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Resumen

Alpizar Alpizar, Wammner

Asociacién de los polimorfismos de los genes IL-1B, IL-1RN, IL-10 y p53 con el riesgo
de cancer gastrico en una poblacién de alto riesgo de Costa Rica.
Tesis Biologia

W. Alpizar A., 2004.
112 h.: 0 il.- 104 refs.

El cancer géastrico es un problema de sglud publica a nivel mundial. Es el
segundo cancer més frecuente en el fnundo, solo”superado por el cancer de pulmoén.
Varios. factores aumentan el riesgo de desarrollar céncer géstrico, entre ellos factores
asociados a la dieta, la formacién enddgena de compuestos nitrosados, la predisposicién
genética y la infeccién por Helicobacter pylori. Muchos pueden ser los factores
genéticos relacionados con una mayor susceptibilidad de desarrollar cancer géstrico
entre ellos algunas variantes polimérficas en el gen supresor de tumores p53, las cuales
han sido asociadas con un aumento en el riesgo de desarrollar cincer gastrico.

La respuesta del huésped ante la infeccién por Helicobacter pylori, juega un
papel .importante en el desarrollo del cancer géastrico. Esta bacteria causa inflamacién, la
magnitud de ésta depende de la cepa bacteriana presente y de los mecanismos de
reaccion del hospedero en respuesta al patdgeno. El mecanismo de respuesta involucra
un complejo grupo de citoquinas entre ellas IL-1B, IL-1RN e IL-10. Los genes que
codifican para estas proteinas son polimdrficos. Algunos de estos ﬁolimorﬁsmos han
sido asociados con un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico.

El objetivo de este cstvdio fue determinar la asociacién de los polimorfismos de
los genes IL-1B, IL-1RN, I1-10 v p33 con el cancer gastrico y lesiones gastricas en una
poblacién en alto riesgo de Costa Rica. Para ello, se analizaron muestras de sangre
periférica de 58 pacientes diagnosticados con cancer géstrico, 99 individuos sin
sospechas de cancer gastrico segln el diagndstico por rayos X (serie gastroduodenal de

doble contraste), 41 pacientes clasificados histolégicarﬁente como grupos I y II de
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acuerdo con la clasificacién japonesa. El analisis se llevé a cabo a partir del ADN
extraldo de leucocitos. La determinacién de los polimorfismos se llevd a cabo mediante
PCR convencional, PCR-RFLP, y pirosecuenciacién.

No-se encontré asociacion de los polimorfismos IL-1B-31, IL-1B-511, IL-10-
592, 11.-10-819 e IL-10-1082 con el riesgo de desarrollar cancer gastrico en la poblacién
estudiada. Para IL-1B+3954, se determiné que las personas con el genotipo heterocigota
para el alelo T presentan un méyor riesgo de desarrollar cancer gastrico (OR 3.7; IC
95% 1.34-10.2; p=0.007). Para el polimorfismo del gen IL-1RN se observé que las
personés portadoras del genotipo hetefoéigota para el alelo 2, presentan un mayor riesgo
de desarrollar la enfermedad (OR 2.94; IC 1.09-7.93; p=0.03).

Las frecuencias de los alelos que han sido relacionados con un aumento de la
respuesta proinflamatoria, son més altas en la poblacion total .aqui estudiada que en
otras poblaciones. Esto podria deberse a que individuos con una mayor repuesta pro-
inflamatoria podrian haber sido favorecidos por procesos de seleccion natural en
respuesta a presiones selectivas ambientales como el caso de las infecciones bacterianas,
las cuales son muy frecuentes en paises tropicales como Costa Rica.

De acuerdo con los resultados obtenidos sera necesario llevar a cabo estudios
con un mayor tamafio de muestra, con muestras representativas de la poblacién

costarricense y con muestras de regiones de alto y bajo riesgo.

CANCER GASTRICO; POLIMORFISMOS; INTERLEUCINA-1B:;
INTERLEUCINA-1RN; INTERLEUCINA-10; P53; HAPLOTIPOS;
HELICOBACTER PYLORI.

Director de la investigacién: MSc. Rafaela Sierra Ramos
Escuela de Biologia
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Descriptores:

Céncer gastrico, polimorfismos, interleucina-1B, interleucina-1RN, Interleucina-10, p53,
haplotipos, Helicobacter pylori.

Introduccién