).

En México, el cancer es la segunda causa de muerte y el gastrico se encuentra entre las
cuatro principales neoplasias malignas mas frecuentes (Secretaria de Salud, 2013).
Existen zonas que difieren en riesgo de cancer géastrico; en el Estado de México el riesgo
es de 2.5/100,00 habitantes (Bajo), en el Distrito Federal de 4.5/100,000 habitantes
(Medio) y en Chiapas es de 6.4/100,000 habitantes (Alto) (Torres et al., 1998; OMS,
2011). La mayoria de los tumores del estbmago son de origen epitelial (97%), se

clasifican como adenocarcinomas, los cuales han sido divididos histolégicamente en dos
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principales tipos: difuso e intestinal. Difieren en su epidemiologia, etiologia, patogénesis y
comportamiento. El adenocarcinoma de tipo difuso o indiferenciado, se origina en una
pangastritis sin atrofia (Crew y Neugut, 2006), produce metastasis mas temprano, se
presenta por igual en toda la poblacion, teniendo una distribuciébn geografica mas
homogénea (Mufios et al., 1968), es mas frecuente en poblaciones jovenes que en el
intestinal y se encuentra méas relacionado con factores genéticos (Park et al., 2000). El
adenocarcinoma de tipo intestinal esta relacionado con una gastritis que predomina en el
cuerpo, seguida por atrofia gastrica y metaplasia intestinal (Crew y Neugut, 2006), es bien
diferenciado, de crecimiento expansivo, prevalece en poblaciones de alto riesgo de cancer
gastrico como en hombres de mayor edad (Lauren, 1965; Correa et al., 1973) y se
relaciona con factores ambientales. La disminucion de la incidencia de cancer gastrico se
atribuye principalmente al tipo intestinal. Los cambios que preceden a la apariciéon de este
tipo de cancer son la gastritis crénica atréfica, la metaplasia y la displasia. El proceso
completo tarda por lo menos dos décadas. En todas las etapas de este proceso
interactlan la predisposicién genética, los factores de riesgo y los factores de proteccion,
ya sea facilitando, retrasando o evitando el desarrollo del cancer (Correa, 1992).

El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial, su amplia variacién geografica y 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, por lo
gue se le relaciona con factores ambientales (nivel socioeconémico, habitos higiénicos y
alimenticios), infecciosos (Helicobacter pylori) y del hospedero (mutaciones vy
polimorfismos genéticos) (Akhter et al., 2007).

Factores de riesgo y proteccion para el desarrollo de cancer gastrico

La infeccidn con Helicobacter pylori (especialmente desde edades tempranas), la historia
familiar de cancer gastrico, el bajo nivel socioeconémico, la produccion endégena de
nitrosaminas, la alta ingesta de compuestos nitrosados e irritantes y el bajo consumo de
frutas y verduras, han sido asociados con mayor riesgo de padecer cancer gastrico de tipo
intestinal. La influencia de las variaciones geogréficas en las tasas de incidencia de este
tumor, las tendencias temporales decrecientes y las diferencias del riesgo en las
poblaciones que emigran, sugieren que existen factores ambientales que cumplen un

papel importante en la carcinogénesis géastrica (Logan y Walker, 2001).
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Heliocobacter pylori

Se reconoce que la infeccién con H. pylori es la principal causa de gastritis crénica,
Ulceras pépticas y el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico. La
infeccibn se adquiere, en la mayoria de los casos, en la infancia, y es capaz de
permanecer en el hospedero toda la vida. Sin embargo, solo un grupo muy pequefio
desarrolla cancer géastrico o Ulceras pépticas, mientras que un gran numero de infectados
(més del 70%) son asintométicos. Los aspectos mas relevantes de la infeccién son: la
inflamacion crénica, la proliferacion celular excesiva y la disminucion de la secrecion
acida, lo cual puede modular el proceso de carcinogénesis. Surge la pregunta sobre
cuales son las circunstancias o mecanismos que predisponen al hospedero infectado para
que desarrolle las patologias gastricas con mayor o menor severidad (Correa, 1995; Dunn
et al., 1997; Forman, 1998).

Algunos estudios sugieren la existencia de cepas de H. pylori mas virulentas, de acuerdo
con algunos fenotipos de la misma. Las cepas productoras de la toxina VacA y las que
poseen el gen cagA, han sido asociadas con mayor riesgo de metaplasia intestinal y
cancer gastrico. Sin embargo, algunas investigaciones encontraron que la fuerza de la
asociacion varia entre diferentes poblaciones, 0 no se encuentra asociacién, ni se han
podido identificar en la bacteria, genes o polimorfismos de mayor riesgo para el desarrollo
de Ulceras o cancer. Actualmente, varios factores de virulencia de la bacteria estan siendo
ampliamente investigados (Calam et al., 2001; Evans et al., 2001).

Por otra parte, investigaciones recientes muestran que pacientes infectados que
presentan gastritis atrofica severa, gastritis predominante en el cuerpo o metaplasia
intestinal, tienen mayor riesgo de cancer gastrico (Blaser et al., 1995; Rokkas et al., 1999),
asi como aquellas personas con Ulceras gastricas o poélipos hiperplasicos. Aunque no
existe ese riesgo entre los pacientes con Ulceras duodenales. Se ha postulado que las
enfermedades gastricas, asociadas con la infeccion por H. pylori se deben principalmente
a una inapropiada regulacién de la respuesta inmune y esta contribuye a la patogénesis
del cancer. Lo anterior se debe a que dentro del grupo de personas infectadas por H.
pylori que presentan determinados polimorfismos del gen IL-1B que codifica la citocina
inflamatoria interleucina-13, tienen mayor riesgo de padecer lesiones precancerosas y
cancer gastrico. Esos polimorfismos, en presencia de H. pylori, causan sobre expresion
de la proteina IL-113, lo que causa una disminucion significativa de las secreciones acidas

del estbmago en presencia de H. pylori, que junto con la hipoclorhidria, crean un ambiente
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de riesgo de céncer gastrico, que incrementa el dafio, permitiendo la acumulacion de
bacterias y sus toxinas y de mediadores antiinflamatorios (Uemura et al., 2001; Balkwiil et
al., 2001).

Se sospecha que el resultado final de la infeccién esta determinado por la extension y
severidad de la inflamacion géastrica (gastritis extensiva al cuerpo, hipoclorhidria y atrofia),
la cual depende de interacciones complejas entre la edad en que fue adquirida la
infeccién, los mecanismos de respuesta inmune del huésped, la virulencia de la bacteria y
la dieta (Ernst y Gold, 2000; Calam et al., 2001; Uemura et al., 2001).

Historia familiar

El riesgo de padecer cancer gastrico es mayor en personas con una historia familiar
positiva de cancer gastrico (Brenner et al., 2000). Esta disposicion puede ser el resultado
de factores genéticos y ambientales. También se ha demostrado que la prevalencia de
metaplasia intestinal y de gastritis atréfica e hipoclorhidria es significativamente mayor en
familiares de pacientes con cancer gastrico, infectados por H. pylori, que en controles
también infectados (Meining et al., 1999; Omar et al., 2000). Brenner y colaboradores
(2000) encontraron que la infeccién por la cepa cagA positiva y una historia familiar de
cancer gastrico, eran factores independientes, y los sujetos que reunian esas dos
condiciones tenian 16 veces mas riesgo de padecer este tumor. La herencia de
polimorfismos que disminuyen la secrecion acida del estomago (p.e. IL-1B), en presencia
de H. pylori, podria explicar, en parte, el mayor riesgo de padecer cancer gastrico en las
personas infectadas por esa bacteria y con una historia familiar positiva. Estos serian
marcadores Utiles para identificar individuos con alto riesgo de cancer gastrico y dirigir los
esfuerzos para erradicar la bacteria, o darles seguimiento tendiente a detectar el cancer

en etapa temprana (Inoue et al., 1996).

Dieta

La conclusion mas consistente sobre el vinculo entre la dieta y el cancer gastrico, ha sido
que las dietas altas en vegetales frescos y frutas reducen el riesgo de cancer géstrico.
Esa asociacion estd especialmente ligada con el consumo de frutas y verduras que
contienen antioxidantes. Asi, la menor ingesta de ese tipo de alimentos o los niveles
séricos bajos de beta-carotenos, tocoferoles y vitamina C, estan correlacionados con la

aparicion de esta patologia (Tsugane et al., 1993). Sin embargo, las frutas contienen otras
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sustancias junto con las mencionadas, que pueden ser, por si mismas, relevantes en la
prevencion del cancer. Recientemente, varios estudios han encontrado que el consumo
de vegetales del género Allium, especialmente el ajo, disminuyen el riesgo de céncer
gastrico (Fleischauer et al., 2000). Pero, el consumo de alimentos salados, ahumados,
picantes y aquellos que contienen nitrosaminas estd asociado a un mayor riesgo de
padecer ese cancer (Buiatti et al., 1989). Algunos autores sostienen la hipétesis de que
los compuestos N-nitrosos, especialmente las nitrosaminas enddgenas, promueven la
carcinogénesis gastrica, mientras que algunos antioxidantes, como el acido ascorbico,
pueden bloquear la preparacion de esos compuestos (Correa, 1995), que ademas, los
antioxidantes podrian frenar o hacer retroceder las lesiones precancerosas, y evitar que
se desarrolle el cancer gastrico, al reaccionar con los radicales libres o0 agentes oxidantes.
Sin embargo, es necesaria mayor investigacion para precisar las funciones de los
antioxidantes en el complejo proceso carcinogénico, aunque se sabe que los
antioxidantes bloquean a las especies reactivas de oxigeno, que estas a su vez dafian el

DNA, alterando genes importantes para el control celular (Correa, 1992).

Nivel socioecondémico

Se ha demostrado que la mortalidad por cancer gastrico esta estrechamente relacionada
con las condiciones socioecondmicas en los primeros afios de la vida. Esta conclusién es
consistente con la mayor prevalencia de infeccibn con H. pylori, en la nifiez de

poblaciones pobres (Forman y Goodman, 2000).

El sistema HLA: Generalidades

El Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility
Complex) es un conjunto de genes en su mayoria altamente polimérficos, cuyos
productos se expresan en la superficie de gran variedad de células y que son
responsables de la respuesta inmune adaptativa. Se considera que estos genes que
estan presentes en todos los vertebrados y en el hombre (Klein et al., 1986; Humphreys et
al., 1994) recibe el nombre de sistema HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen). Fue
descubierto en los afios 50 en una situacion artificial de trasplante de tejidos de un
individuo a otro. Las proteinas que codifican estos genes se denominan moléculas HLA o
antigenos HLA que son los que determinan el rechazo o aceptacion de un injerto. Asi, dos

individuos que expresen en sus células el mismo HLA aceptan tejidos trasplantados uno
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del otro, e individuos que difieran en estos loci lo rechazaran vigorosamente. Aunque el
papel de estas moléculas en el rechazo de trasplantes tiene un considerable interés, la
funcion primordial de las proteinas codificadas por este complejo genético es la
presentacion antigénica (respuesta inmunoldgica especifica mediada por linfocitos T). La
funcion principal de los genes HLA en la respuesta inmune frente a antigenos fue
postulada en 1970 cuando se demostré que los linfocitos T antigeno-especificos no
reconocian antigenos libres o en forma soluble, sino que reconocian porciones de
proteinas antigénicas unidas no covalentemente a las moléculas HLA. Puesto que estas
moléculas son proteinas asociadas a membrana, los linfocitos T pueden reconocer
antigenos extrafios solamente si estan unidos a la superficie de otras células. Esta
limitacion en la activacion de los linfocitos T es debida a que interaccionan mejor con otras
células que muestran antigenos asociados a moléculas HLA que en forma soluble. El
modelo de asociacién del antigeno con la molécula HLA determina el tipo de linfocito T
que es estimulado. Asi, los antigenos unidos a moléculas HLA de clase | estimulan
principalmente a linfocitos T CD8+ y los unidos a moléculas HLA de clase Il a linfocitos T
CD4+. La forma en que estos genes influyen en la respuesta inmune frente a diferentes
antigenos viene determinada por la modulacion del repertorio de células T maduras
realizada por el MHC. De esta manera, el sistema inmunolégico es capaz de diferenciar lo
propio de lo no propio (patdgenos) e incluso de lo propio alterado (transformacion
tumoral).

El sistema HLA es dialélico y codominante. Presenta tres caracteristicas principales:

*Es poligénico; esta constituido por varios genes clasificados en tres regiones.

*Es muy polimoérfico, existen mdltiples alelos para cada locus. Los distintos alelos
difieren entre si en la habilidad para unir y presentar con mayor eficacia diferentes
antigenos proteicos. Cada individuo puede tener dos alelos diferentes para cada gen, y la
mayor parte de los individuos de una poblacién son heterocigotos para cada gen de este
sistema.

*Presenta desequilibrio de ligamiento, es decir, diferentes alelos de distintos genes
se encuentran en el mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la teéricamente
esperada en una combinacion al azar. Todas estas propiedades hacen que el MHC sea
uno de los sistemas genéticos mas complejos y a la vez fascinantes descritos en la

naturaleza (Humphreys et al., 1994).
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Localizacion y estructura del sistema HLA

El sistema HLA se localiza fisicamente en el brazo corto del cromosoma 6, en la parte
distal de la banda 6p21.3 y ocupa una longitud de 4 centimorgan (CM), aproximadamente
4 millones de pares de bases (Ferrando et al.,, 1981) y contiene al menos 200 genes,
pseudogenes y fragmentos génicos (Campbell y Trowsdale, 1997). Dependiendo del
origen genético y/o funcionalidad biolégica de sus productos, el conjunto de genes de esta
region tradicionalmente se ha dividido en 2-4 grandes grupos. En la actualidad se admiten
tres regiones, aunque la identificacion y caracterizacion constante de nuevos genes no
excluye una revision futura de esta clasificacion (Fig. 1) (Klein, 1977; Campbell y
Trowsdale, 1997).

g P

21.1 24

26 23 15 21.3

27 ‘ 25 24 ‘ 22 21 16 14 13 12 12 21.2‘ 22 23 25

CLASE Il CLASE Il CLASE |

o 1000 2000 4000 Kb

Fig ura 1. vista de la localizacién del sistema HLA en el brazo corto del cromosoma 6.

Regidon de clase |

Es la region mas telomérica y abarca un segmento cromosoémico de unas 1600 Kilobases,
comprende seis subgrupos de genes cuya nomenclatura esta relacionada con el orden
cronoldégico de su descripcion, estructura, funcionalidad y patréon de expresion celular. En

la Figura 2 se esquematiza la localizacién de estos genes en la region de clase I.
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Figura 2. Genes de la regién HLA de clase I.

Genes HLA de clase | (Clasicos) o la

A este grupo pertenecen los genes HLA-A, -B y -C. Son los primeros descritos dentro del
sistema HLA. Codifican para glicoproteinas de membrana que se expresan en
practicamente todas las células del organismo si bien su nivel de expresién varia desde
un maximo en células pertenecientes al sistema inmune (linfocitos T, B y macr6fagos)
hasta un minimo en células musculares, del sistema nervioso y fibroblastos. Son
moléculas implicadas en la restriccibn del reconocimiento antigénico mediada por

linfocitos T citotdxicos.

Genes HLA de clase | (no clasicos) o |b

Son HLA-E, -F y -G. Codifican para proteinas estructuralmente similares a las de los
genes clasicos. Se diferencian basicamente de los anteriores por su limitada expresion
tisular, su bajo polimorfismo y por su funcién aiun poco conocida. Ademas, en la regién de
clase | se han descubierto toda una serie de secuencias de DNA que segun su mayor o

menor grado de similitud con genes funcionales se han clasificado en:

13
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Pseudogenes

Hasta la fecha se han descrito cuatro pseudogenes nombrados como HLA-H, -J, -K'y -L 6.
Se sitban en las proximidades de HLA-A, teloméricos o centroméricos a éste. Todos ellos
tienen en comun la presencia de deleciones que rinden codones de terminacion

prematuros. Se desconoce si tienen alguna funcién bioldgica.

Genes truncados

Son los denominados HLA-16, -75, -80 y -90. Presentan homologia con los genes de
clase | en zonas extensas 7. HLA-75 es el Unico que tiene homologia con la regién 5’UT
(del inglés, UnTranslated) de los genes de clase |; los demas la presentan con la region
3'UT (Geraghty et al., 1992).

Segmentos génicos

Son las secuencias mas pequefias y con un menor grado de homologia con clase |, el
cual se observa en cortas regiones exén/intron. Aqui se incluyen HLA-17, -21, -30 y -81.
HLA-81 solamente presenta homologia con el exdn 8 y regién 3'UT, lo cual sugiere que

podria ser un pseudogen procesado. Ademas, mapea fuera del sistema HLA.

Genes no HLA que se encuentran dentro de la regién de clase I:

Existe un grupo de genes que mapean dentro de la denominada regién de clase | pero
gue no tienen ninguna funcién conocida que los relacione con la presentacion antigénica,
si bien muchos de ellos podrian ser genes reguladores. A este apartado pertenecen los
genes OTF3, gen MOG, genes S, gen de la cadena de la tubulina, genes de la familia P5,
genes HSR1, exén B30-2, gen de la prolactina, genes MIC y gen de la hemocromatosis.
Dentro de este grupo quizds el mas interesante sea el gen de la hemocromatosis (HFE)
(Bouteiller, 1994). La proteina para la que codifica parece estar implicada en el
metabolismo del hierro. Se ha postulado, mediante un andlisis de homologia de

secuencia, que podria tener estructura de molécula de clase | (Feder et al., 1996).

Regioén de clase Il
Es la mas centromérica y comprende unas 900 Kb. Se divide a su vez en tres subregiones
de centromero a telomero: HLA-DP, -DQ y -DR. Los genes de clase Il se definen con la

letra D, seguida de la inicial de la subregion (P, Q o R). Cada subregion se compone a su

14
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vez de varios genes. Las proteinas para las que codifican estos genes estan implicadas
en fendbmenos de restriccion del reconocimiento antigénico mediado por linfocitos T
cooperadores CD4+. Su distribucién tisular estd practicamente limitada a células del
sistema inmune: linfocitos B, macréfagos, linfocitos T activados, etc. Entre las subregiones
-DP y -DQ aparecen otra serie de genes poco conocidos, éstos son -DN, -DO, -DMA y —
DMB (Trowsdale y Kelly, 1985; Kelly et al., 1991). Ademas, en esta misma zona también
se han descrito los genes TAP (TAP1 y TAP2) que codifican para proteinas
transportadoras de péptidos (Spies et al.,, 1990; Trowsdale et al.,, 1990) y LMP que
intervienen en el procesamiento antigénico (Glynne et al., 1991; Kelly et al., 1991).

Regién de clase Il

Al menos 36 genes se han identificado en el fragmento cromosémico que corresponde a
esta regién. Estos genes, fuertemente ligados, abarcan un segmento de DNA de unas 100
Kb. No todos sus genes presentan funcién inmunolégica. Asi, esta regién incluye factores
del complemento de la via clasica (C4A, C4B, C2) y de la via alternativa (Bf). También
mapean en esta zona los genes A y B de factores de necrosis tumoral (TNF-A y TNF-B),
genes para las proteinas inducidas por estrés (HSP70-1, HSP70-2 y HSP70-HOM) vy
muchos otros, algunos de ellos de funcidn desconocida. La presencia en esta region de
genes sin relacién funcional o evolutiva con los antigenos HLA hace que muchos autores
no la consideren como perteneciente al Sistema Principal de Histocompatibilidad (Klein,
1990).

Mapa genético del Sistema HLA

La aplicacion de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la organizacion
fisica de los loci del complejo HLA. El mapa mas completo y reciente se ha publicado en
1997. En él se observa la localizacion y caracterizacion de al menos 209 loci que
corresponden a genes, pseudogenes y fragmentos génicos. La funcién de muchos de

ellos permanece todavia desconocida (Figura 3) (Campbell, 1997).
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Polimorfismo serolégico

El polimorfismo del sistema HLA se detectd inicialmente mediante técnicas serolégicas
(Terasaki, 1964; Danilovs et al., 1980) que consisten en ensayos de linfocitotoxicidad por
anticuerpos mediada por complemento. Por tanto, es necesario disponer de anticuerpos
monoclonales o policlonales (menos frecuentes actualmente) para reconocer un antigeno

HLA en diferentes laboratorios.

Polimorfismo genético

Este se ha incrementado notablemente, respecto al detectado por técnicas seroldgicas,
con el descubrimiento y aplicacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (Saiki et al.,
1985) (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction), lo que ha permitido desarrollar
nuevas técnicas moleculares de caracterizacion del polimorfismo genético de los alelos
HLA de clase | y clase Il: amplificacion e hibridacion con oligosondas especificas de alelo
o grupos de alelos (oligotipaje directo y reverso), y la secuenciaciéon de DNA gendmico y
cDNA (Bodmer et al., 1996).

Polimorfismos del Sistema HLA

El sistema HLA presenta un enorme polimorfismo en los genes cuyas proteinas participan
en la presentacién antigénica; HLA de clase | clasicos (A, By C) y de clase Il (DR, DQ y
DP). Esta caracteristica implica que dos individuos, sin ser parientes, tengan muy pocas
probabilidades de ser HLA idénticos.

Entre los genes que codifican las moléculas de HLA clase | y Il, se incluyen varios que
son altamente polimorficos, hasta el 2004 los niumeros 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 consideran que hay una asociacion con una enfermedad o una
infeccion si la frecuencia de uno o mas alelos esta incrementada (asociacion positiva) o
disminuida (asociaciéon negativa) de forma significativo cuando se compara un grupo de
pacientes contra un grupo de control apropiado. Existen evidencias de que el polimorfismo
HLA se mantiene por selecciéon positiva relacionada a su funciéon inmunolégica. Esta
seleccién puede mantener linajes alélicos por periodos de tiempo mas largos de lo que se
espera y ciertas variedades pueden asociarse a enfermedades, de tipo inflamatorio y
alérgico (Asma, Behcet, etc), infeccioso (Tuberculosis, VIH, VPH, etc) y tumoral (Cancer

de préstata, Melanoma, Cancer de tiroides, etc) (Shiina et al., 2004).
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La combinacion 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 HLA mas frecuentes de lo
esperado por las frecuencias de los alelos individuales, esto es, la frecuencia de las
combinaciones de alelos no es al azar. Este fendbmeno se conoce como desequilibrio de
enlace y varia de un grupo étnico a otro reflejando las presiones de seleccién a que ha
estado sometido (Rodey, 2000). El desequilibrio de enlace es importante en la asociacion
de HLA con la enfermedad, debido a que hay ciertas enfermedades que han sido
asociadas con algun locus en particular, pero que al estudiar el polimorfismo de loci
cercanos se ha observado que dicha asociacion es efecto secundario del desequilibrio de
enlace con un locus préximo 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).

Aplicaciones al estudio del Sistema HLA

El conocimiento cada vez mas preciso adquirido en los Ultimos afios respecto a la
evolucion y funcion de genes y moléculas HLA (MHC en general) ha permitido su estudio
aplicado a multiples disciplinas (Arnaiz, 1993):

» Legales: El polimorfismo del sistema HLA permite realizar estudios de paternidad, ya
que es muy improbable que dos personas no relacionadas genéticamente posean los
mismos antigenos HLA. Su poder de discriminaciéon supera el de otros sistemas de
proteinas.

* Evolutivas: El polimorfismo y el desequilibrio de ligamiento del sistema HLA sirven como
herramienta para relacionar filogenéticamente grupos poblacionales humanos, alelos y
loci genéticos entre intra e inter especies (Arnaiz et al., 1995, Martinez et al., 1996).

« Clinicas: Por una parte intentar establecer la relacion entre la compatibilidad HLA y la
supervivencia de los trasplantes de 6rganos. Por otra parte, existen muchos estudios que
relacionan ciertas moléculas HLA, e incluso determinadas secuencias de DNA, como

factores de proteccion y susceptibilidad a padecer enfermedades (Arnaiz, 1996).
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HLA y Enfermedades géstricas asociadas a H. pylori

La principal interaccion entre el HLA y H. pylori m&s probable es la presentacion de
antigenos peptidicos de la bacteria a los linfocitos T a través del HLA de clase Il. También
se ha observado la induccion de apoptosis por la ureasa de H. pylori en células epitelieles
gastricas que expresan moléculas HLA clase I, 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 infecciéon 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 encontardo asociasiones de loci HLA-DQ con la infeccién y las enfermedades. En
Japon el alelo DQA1*0102 es menos frecuente en pacientes de gastritis atréfica 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). Poér lo tanto, puede
considerarse que ausencia de dicho alelo podria constitur un factor genético para la
asociacion de gastritis atréfica causada por H. pylori y cancer gastrico (distal) de tipo
histologico intestinal (Azuma et al., 1998) en contraste con el tipo histolégico difuso. Otros
estudios, también en poblacibn Japonesa han relacionado positivamente el alelo
DQB1*0401 con gastritis atréfica y Ulcera duodenal (Sakai et al., 1999; Yoshitake et al.,
1999). Sin embargo, en la poblacién caucasica 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 report6 aumento de DQB1*0301 en pacientes con cancer
gastrico (Lee et al., 1996).

En poblacién mexicana, al estudiar las frecuencias de un grupo de 20 pacientes mestizos
mexicanos con cancer gastrico y 99 controles sanos, se reportdé una susceptibilidad por

parte del alelo DQB1*050101 con una razén de momios de 4.5 (Herrera et al., 2004).

Proteinas de choque Térmico

Las proteinas de choque térmico (HSP) pertenecen a una familia que se encuentra, en su
mayor parte, en forma constitutiva en todas las células procariotas y eucariotas. Frente a
determinadas agresiones ambientales, los organismos reaccionan con un mecanismo de
defensa celular que involucra la sobreexpresion de estas proteinas y la induccion de

otras, de la misma familia, que no son constitutivas. Su funciéon es minimizar los dafios
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producidos por el estrés. Las células en cultivo responden de manera similar a cambios
en su medio ambiente habitual o situaciones de estrés, iniciandose una respuesta que
implica la sintesis de un conjunto de proteinas, conocidas bajo la comun denominacién de
HSP (Heat shock proteins) o proteinas antiestrés. La denominacion proviene del hecho
que se detectaron inicialmente producidas por un estrés térmico en Drosophila (Ritossa,
1962). Por ejemplo, un cambio de alrededor de 5 °C superior a la temperatura normal de
un cultivo celular desata la rapida sintesis de Hsp. Su funcion es citoprotectora, cuando el
factor causante del estrés es eliminado del medio ambiente, las células contintan
normalmente con su metabolismo. En cambio, si el estrés aumenta, la funcién protectora
de las Hsp se ve sobrepasada deteniéndose su produccién y activandose el progama de
apoptosis (Samali y Cooter, 1996).

Otros factores perjudiciales, como exposicién a toxicos, metales pesados, analogos de
aminoacidos, hipoxia, etc., desencadenan un proceso similar. También la presencia de
infecciones virales, estados febriles o inflamatorios y la presencia de neoplasias, activan
la produccién de estas proteinas. La Hsp se encuentran entre las proteinas mejor
conservadas filogenéticamente, con respecto a funcion y a estructura, cumpliendo un
papel similar en todos los organismos: bacterias, levaduras, plantas y células animales
(Kindas y Trautinger, 1994). Su ubicuidad ha hecho que un primer momento se las
agrupara bajo el nombre genérico de ubiquitinas (Finley y Varshavsky, 1985).

Las células normales son capaces de expresar constitutivamente muchas proteinas
antiestrés, que intervienen en procesos metabodlicos esenciales como la sintesis,
plegamiento y ensamblaje de otras proteinas. Los factores que aumentan la produccion
de las Hsp constitutivas son el proceso de mitosis, la accion de factores de crecimiento y
procesos de diferenciacion celular (Welch, 1993; Kindas y Trautinger, 1994; Trautinger et
al., 1995).

El plegamiento de una proteina es el proceso por el cual la informacién lineal contenida en
la secuencia de aminoacidos obtiene la conformacion tridimencional tipica de cada
proteina funcional, siendo un proceso dependiente de ATP. En afios recientes sa ha
comprobado que para determinadas proteinas, este proceso requiere de la preexistencia
de otras, denominadas chaperonas, que no formaran parte de la estructura final de la
proteina funcional. El grupo de Hsp que no son constitutivas de la célula sino que son
inducibles por estrés, cumple funciones de proteccion, que abarcan desde la eliminacién

de proteinas desnaturalizadas, hasta el aumento de la produccidon de otras proteinas
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requeridas por la célula. La acumulacién intracelular de proteinas desnaturalizadas o
plegadas defectuosamente por efecto de una situacion de estrés, desencadena una
respuesta que consiste en la produccién de altos niveles de Hsp, que facilitan el
reordenamiento de las proteinas defectuosas. La rapida induccion de HSP es debida a la
activacion del factor de transcripcion (HSF1), que incrementa la actividad de los genes
que codofican estas proteinas (Moritomo et al., 1990). La mayor estabilidad del mRNA de
las HSP seria una respuesta adaptativa primaria temprana, que puede contribuir a
establecer mecanismos de defensa hacia distintos tipos de estrés (Huot et al., 1996).

Hay multiples vias que llevan a la restauracion de la homeostasis celular en situaciones
problematicas y la via de las HSP es uno de los mecanismos mejor caracterizados. En
células normales la interaccion de las HSP con otras proteinas en proceso de maduracién
es transitoria, pero en condiciones de estrés las HSP permanecen unidas a ellas. Se cree
que los distintos grupos de HSP trabajan coordinados para facilitar la formacién de
nuevas proteinas con mayor rapidez y precision. Por eso, en una situacion donde se
desnaturalizan gran cantidad de proteinas que deben ser reemplazadas, el aumento de
las HSP acelera el ensamblado de las proteias faltantes y también actla reparando

proteinas desnaturalizadas o promoviendo su degradacién (Trautinger et al., 1995).

Proteinas Chaperonas

Se conoce con este nombre a aquellas proteinas que acompafian a otras estabilizando
las formas inestables, actuando por medio de uniones y desuniones controladas,
facilitando el ensamblado, la correcta union de oligbmeros, su transporte a otro
compartimento celular o la disposiciébn para la degradacion. Ademds, previenen
interacciones incorrectas entre polipéptidos, aumentando el rendimiento de las reacciones
de ensamblado aunque no asi su velocidad (Ulrich, 1996).

Una caracteristica genérica de las proteinas chaperonas es que involucran reacciones
dependientes de ATP en los procesos en que actlan. La cooperacion entre diferentes
chaperonas crea una red sinérgica, para el plegamiento de las proteinas celulares que
mantiene la homeostasis bajo condiciones no permisivas para los plegamientos

espontaneos (Beissinger et al., 1998).
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Funciones de las proteinas chaperonas

*Unién de las cadenas nacientes de polopéptidos a fin de lograr el retardo
transitorio en su plegamiento hasta que la sintesis se complete.

*Establecer la conformacién adecuada de dichas cadenas para su translocacion a
través de las membranas de las organelas.

*Impedir la agregacion intermolecular o intramolecular.

*Trasnportarmetabolitos téxicos para su degredacion por proteosomas (Benjamin
et al., 1998).

Consecuencias celulares del estrés térmico

El citoesqueleto celular estd compuesto por una serie de estructuras proteicas poliméricas
que forman microtdbulos, microfilamentos y filamentos intermedios. Las proteinas
implicadas son alfa-beta y gamma tubulinas, actina y centractina (Liang et al., 1997).

El choque calérico interrumpe numerosos procesos metabdlicos y rompen estructuras
celulares, pudiendo culminar con la muerte. Los principales dafios se detectan en el
citoesqueleto con desorganizacion de la red, relocalizaciéon de las fibras de actina
alrededor del ndcleo, disrupcion de los microtibulos asi como pérdida de mitocondrias y
desensamblaje de la fosforilacion oxidativa. Diferentes grupos de proteinas en diferentes
localizaciones, son dafiados sucesivamente hasta que la célula expuesta al estrés entra
en necrosis. Sin embargo, seria suficiente la estabilidad de al menos uno de estos grupos
de proteinas para evitar la muerte y este papel estabilizador es atributo a las HSP
(Kampinga et al., 1995). El choque térmico no sélo induce sintesis de nuevas HSP, sino
también la fosforilacion de las preexistentes o constitutivas y las formadas de novo. El
tamafio de los oligobmeros de HSP aumenta, llevando a la formacion de estructuras
superagregadas que se distribuyen dentro del ndcleo o en localizacion perinuclear
(Garrido et al.,, 1996; Benjamin et al., 1998). La fosforilacion de las HSP puede tener
efectos inhibitorios o estimuladores sobre el crecimiento celular, dependiendo del estimulo
empleado. Si se les estimula con calor, estrés oxidativo o factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0), el efecto de la fosforilacion es inhibir el crecimiento. En cambio, la presencia de
suero o0 la estimulaciébn con mitégenos sobre cultivos celulares en condiciones de
temperatura normal, da como resultado una estimulacién. En ambas situaciones se
fosforilan los mismos residuos de HSP, lo que sugiere que actuaria la misma kinasa

activada por dos mecanismos diferentes (Mehlen y Arrigo, 1994).
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Respuesta de las células al estrés

Se ha comprobado que si se somete a una célula a estrés, en pocos minutos del 15 al
25% de las proteinas intracelulares son HSP. Distintos mecanismos causantes de estrés
que conducen a la produccién de proteinas anormales convergen en una misma via, que
lleva al aumento de los niveles de proteinas citoprotectoras, tendientes a disminuir o
neutralizar los efectos deletéreos. Las células poseen mecanismos de sefiales muy
sensibles. A través de la via de activacion de proteinas kinasas, se activa la transcripcion
de genes que codifican proteinas con funcion protectora (Huot et al., 1996). Por ejemplo,
el estrés oxidativo lleva a la activaciéon de Mapkap-2 (mitogen-activated protein kinase-
activated protein kinase 2) que una vez activada, fosforila a la HSP27 y esta fosforilacion
induce modificaciones en su estructura oligomérica. Este paso podria ser la llave que
modula la dinamica de los microfilamentos de actina (Lavoie et al.,, 1995). Estudios
sefalan que la familia de la PCK (protein kinasa C) contribuiria en la fosforilacion de las
HSP (Maizels et al., 1998). El estrés oxidativo induce profundas alteraciones en la red de
microfilamentos, fundamentalmente iniciando un proceso de fragmentacion de la F-actina
que tiende a formar agregados alrededor del ndcleo celular. EI mecanismo de este
proceso no esta suficientemente claro, pero involucraria deplecién de ATP, oxidacion de
grupo-SH de la actina y cruzamientos entre los filamentos (Huot et al., 1996). Las HSP27
también induce proteccion celular contra la accion del TNF-a, gracias a su capacidad de
disminuir el nivel de ROS (Especies de Oxigeno Reactivas) e incrementar el nivel de
glutation, el mecanismo citotéxico del TNF-a involucra dafio oxidativo del DNA, solamente
los largos agregados de HSP27 que se forman cuando los residuos de serina son
reemplazados por alanina, son capaces de modular esta respuesta protectora contra el
TNF-a, si el reemplaze es otro aminoacido la proteccién no es tan eficaz (Park et al.,
1998).

Termotolerancia y resistencia a drogas

Se observé que la respuesta celular al tratamineto con calor de alrededor de 56°C
aumenta la capacidad de las células para resistir un posterior estrés letal, este fendmeno
conocido como termotolerancia, también funciona con respecto a la hipoxia o isquemia,
ma&s aun, un pretratamiento caldrico produce tolerancia cruzada hacia otros tipos de

estrés, como los producidos por distintos agentes toxicos. Las células transfectadas con el
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gen para HSP, son mas resistentes a los diversos estrés que las células normales
(Welch,1993; Samali et al., 1996).

La sobreexpresion de HSP también confiere proteccién contra la accion del peréxido de
hidrégeno (H,0,) y de oxiradicales generados por drogas anticancerigenas. Ciocca y
colaboradores, han elaborado la hipotesis que el grado de proteccion conferido por la
HSP27 contra el calor termico, depende de la combinacion y/o interaccion de distintas
variables, el tipo celular involucrado, la relacion de las HSP inducidas y la presencia de
otras proteinas citoprotectoras. Otro fendmeno interesante y con amplias implicasiones a
nivel terapéutico, es la resistencia que presentan las células neoplasicas que
sobrexpresan HSP27, a drogas antineoplasicas como doxorrubicina, colchicina y
vincristina (Oesterreich et al., 1993; Bonnal y Calvo, 1996).

Familia HSP

La superfamilia HSP se compone de varias familias cuyos miembros se agrupan en base
a sus pesos moleculares, que varian entre 10000-150000 y se les puede encontrar en los
compartimentos celulares principales (Cuadro 1). Por convencion para indicar las
proteinas, se utiliza la letra H con mayuscula, seguida de s y p minusculas (Hsp), mientras
que los genes correspondientes se indican con mindscula (hsp). Las proteinas
constitutivas de la célula se expresan como Hsc (Benjamin et al., 1998), sin embargo, no

todos los autores se ajustan a esta nomenclatura.

24



)

IMSS

Cuadro 1. Familias de proteinas de choque térmico (Hsp)

Familia Nombre Localizacion Funcion

Pequenias | p20 Citoplasma Vasorelajacion
Hsp Hsp22 Citoplasma y | Estabilizacion del citoesqueleto
nucleo

Hsp25 (ratén) | Citoplasma/nucleo | Chaperona
Hsp27 Citoplasma/nicleo | Dinamica de la actina
(humana)

Hsp40 Hsp40 Citoplasma Chaperona
Hsp47 Ret. Endoplasmico | Control en sintesis de colageno

Hsp60 Hsp58 Mitocondrias Chaperonas
Hsp60

Hsp70 Hsc70 Citoplasma
Hsp70 Citoplasma/nucleo
Hsp75 Mitocondria

Hsp90 Hsp90a Citoplasma Unién a receptores de hormonas
Hsp90B Citoplasma esteroides

Hsp110 Hspl105 Citoplasma Chaperonas, citoprotectoras
Hsp110 Nucléolo/citoplasma

Familia de las pequefias HSP

Las proteinas de este grupo presentan un PM entre 15 y 30 KDa, la mas conspicuas son
la Hsp22 conocida como alfa B crystallin de ratén y la Hsp27-28 humana, que
corresponde a la Hsp25 de ratdn con la que tienen secuenciass de aminoacidos similares
a pesar de corresponder a distintas especies (Oesterreich et al., 1993; Klemenz et al.,
1993; Mehlen y Arrigo, 1994).

Hsp22 o alfa B-crystallin, es la mayor proteina estructural del cristalino, también esta

presente en fibras musculares estriadas con alta capacidad oxidativa, como el corazon y

musculo esquelético, donde se ha localizado en las bandas Z. Sin embargo, su

localizacién parece depender de las condiciones fisiolégicas, el calor o la isquemia

disparan su translocacion a la fraccion nuclear, su agregacion y la interaccion especifica

con las bandas Z del sarcomero 28. Estas proteinas pequefias tienen una gran tendencia
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a formar largos complejos heterooligoméricos, cuya significacion fisiol6gica se ignora (Van
et al., 1998).

Hsp25: Se expresa en cantidades variables en todos los tejidos de ratén analizados. La
expresion de los genes que codifican para esta proteina esta relacionada con la respuesta
a hormonas esteroides, siendo regulada por estrégeno. Su fosforilacion puede inducir
tolerancia al estrés (Klemenz et al., 1993).

Hsp27: Fue originalmente llamada 24K o 28K y actualmente también se la encuentra con
la denominacién de srp-27 (stress response protein 27). Se conocen tres isoformas. Se
expresa en organos sensibles al estrégeno como Utero, oviducto, vagina y piel (Kindas y
Trautinger, 1994), habiéndose observado cambios significativos en su localizacién vy
cuantificacién, durante las diferentes fases del ciclo menstrual (Ciocca et al., 1996). Su
presencia en el corddén umbilical y en menor nivel en la placenta, indican su expresién en
la circulacion materno-fetal humana (Li et al., 1996). Se han descripto numerosas
funciones para la Hsp27, en termotolerancia, en proliferacion celular, resistencia a drogas,
polimerizacién de actina y como chaperona (Xu et al., 1996). Estaria involucrada en el
transporte del receptor estrogénico desde el citoplasma al nucleo por medio de un
mecanismo dependiente de actina. Estimulos fisiolégicos como estrés, citoquinas y
factores de crecimiento, aumentan su fosforilacion en los residuos de serina 15, serina 78
y serina 83. Existe otra proteina pequefa, la p20, que no es inducida por calor ni estrés

quimico, pero que tiene un dominio C-terminal similar a las otras (Ciocca et al., 1993).

Familia Hsp40

Hsp47: Es inducida por calor o alteraciones patoldgicas (por ejemplo: fibrosis hepética), y
esta asociada con el aumento en la sintesis de colageno. Se le detecta en el reticulo
endoplasmico y se une transitoriamente al colageno, pudiendo ademas desnaturalizarlo.
Las lineas celulares tumorales derivadas de metastasis de carcinomas y que son
metastésicas en animales sintetizan altos niveles de Hsp47, lo que sugeriria la posibilidad
de usar esta proteina como marcador de la actividad metastasica de células de tumores

humanos (Morimo et al., 1997).
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Familia de Hsp60

Las mitocondrias proveen un medio ambiente cerrado donde funciona esta familia,
cooperando en el plegado de proteinas, en la translocacion de las mismas a través de
membranas y en la aceleracion del ensamblado (Xu et al., 1996).

Familia de Hsp70

Las Hsp70 son las méas conservada en la evolucion, siendo constitutiva y participando en
los procesos de maduracion de otras proteinas celulares, transporte de las mismas,
eliminacion de proteinas desnaturalizadas y actividad de ATPasa (Xu et al., 1996). Se
comprobd que tras un choque térmico, se acumulan Hsp70 en el interior del nucléolo,
estructura donde se fabrican los ribosomas. Confiere protecciébn al centrosoma y
filamentos intermedios (Liang y Mac, 1997). La Hsp75 no es constitutiva de la célula.
Todos los miembros de esta familia son abundantes en células eucariotas, donde actuan
como chaperonas. En el citoplasma se unen a los polipéptidos en formacion, antes que se
liberen del ribosoma, en base a su habilidad para unirse a los segmentos hidrofébicos de

los péptidos de manera dependiente de ATP (Ulrich, 1996).

Familia Hsp90

La familia de las Hsp90 se relaciona funcionalmente con los receptores de las hormonas
esteroides, regulando su actividad biolégica. En ausencia de la hormona correspondiente,
el receptor se asocia con varias proteinas celulares, entre ellas las Hsp90 que lo
mantienen inactivo. En presencia de la progesterona, la Hsp se libera y el receptor cambia
su configuracion para poder unirse al DNA y activar la expresién de los genes
correspondientes (Welch, 1993). Son relativamente abundantes a temperatura ambiente y
su nivel basal se ve aumentado con el estrés, uniéndose a los microtabulos. Dos
miembros de esa familia, Hsp90 a y B, constituyen del 1-2% de las proteinas totales del

citoplasma (Xu et al., 1996).

Familia Hsp110

Tienen funciones de chaperonas y citoprotectoras (Xu et al., 1996).
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HSP70

Los genes que codifican para las Hsp70 estan ubicados en el brazo corto del cromosoma
6 en la region p21.3, dentro del Complejo Mayo de Histocompatibilidad (CMH) clase lII.
Existen tres genes que codifican para las Hsp. 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 centomérico de TNF-a (Sargent et al., 1989). Estos genes estan involucrados en
el procesamiento y presentacion de antigenos (Pirce et al., 1991), pero ademas poseen
diversas funciones inmunolégicas. En condiciones de estrés, sus moléculas son
reconocidas por células NK vy linfocitos T citotéxicos como antigenos (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).

Las proteinas de HSP70 muestran secuencias de aminoacidos y dominios estructurales
altamente conservados, consisten en: un dominio de ATPasa conservado, region
intermedia con sitios sensibles a proteasas, dominio de unién a péptidos, regién C-
terminal que permite a la proteina unirse a chaperonas y otras HSP (Frattini et al., 1996;
Day et al., 2003). Hsp70-1a (HSP70-1) y Hsp70-1b (HSP70-2) son codificada por genes
muy préximos entre si, inducibles casi todos menos dos de sus 641 aminoacidos siendo
idénticos por mas de 99% (Chouchane et al., 1997; Wang et al., 2010). El gen de las
Hsp70-1 tiene tamafio de 2.4 Kd y esta formado por tres exones, los cuales codifican para
una proteina de 641 aminoacidos (Shimizu et al., 1999). El polimorfismo de esta Hsp70-1
es una mutacion sinénima, en donde el cambio de base no repercute en la substitucion
del amino&cido (Milner y Campbell, 1992). En el caso de Hsp70-2, también carece de
intrones, codifica para una proteina de 641 aminoacidos, ademas Hsp70-1 y -2 contienen
la misma secuencia la cual, solo difiere de 8 bp. El polimorfismo de esta Hsp-70 también,
es una mutacion sinénima, en donde el cambio de base no repercute en la substitucion
del aminoacido (Milner y Campbell, 1992). Por dltimo las Hsp70-hom, presentan
relevancia ya que la transicion de T por C resulta en la substitucion de metionina por
treonina en la posicion 493, la cual se encuentra ubicado en el sitio de unién del péptido
(Milner y Campbell, 1992).
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Polimorfismos de un solo nucledétido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
Se han utilizado como herramienta estudios de asociacion genética, los cuales
determinan la posible relacion estadistica entre variables genéticas poblacionales y
fenotipos determinados. Algunos toman en cuenta otros factores (ambientales y
nutricionales) que pudieran contribuir al riesgo de desarrollar cierta enfermedad (Sevilla,
2007). Las variables genéticas mas comunes que se analizan en los estudios de
asociacion, son del tipo polimorficas, las cuales representan el 1% del genoma humano
(aproximadamente 12 millones de pares de bases); estimdndose que existe un cambio
por cada 1000-3000 pb. Tales variantes, se pueden agrupar en tres grupos: polimorfismos
por deleciones e inserciones de fragmentos cortos, polimorfismos de variacion en el
namero de copias y polimorfismos de cambio de un solo nucleétido (SNP). Este ultimo
grupo, es uno de los mas recurrentes en los estudios de asociacion (Iniesta et al., 2005;
Attia et al., 2009). Un SNP, es el cambio de una base en la secuencia de DNA, presente
en mas del 1% de la poblacion (Vignal et al., 2002). Los SNP’s no contienen la fuerza
necesaria para la induccién de una enfermedad, pero si producen un incremento del
riesgo a los individuos portadores cuando se compara con la poblacién no portadora, por
lo cual podrian ser usados como marcadores de susceptibilidad para el desarrollo de la
enfermedad (St. George et al., 1990). Se ha reportado que las variantes alélicas pueden
dar lugar a la modificacion de los niveles de expresiéon de los genes o a variaciones de las
proteinas (Hoenicka, 2006).
Para que un estudio de asociacion genética de SNP aporte informacion que pudiera
ligarse al desarrollo de una enfermedad se recurre frecuentemente a un andlisis de casos
y controles. Para ello, se identifica un grupo de casos diagnosticados clinicamente con la
enfermedad y otro de individuos no afectados en la misma poblacion: a los cuales se
determinan la frecuencia de distribucion de las variantes genéticas que presentan para
determinado polimorfismo. Con estos datos, se obtiene como minimo la siguiente
informacién, que permite una comparacion estadistica entre casos y controles (Bird et al.,
2001; Cordell y Clayton, 2005):

Frecuencias alélicas: Proporcion con la cual aparece un alelo (forma alternativa de
un gen), en un determinado locus génico en una poblacion dada.

Frecuencias genotipicas: Proporcion de las posibles combinaciones de alelos de
un locus génico. En el caso de los SNP, se pueden obtener tres resultados; homocigoto

para un alelo, heterocigoto y homocigoto para el otro alelo.
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Frecuencias haplotipicas y/o combinaciones multiloci: Proporcion de una
combinacion de multiples alelos que se encuentren (haplotipos) o no en un mismo gen
(combinacion multiloci).

Ademas deberé evaluarse el Equilibrio de Hardy-Weingberg (EQHW) y el Desequilibrio de
Ligamiento (LD). EI EQHW es una forma de evaluar las caracteristicas genotipicas de la
poblacion y detectar errores en la genotipificacion. Debido a que realiza un analisis de las
frecuencias genotipicas obtenidas en el estudio y las compara con las esperadas para el
EQHW. Este equilibrio considera que las frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen
constantes de generacion en generacion siempre y cuando: no exista traslape de
generaciones, los apareamientos se den al azar (panmixia), la poblacién sea infinita, no
aparezcan mutaciones, no existan migraciones ni seleccion natural (Attia et al, 2009).

El andlisis LD es un recurso para identificar genes con una posible asociaciéon causal con
el fenotipo de interés. Evalla si ciertos loci (posiciones en un cromosoma) no son
heredados de manera independiente durante un evento meiotico, si no que pasan la
progenie en blogues. Lo cual podria ligarse al riesgo y/o susceptibilidad para el desarrollo
de enfermedades complejas (Lunetta, 2008; Slatkin, 2008).

Si en la comparacion estadistica de las frecuencias alélicas entre los casos y los
controles, se encontraran un alelo de posible susceptibilidad, se deben de tomar en
cuenta tres posibilidades, que son:

*El alelo esta realmente relacionado con el fenotipo de la enfermedad.

*El alelo no sea responsable del fenotipo, pero se encuentre en desequilibrio de
ligamiento con el alelo de otro SNP que si lo genere. Por lo que puede actuar como
marcador de susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad.

*La variante encontrada sea propia de un grupo derivado de una mezcla
poblacional o estrato genético de la poblacién analizada. Por lo cual, es necesario realizar
un estudio de sub-estructuracién poblacional, identificar las variantes propias de cada
grupo y destacar asociaciones falsas (Wyszynsk, 1998; Cardon y Bell, 2001).

Una caracteristica importante para la validez de los estudios de asociacion genética es la
replicacion de los resultados. Lo cual consiste en el hecho que, las variantes encontradas
como asociadas a una enfermedad en determinada poblacién, deberan ser las mismas
cuando se aumente el numero de casos y controles. De lo contrario, es necesario

considerar las posibilidades que se explicaron anteriormente (loannidis et al., 2001).
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Polimorfismos de HSP70 y su asociacion a enfermedades

La union a péptidos a la afinidad de la proteina asi como la actividad de ATPasa, pueden
modificarse por cambios de nucleétidos en las regiones codificantes, mientras que
cambios de nucleétidos en las regiones flanqueadas afectan la inducibilidad, grado de
expresion o la estabilidad del mMRNA que codifica las HSP (Todryk et al., 2003). Debido a
gue HSP70 es una chaperona molecular muy importante las variaciones en su secuencia
pueden afectar la expresion o funcién de esta proteina contribuyendo a la susceptibilidad
de ciertas enfermedades. Los polimorfismos encontrados en HSP70 se han asociado con,
autoinmunidad, enfermedad de las arterias coronarias, con distintos canceres incluyendo
cancer de pulmoén, leucemia linfoblastica aguda y canceres géastricos (Wilson et al., 2002).
Un elevado nivel de expresién de HSP70 se ha relacionado con pobre diferenciacion en
tumores y también con el aumento de proliferacion celular (en cancer de mama,
cérvicouterino, pulmén), metastasis a los nodulos linfaticos, incremento en el tamafio del
tumor (Todryk et al., 2003). También su expresiébn se ha correlacionado con un mal
pronéstico en cancer de mama, endometrio, cérvicouterino (Mestiri et al.,, 2001). Los
genes de HSP70 ubicados en el MHC son monoexonicos y tienen polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs), que se analizan con mayor frecuencia son el de la enzima de
restriccion Pstl en el nucledtido +1267 de HSP70-1B (rs1061581), este polimorfismo se
encuentra en una region codificante y provoca una sustitucion de A—G que causa un
cambio sinénimo en la proteina de HSP70-2 que afecta la estructura secuencia de mRNA,
la estabilidad del mMRNA y la expresion de la proteina. Otro polimorfismo estudiado es la
posicion +190 en la region 5'UTR (Untranslated region por sus siglas en inglés) del gen
HSPA1A (rs1043618) que origina un cambio de G—A. Aunque este cambio no influye
directamente en la secuencia de aminoacidos, las secuencias 5'UTR de genes
eucariontes tienen funciones en el control de la localizacion celular, la estabilidad y la
eficiencia en la traduccion del mRNA, este polimorfismo puede afectar la expresion de
Hsp70-la (HSP70-1), el SNP +2437 C—T de HSP70-HOM provoca un cambio del
aminoacido metionina a treonina (Pesole et al., 2001; Javid et al., 2007). Los
polimorfismos antes mencionados se han encontrado asociados con varias enfermedades
como leucemia linfoblastica agua, enfermedad coronaria, obesidad, diabetes,
esquizofrenia, cancer gastrico y cancer de pulmoén (Pesole et al., 2001; Shibata et al.,
2009).
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OBJETIVOS

General
Determinar si los polimorfismos de los genes HSP70-1, -2 y —HOM en pacientes con
cancer gastrico participan en la susceptibilidad genética a esta enfermedad.

Particulares
-Comparar los polimorfismos de los genes HSP70-1, -2 y —HOM de pacientes con cancer

de mama y gastritis, con los pacientes de cancer gastrico.

-Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas en pacientes con cancer

gastrico, cancer de mama, gastritis y un grupo control.

-Evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg como una medida comparativa de variabilidad

genética entro los grupos estudiados.
-Analizar los patrones de ligamiento de los loci estudiados en casos y controles, en

busqueda de un patrén de desequilibrio de ligamiento que pudiera estar ligado al cancer
géstrico, cancer de mama y gastritis.
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HIPOTESIS
Los polimorfismos localizados en las posiciones son frecuentes en los pacientes con
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control, seran relacionados
como factor de riesgo frente al desarrollo de cancer géstrico, cancer de mama y gastritis.
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DISENO EXPERIMENTAL
Tipo de Estudio
Es un estudio de casos y controles

Poblacion de Estudio

3y

IMSS

El estudio incluyé a 573 pacientes diagnosticados con cancer géastrico (n=163), cancer de

mama (n=349) y gastritis (n=61), captados en la consulta externa del Instituto Mexicano

del Seguro Social durante el periodo 2012-2013. Como grupo de comparacién se

incluyeron a 628 controles no relacionados aparentemente sanos.

Criterios de Inclusion
*Tener 18 afios de edad o mas al momento del diagnostico.

*No presentar antecedentes de enfermedades autoinmunes.

*Ser mexicano con ascendencia de dos generaciones mexicanas o mas.

Criterios de exclusion

*Estar embarazada.

Criterios de eliminacion
*Muestra insuficiente de sangre.
*DNA degradado.
*No tener DNA suficiente.
*Resultados incompletos de genotipificacion.

Variable independiente
*Polimorfismos de los genes HSP70-1, -2 y —-HOM.

Variable dependiente
*Cancer gastrico
*Cancer de mama

*Gastritis
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Requerimientos adicionales: A todos los individuos se les invito a participar en el presente
estudio y se obtuvo su consentimiento informado voluntario.

El estudio fue de riesgo minimo ya que solo incluyd la venopuncion antecubital para la
obtencién de sangre periférica.

El proyecto cumplié con los requisitos del comité institucional de ética e investigacion del
Centro Medico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de Muestra
De cada paciente se tom6 en un tubo vacutainer con EDTA con anticoagulante, 6 mL de
sangre venosa periférica para la extraccion del DNA, el DNA gendémico de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) se realiz6 por medio de la técnica Salting-out
de pacientes con cancer gastrico (n=163), cancer de mama (n=349), gastritis (n=61) y

controles (n=628).

Extraccion del DNA
La extraccion del DNA se efectud por la microtécnica de salting-out. La concentraciéon y
calidad del DNA obtenido se evalu6 mediante cuantificacion espectrofotométrica. La

integridad del DNA se realiz6 por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% (Fig. 4A).

Cuantificacion del DNA obtenido

Los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia de
bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de DNA. La absorcion de UV del
DNA es una caracteristica de la molécula, que es usada eficientemente para determinar
su concentracion. Cada una de las bases tiene su propio y Unico espectro de absorcion y
por lo tanto contribuye de manera diferente a la propiedad total de absorcion de UV de
una molécula de DNA. Para muchas aplicaciones, el porcentaje de contribuciéon de cada
una de las bases al espectro de absorcién de UV de una molécula de DNA de doble
cadena de alto peso molecular (dsDNA) puede ser ignorado. Sin embargo, esas
contribuciones son mas significativas cuando se trata de oligonucle6tidos y deben ser

consideradas si se requiere determinar correctamente la concentracion.
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Los acidos nucleicos tienen un maximo de absorcion a una longitud de onda de 260nm. A
esta longitud por lo tanto, la absorcion es proporcional a la concentracion.

Las proteinas tienen un maximo de absorcion a Az (principalmente por residuos de
triptéfano) las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algin contaminante
proteico. El célculo de la relacion Azeo /A2s0 €S Una manera comuin para expresar la pureza
del DNA. Dependiendo de la composicion nucleica, un valor de 1.65 a 1.9 indican una
muestra pura (Fig. 4B), la absorcion a A2 nm es la deteccion de sales, carbohidratos u
otros posibles contaminantes.

Las muestras que cumplieron los criterios de calidad e integridad fueron diluidas a una
concentracion de trabajo.

Genotipificacién por TagMan

A diferencia de la PCR convencional, la PCR en tiempo real permite realizar la deteccién
del producto amplificado y al mismo tiempo llevar a cabo su cuantificacion por ciclo. La
PCR tiempo real con sondas TagMan, es un ejemplo donde se utiliza un método de
fluorescencia directo, debido a que ademas del juego de primers, incluye una sonda que
se alinea a una cadena del templado de DNA.

Cada ensayo TagMan contienen dos cebadores para amplificar la secuencia de interés y
dos sondas TagMan para la deteccion de alelos, o que nos permite determinar el
genotipo de los dos alelos posibles. El ensayo determina la presencia o ausencia de un
SNP basado en el cambio de la fluorescencia asociada a las sondas, ya que se
encuentran marcadas con un fluoréforo en el extremo 5' (VIC para el alelo uno y FAM
para el alelo dos), ambas sondas tienen en el extremo 3' un quencher el cual inhibe la
emision de fluorescencia mientras la sonda no hibride con la secuencia especifica de
DNA. Una vez que se haya dado la hibridacion de la sonda con el DNA si se encontrard la
presencia del polimorfismo la sonda TagMan se uniria a una secuencia homologa y la
polimerasa degradard el quencher, lo que dard como resultado la liberacién de
fluorescencia, por lo que ser& posible la identificacion del alelo basandonos en el tipo de
emision (Fig. 4C). En el caso de la genotipificacion de SNP’s por PCR tiempo real
mediante sondas TagMan, se disefian dos sondas marcadas con fluoréforos distintos, una
de las sondas contiene en su secuencia al alelo ancestral y la otra al cambio polimorfico.
El proceso de amplificacion, revelara la deteccion de la sefial de una o ambas sondas,

dependiendo de los alelos de un SNP determinado en un individuo (Fig. 5A). La
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intensidad de la fluorescencia emitida en la curva de amplificaciébn para cada alelo, son

interpretados por el Software del equipo en un diagrama de dispersion, gracias al cual

puede llevar a cabo la discriminacion alélica e identificacion del genotipo correspondiente

a cada uno de los individuos estudiados. Existen tres genotipos posibles para cada

polimorfismo: Homocigoto para el alelo ancestral, heterocigoto y homaocigoto para el alelo

polimérfico (Fig. 5A).

Para hacer la discriminacion alélica se usaron sondas TagMan en el equipo Applied

Biosystems modelo StepOne y StepOnePlus (Fig. 5B).

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)

Gen
SNP Cromosoma Posicién Cambio Ancestral
rs2075800 | 6:31777946 | HSPAIL +2763 AAAGGAATTG[A/G]JAGCAGATGTG G
rs2227956 | 6:31778272 | HSPAIL +2437 GTCACAGCCA|C/TIGGACAAGAGC T
rs1043618 | 6:31783507 | HSPALA +190 ATCTCAGAGC[C/G]GAGCCGACAG G
rs1061581 | 6:31796780 | HSPALB +1267 A

37

AGCTGCTGCA[A/G]JGACTTCTTCA



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2075800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2227956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1043618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1061581
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Figura 4. A. DNA gendmico visualizado en un gel de agarosa. B. Gréfica obtenida a partir de la

cuantificacion mediante espectrofotometria. C. Componentes y fundamentos de la genotipificacion

por PCR en tiempo real mediante tecnologia TagMan.
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Figura 5. A. Deteccion de la sefial de amplificacién de los alelos y su discriminacion. Se presentan
los tres posibles resultados de la sefial de amplificacion alélica: a) Amplificacién del alelo marcado
con VIC, por encima del fluoréforo basal ROX, lo que significa que el genotipo del individuo es
Homocigoto para el alelo uno. b) Se observa que la amplificacion del alelo marcado con FAM
rebasa la fluorescencia basal, lo cual se interpreta como un genotipo Homocigoto para el alelo dos.
c) Se observa una amplificacion bialélica lo que se conoce como un genotipo Heterocigoto. Las
sefiales anteriores, son graficadas por el software del termociclador en un diagrama de dispersion,
por medio del cual puede generar la discriminaciéon de los genotipos de las muestras. B. Equipo

Applied Biosystems modelo StepOne y StepOnePlus usados en el presente trabajo.

Analisis Estadistico

Las frecuencias alélicas y haplotipicas se obtuvieron con el programa Haploview 4.2. Las
frecuencias genotipicas se realizaron por conteo directo. Se analiz6 el equilibrio de Hardy-
Weinberg y el desequilibrio de ligamiento con el mismo software. Las frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipicas de los genes se analizaron con la prueba de Chi cuadrada o la
prueba de P exacta de Fisher. El valor de p menor a 0.05 obtenido se corrigié por el
namero de especificidades estudiadas para obtener p corregida (pc). En caso de que el
valor continle siendo menor a 0.05 el resultado se consideré estadisticamente
significativo. El vigor de asociacion se determinara calculando el OR (Odds Ratio) con IC
95%.
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RESULTADOS
Discriminacion alélica variantes tipo SNP
Se genotipificaron cuatro SNP’s localizados en tres genes de HSP70, HSPAI1L
(rs2075800 y rs2227956), HSPA1A (rs1043618) y HSPA1B (rs1061581). En el cuadro tres
se encuentran las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP’s correspondientes en los
tres grupos de comparacion, pacientes con cancer gastrico vs controles, cancer de mama

VS controles y gastritis vs controles.

Equilibrio de Hardy-Weinberg
A partir de las frecuencias alélicas se calcularon los valores esperados para ver si se
cumplia el Equilibrio de Hardy-Weinberg: p2 + 2pq + g2 = 1.

Controles
Gen/SNP n=628

Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo A 527 (0.41) p2 = (0.41) =0.16
Alelo G 719 (0.58) @ =(0.58)2 =0.33 0.96

2pg =2x0.41x0.58=0.47

Cancer Gastrico

n=163
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo A 138 (0.42) p2  =(0.42)2 =0.17
Alelo G 188 (0.57) g =(0.57) =0.32 } 0.96
HSPAIL 2pq =2x0.42x0.57 = 0.47
rs2075800 z
[A/G] Cancer de Mama

n=349

Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo A 262 (0.37) p2 = (0.37)2 =0.13
Alelo G 436 (0.62) @ =(0.62) =0.38 } 0.96

2pq =2x0.37 x0.62=0.45

Gastritis
n=61
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Frecuencias Alélicas

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo A 46 (0.37)
Alelo G 76 (0.62

p2 = (0.37)? =0.13
@ =(0.62) =0.38 0.96
2pq =2x0.37 x0.62 =0.45

Controles
Gen/SNP n=628
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo C 89 (0.07) p2  =(0.07)2 =0.0049
Alelo T 1167 (0.92) g =(0.92) =0.84 0.96
2pg =2x0.07x0.92=0.12
Cancer Gastrico
n=163
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo C 25 (0.07) p2  =(0.07)2 =0.0049
Alelo T 301 (0.92) g =(0.92) =0.84 0.96
HSPAIL 2pg =2x0.07x0.92=0.12
rs2227956
[C/T] Céancer de Mama

n=349

Frecuencias Alélicas

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo C 42 (0.06)
Alelo T 656 (0.93)

p2 = (0.06)2 =0.0036
g2 =(0.93) =0.86 0.97
2pg =2x0.06x0.93=0.11
Gastritis
n=61

Frecuencias Alélicas

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo C 9 (0.07)
Alelo T 113 (0.92)

pz  =(0.07) = 0.0049
@ =(0.92) =0.84 0.96
2pq =2x0.07 x0.92=0.12
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Controles
Gen/SNP n=628
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo C 343 (0.27) pz2  =(0.27)2 =0.07
Alelo G 913 (0.72) g2 =(0.72)2 =0.51 } 0.96
2pg =2x0.27x0.72=0.38
Cancer Gastrico
n=163
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo C 77 (0.23) p2  =(0.23)2 =0.05
Alelo G 249 (0.76) g2 =(0.76)2 =0.57 } 0.96
HSPA1A 2pg =2x0.23x0.76 =0.34
rs1043618
[CIG] Cancer de Mama

n=349

Frecuencias Alélicas

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo C 219 (0.31)
Alelo G 479 (0.68)

pz =(0.31)? =0.09
g? =(0.68)? =0.46 0.97
2pg =2x0.31x0.68=0.42

Gastritis
n=61

Frecuencias Alélicas

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo C 36 (0.29)
Alelo G 86 (0.70)

pz =(0.29)? =0.08
g2 =(0.70)? =0.49 0.97
2pg =2x0.29x0.70=0.40
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Controles
Gen/SNP n=628

Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo G 613 (0.48) pz  =(0.48) =0.23
Alelo A 643 (0.51) @ =(0.51) =0.26 } 0.97

2pq =2 x0.48 x 0.51 = 0.48

Cancer Gastrico

n=163
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo G 146 (0.44) p2  =(0.44)2 =0.19
Alelo A 180 (0.55) g2 =(0.55) =0.30 } 0.97
HSPA1B 2pg =2x0.44x0.55=0.48
rs1061581
[A/G] Cancer de Mama

n=349

Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg

Alelo G 326 (0.46) pz  =(0.46) =021
Alelo A 372 (0.53) @ =(0.53) =0.28 } 0.97

2pg =2x0.46 x0.53=0.48

Gastritis
n=61
Frecuencias Alélicas Equilibrio de Hardy-Weinberg
Alelo G 62 (0.50) p2  =(0.50)2 =0.25
Alelo A 60 (0.49) @ =(0.49) =0.24 } 0.98
2pg =2x0.50x0.49=0.49
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Cuadro 3. Frecuencias alélicas y genotipicas

Gen/SNP Controles | Céancer géastrico | Cancer de mama Gastritis
HSPA1L n=628 n=163 n=349 n=61
rsS2075800 2n=1256 2n=326 2n=698 2n=122

[A/G]
Frecuencias Alélicas
Alelo A 527 (0.41) 138 (0.42) 262 (0.37) 46 (0.37)
Alelo G 719 (0.58) 188 (0.57) 436 (0.62) 76 (0.62)
Genotipos Frecuencias Genotipicas
AA 104 (0.165) 26 (0.159) 51 (0.146) 10 (0.163)
GG 205 (0.326) 51 (0.312) 138 (0.395) 25 (0.409)
AG 319 (0.507) 86 (0.527) 160 (0.458) 26 (0.426)
HSPA1L n=628 n=163 n=349 n=61
1$2227956 2n=1256 2n=326 2n=698 2n=122
[CIT]
Frecuencias Alélicas
Alelo C 89 (0.07) 25 (0.07) 42 (0.06) 9 (0.07)
Alelo T 1167 (0.92) 301 (0.92) 656 (0.93) 113 (0.92)
Genotipos Frecuencias Genotipicas
ccC 3(0.004) 1 (0.006) 0 (0) 0 (0)
TT 542 (0.863) 139 (0.852) 307 (0.879) 52 (0.852)
CT 83(0.132) 23(0.141) 42 (0.120) 9 (0.147)
HSPA1A n=628 n=163 n=349 n=61
rs1043618 2n=1256 2n=326 2n=698 2n=122
[CIG]
Frecuencias Alélicas
Alelo C 343 (0.27) 77 (0.23) 219 (0.31) 36 (0.29)
Alelo G 913 (0.72) 249 (0.76) 479 (0.68) 86 (0.70)
Genotipos Frecuencias Genotipicas
cc 35 (0.055) 10 (0.061) 39 (0.111) 6 (0.098)
GG 320 (0.509) 96 (0.588) 169 (0.484) 31 (0.508)
CG 273 (0.434) 57 (0.349) 141 (0.404) 24 (0.393)
HSPA1B n=628 n=163 n=349 n=61
rs1061581 2n=1256 2n=326 2n=698 2n=122
[A/G]
Frecuencias Alélicas
Alelo A 643 (0.51) 180 (0.55) 372 (0.53) 60 (0.49)
Alelo G 613 (0.48) 146 (0.44) 326 (0.46) 62 (0.50)
Genotipos Frecuencias Genotipicas
AA 152 (0.242) 50 (0.306) 96 (0.275) 16 (0.262)
GG 137 (0.218) 33 (0.202) 73 (0.209) 17 (0.278)
AG 339 (0.539) 80 (0.490) 180 (0.515) 28 (0.459)

44

)

IMSS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2075800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2227956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1043618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1061581

Haplotipos

)

IMSS

Se realizaron los analisis de los haplotipos de HSP70-1, -2 y -HOM mediante el programa

Haploview 4.2 (Cuadro 4). Se compararon los grupos de pacientes con cancer gastrico,

cancer de mama y gastritis contra el grupo asintomatico.

De acuerdo a la posicion del cromosoma 6, los SNP’s fueron ordenados de la siguiente
manera: HSPA1L +2763 (rs2075800), HSPA1L +2437 (rs2227956), HSPA1lA +190
(rs1043618) y HSPA1B +1267 (rs1061581).

Cuadro 4. Haplotipos

Combmacnpnes Cancer | Controles Cancer | Controles Gastritis | Controles

de SNP’s
géstrico mama

A|lA|A|A p p OR p
LiL)LL Frecuencia Frecuencia Frecuencia
E|E|E|E
L|L|L]|L
O|0|0O]|O0O
1|23 |4
T A G A 0.339 0.334 0.8504 0.258 0.326 0.0017 | 0.57 0.351 0.337 0.76
C A G G 0.209 0.219 0.6875 | 0.155 0.211 0.5521 | ---- 0.254 0.219 0.38
C A G C 0.172 0.208 0.1497 0.193 0.204 0.0025 | 0.59 0.234 0.209 0.51
C A G A 0.092 0.069 0.1613 | 0.120 0.154 0.0006 | 0.55 0.030 0.068 0.09
T A G G 0.051 0.044 0.623 0.056 0.095 0.6006 | ---- 0.015 0.044 0.12
C G G A 0.054 0.044 0.4393 0.036 0.042 0.5276 | ---- 0.049 0.041 0.69
C A C A 0.044 0.027 0.1098 | 0.105 0.034 0.5532 | ---- 0.035 0.026 0.56
T A C A 0.015 0.026 0.2752 | 0.010 0.023 0.6391 | ---- 0.010 0.024 0.27
C G G G ---- e 0.013 0.012 0.7094 | ----
Porcentaje 72% 76% 60% 74% 84% 76%
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Se realiz6 el andlisis de desequilibrio de ligamiento con el programa Haploview 4.2. En la

figura seis se muestran las gréficas de desequilibrio de ligamiento. A la izquierda de cada

uno de los rombos se observa el SNP al que corresponde la columna y en el interior se

encuentra el valor de r? para el andlisis de asociaciéon entre cada uno de los

polimorfismos. En el presente trabajo no se identificé asociacion.

rs2075300
rs2227956

rs1043618 -

rs1061581

rs2075800
rs2227956 -

rs1043618 -

rs1061581

rs2075800
rs2227956 -

rs1043618 -

rs1061581

Block 1 {18 kh)

Block 1 (18 ki)

Block 1 (18 ki)

Figura 6. Grafica de desequilibrio de ligamiento de los genes HSPAILL (rs2075800), HSPA1L
(rs2227956), HSPA1A (rs1043618) y HSPA1B (rs1061581). A. Grafica de desequilibrio de
ligamiento de cancer gastrico. B. Grafica de desequilibrio de ligamiento de cancer de mama. C.
Gréfica de desequilibrio de ligamiento de gastritis.
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ANALISIS DE RESULTADOS
Se calcularon los valores esperados para el Equilibrio de Hardy-Weinberg: p2 + 2pq + g2 =
1, todos los valores obtenidos para controles, cancer gastrico, cancer de mama y gastritis
fueron muy proximos a 1, lo cual quiere decir que nuestras poblaciones estan en equilibrio
de Hardy-Weinberg. El no cumplimiento de alguna o varias de las premisas en las que se
basa el equilibrio de Hardy-Weinber resultara en la modificacion del equilibrio, como es la
unién no aleatoria (Estratificacion, poblacion estratificada en aquélla que contiene varios
subgrupos que se han mantenido genéticamente separados. Union dirigida, consiste en la
eleccion de compafiero con algun rasgo particular y Consanguinidad (endogamia), es la
union entre parientes), seleccion natural (para comprender el afecto de la seleccién
natural resulta util definir el concepto de ventaja selectiva, la ventaja selectiva de una
mutacién es el factor que determina que esta nueva mutacion se pierda inmediatamente,
sobreviva a unas cuantas generaciones, 0 se convierta en un alelo, la mayor parte de las
mutaciones son neutrales o deletéreas) y flujo génico (migracion, es la difusién de genes
a través de una barrera).Todos estos factores inciden en la probabilidad de coincidencia
de variantes alélicas por lo que resultaran en un incremento de la proporcién de

homocigotos en la descendencia.

Los polimorfismos genéticos son variantes que aparecen por mutaciones en algunos
individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta frecuencia en la poblacién
tras multiples generaciones (Iniesta et al., 2005). Los SNP’s son secuencias de DNA
polimérfico causados por variaciones en un solo nucle6tido a nivel genémico (Zur Hansen
et al., 2002), son la base de la evolucién y los que se consolidan pueden proporcionar
ventajas a los individuos, aunque también pueden contribuir a causar enfermedades
(Guttmacher et al., 2002), pueden provocar cambios en la expresion genética, solos o
conjuntamente pueden determinar diferencias fenotipicas de una proteina y pueden
contribuir a una susceptibilidad a cancer (Zur Hansen et al., 2002).

Varios investigadores han demostrado el papel potencial de las proteinas de HSP70 en la
inmunidad tumoral y en la patogénesis del cancer. Se ha demostrado que HSP70 actla
como chaperona molecular para péptidos antigénicos derivados de células tumorales,
llevando a un reconocimiento del sistema inmune antitumoral mediado por linfocitos T
citotoxicos, tales mecanismos aumentan la posibilidad de que la eficacia de la

inmunoreaccion antitumoral pueda depender de los fenotipos de HSP70. Un fenotipo de
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HSP70 que tenga gran afinidad por antigenos tumorales inmunogénicos especificos,
puede originar una respuesta inmune antitumoral efectiva (Flores-Dominguez, 2002). Sin
embargo, la expresion de HSP70 sobre las células tumorales se ha relacionado con la
inhibicion de la actividad monocitotoxica que puede originar posible proteccion de células
malignas en contra de reacciones inmunolégicas del hospedero, distintos fenotipos de
HSP70 se pueden asociar a un alto nivel de expresion de proteinas HSP70 sobre las
células tumorales o con la proteccion de la citotoxicidad de TNF-a y consecuentemente
con el desarrollo tumoral, ya sea que HSP70 actiia como un promotor tumoral, esto puede
depender de sus fenotipos (Schmit, 2007).

El SPN +2437 de HSP70-HOM se encuentra en la regién codificante del gen, el cambio
de nucleétidos T—C se traduce en un cambio de aminoacidos metionina — treonina en la
posicién 493, ademas esta posicidn se encuentra en las hojas B-plegadas del sitio de
unién 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 poblacién mexicana con
el padecimiento de espondiloartropatias (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 encontrd ninguna asociacioén con estas enfermedades. El genotipo
mas frecuente fue TT en controles, cancer gastrico, cancer de mama y gastritis, seguido
de CT y el genotipo CC solo se presenté en el grupo control con tres individuos y un
individuo con cancer gastrico, cancer de mama y gastritis no presentaron este cambio, lo
cual nos muestra que se sigue conservando el alelo ancestral de este gen.

Se ha descrito que el SNP +190 de HSPA1A se encuentra a 26 pb del codén de iniciacion
de la transcripcién, esto puede causar una estructura alterada del bucle del 5"UTR
(Untranslated Region) del gen lo que afecta su eficiencia en la traduccion, 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
localizacién celular (Singer, 1992), la estabilidad (Beelman y Parker, 1995) y la eficiencia
traduccional del mRNA (Curtis et al., 1995), quizds este polimorfismo esté involucrado en
la regulacion post-transcripcional de HSP70-1. La expresion de HSP70 en la mucosa
géstrica es afectada por la infeccion de H. pilory, TNF es sobre expresado (Suganuma et
al., 2008), mientras que HSP70 disminuye su expresion (Targosz et al., 2006), en

contraste, en pacientes con cancer gastrico, los niveles de HSP70 se reportaron en
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aumentan (Isomoto et al., 2003). HSP70 actla como una chaperona molecular para
péptidos antigénicos derivados de células tumorales, que conducen al reconocimiento
antitumoral por parte de linfocitos T citotoxicos (Suto et al., 1995), ademas HSP70 es
inducida en células tumorales para soportar las condiciones estresantes enfrentadas por
el tumos, tales como la falta de nutrientes, oxigeno o la respuesta inmune antitumoral
contribuyendo asi a la sobrevivencia del tumor (Soti et al., 1998), mas aun, algunos
reportes sugieren que HSP70 puede estar actuando como promotor tumoral enddgeno in
vivo. Tedricamente un andlisis de plegamiento para la estructura secundaria sugiere que
la secuencia UTR de HSPA1A, que contenga el alelo C o G del SNP +190 provoca
diferentes pardmetros termodinamicos y una diferente estructura terminal de la horquilla
en la region 3terminal (Jolly y Morimoto, 2000). Estudios previos han asociado a este
SNP con distintas enfermedades, como la enfermedad coronaria en una poblacién China,
asociado al genotipo CC de HSPA1A +190 con el aumento de riesgo de padecer esta
enfermedad. Posteriormente se asocié ese mismo genotipo en la poblacién de Taiwan
como un riesgo a desarrollar enfermedad de Parkinson y finalmente este genotipo CC se
asocié con un aumento en el riesgo a desarrollar cancer de pulmén en la poblacién
procedente de China (Daugaard et al., 2007). Por lo tanto, en el presente estudio se traté
de demostrar si existia asociacién de este polimorfismo con el desarrollo de cancer
gastrico, cancer de mama y gastritis. Al comparar el grupo de cancer gastrico, cancer de
mama y gastritis contra controles (p= >0.05), no se encontro asociacién. El genotipo mas
frecuente fue GG para controles, cancer gastrico, caAncer de mama y gastritis, seguido de
CG y el genotipo CC se presentdé en menor proporcion, lo cual nos muestra que se sigue
conservando el alelo ancestral de este gen. 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 gen, la sustitucion A—G no
provoca ningun cambio en la secuencia de aminoacidos (Milner y Campbell, 1990).

La posible funcién del gen HSPA1B +1267 se roportd previamente en diferentes
enfermedades, aunque este SNP es una variacion sindnima tiene un significado funcional,
ya que influye en diferentes niveles de expresion y actividad enzimética del mRNA,
afectando su estabilidad, tiempo de plegamiento que altera el sustrato o sito de union
(Tsan et al., 2004). Estudios previos acerca de este polimorfismo lo han asociado con
diversas enfermedades como la enfermedad de altura de montafia en chinos en donde se

reporto que el genotipo GG incrementa el riesgo de este padecimiento, este SNP también
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se encontré asociado a carcinoma naso-faringeo, cancer de seno y linfoma Hodgking en
una poblacién de Tunez presentando el genotipo GG como factor de riesgo a desarrollar
estos tipos de cancer, asi mismo los genotipos GG y AG se asociaron como riesgo en
carsinoma de células escamosas de la piel, mientras el genotipo AA se asocio con
proteccion en la poblacion de India (Nieves-Ramirez, 2006). En contraste a estos
resultados el genotipo GG se asocio a proteccion en Leucemia linfoblastica aguda en la
poblacion Mexicana y de Gales, con cancer gastrico a la poblaciéon de Japén (Vargas-
Alarcon, 2002). Las posibles razones a estos distintos hallazgos pueden incluir diferencias
étnicas y el tipo de cancer valorado. Sin embargo, en el presente estudio para poblacion
mexicana no se observo asociacion alguna de este SNP en cancer gastrico, cancer de
mama Yy gastritis al compararlos con el grupo control. Para este gen el genotipo AG fue el
mas frecuente para controles, cancer gastrico, cancer de mama y gastritis, seguido de AA
en controles, cancer gastrico y cancer de mama, en gastritis el segundo genotipo mas
frecuente fue GG, este mismo genotipo fue el menos frecuente en controles, cancer
gastrico y cancer de mama. En relacion al cancer gastrico, Shibata y colaboradores
(2009), publicaron una asociacién del genotipo GG de HSP70-2 +1267 en mujeres
japonesas, estos autores trabajaron con 223 pacientes con cancer gastrico (64 mujeres) y
un grupo control heterogéneo de 200 pacientes (60 mujeres) con otras enfermedades
gastroduodenales, sin embargo, no encontraron ninguna asociacion con ninguna de estas
enfermedades, incluso al ajustar por género, las frecuencias en los pacientes fueron muy
semejantes a la del grupo asintomatico, esta discrepancia puede deberse a diferencias
étnicas y al origen del cancer ya es considerado multifactorial, entre la poblacién japonesa
y la mexicana, a su vez, los resultados obtenidos en los asintométicos concuerdan con los
reportados en poblacion mestiza mexicana sana por Zufiga et al., (1999) y Vargas-
Alarcon et al., (2002). 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 (Miller y Campbell, 1990). Probablemente el cambio de la frecuencia
de este SNP no se traduzca en cuanto al nivel de expresién, sino a modificaciones en su

actividad de chaperona y de presentacion de péptidos.

En el presente trabajo no se identificé asociacion por DL, pero al realizar el andlisis de los
posibles haplotipos que se muestra en el cuadro cuatro, revela que aunque podria haber

2% = 16 combinaciones de alelos diferentes, s6lo se observan ocho posibles haplotipos en
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pacientes con cancer gastrico y gastritis, y nueve en pacientes con cancer de mama. Tres
haplotipos acumulan una frecuencia que va del 60-84% en pacientes y controles, en este
caso el analisis de los nueve haplotipos tienen una frecuencias igual o superior al 1% en
todos los casos. El haplotipo uno es el méas frecuente en las tres comparaciones por lo
cual se tom6 como referencia, pero solamente se encuentra en una frecuencia maxima en
pacientes con cancer gastrico de 33.9% que no difiere con el 33.4% de frecuencia del
grupo control, con un valor de p = 0.8504, por lo cual el resultado es no significativo ya
qgue p > 0.05 (El valor de 0,05 es un valor establecido de acuerdo al nivel de confianza del
95%), es decir, aceptamos la hipotesis nula de independencia y por lo tanto concluimos
que ambas variables estudiadas son independientes en pacientes con cancer gastrico y
gastritis, por lo cual no existe una relacién entre ellas. El segundo haplotipo en frecuencia
contiene variantes para los polimorfismos uno y tres simultdneamente que de igual forma
el valor de p es no significativo y no hay una relacién entre casos y controles.

En pacientes de cancer de mama, el haplotipo uno, dos, tres, cuatro, cinco y seis se
encuentra con una frecuencia mayor en controles que en casos, pero solamente el
haplotipo uno, tres y cuatro p < 0.05 (El valor de 0,05 es un valor establecido de acuerdo
al nivel de confianza del 95%), es decir, rechazamos la hipétesis nula de independencia y
por lo tanto las combinaciones de estos SNP’s son dependientes y existe una relacion
entre ellas (Esto significa que existe mas de un 5% de probabilidad de que la hipétesis
nula sea cierta en nuestra poblacion y lo consideramos suficiente para aceptar), se
calcularon las odds ratios (OR) de estas tres posibles combinaciones de SNP’s, dando
0.57, 0.59 y 0.55 respectivamente, donde esta combinacién sugiere ser de proteccion ya

que con un intervalo de confianza al 95% los OR’s calculados < 1.

El desequilibrio de ligamiento se refiere a la asociacion que existe entre alelos que se
encuentran ubicados muy cercanamente en un mismo segmento cromosomico, el
proposito de los estudios que relacionan genotipo y enfermedad es buscar asociacion por
DL entre un marcador genético y un gen de susceptibilidad, cuando existe cercania fisica
entre ambos como es el caso de los genes HSP70. En estudios de genotipo-enfermedad,
la asociacion por DL surgiria como consecuencia de que ambos loci tenderian a
heredarse conjuntamente y se mantendrian asociados en las personas enfermas, si no se
han sucedido un numero suficiente de generaciones que rompan esta asociacion alélica.

En la figura seis se muestran las graficas de desequilibrio de ligamiento de los genes
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HSPALL (rs2075800), HSPAIL (rs2227956), HSPA1A (rs1043618) y HSPA1B
(rs1061581), lo cual se observé que no hay asociacion por desequilibrio de ligamiento en
cancer gastrico, cancer de mama y gastritis, ya que los valores de r? en el andlisis de

asociacion son <80.
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CONCLUSIONES
En este trabajo se estudiaron polimorfismos en los genes de HSP70 en pacientes
mexicanos diagnosticados con cancer gastrico, cAncer de mama y gastritis. Los datos
genotipicos para el grupo control, cancer gastrico, cancer de mama y gastritis se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

En los genes HSPALL +2763 (rs2075800), HSPALL +2437 (rs2227956), HSPA1A +190
(rs1043618) y HSPA1B +1267 (rs1061581), el alelo mas frecuente fue G, T, G y A
respectivamente, lo cual nos muestra que se sigue conservando el alelo ancestral en

estos genes.

Aunqgue no se identificé asociacién por DL, se observaron ocho posibles combinaciones
de SNP’s en pacientes con cancer gastrico y gastritis, y nueve en pacientes con cancer
de mama, concluimos que ambas variables estudiadas son independientes en pacientes
con cancer gastrico y gastritis, por lo cual no existe una relacién entre ellas. En pacientes
de cancer de mama, la posible combinacién uno, tres y cuatro se encuentran con una
frecuencia mayor en controles que en casos y estas posibles combinaciones serian de

proteccion.

Los resultados sugieren que no hay asociacion entre los polimorfismos estudiados y el

desarrollo a cancer gastrico, cancer de mama y gastritis.
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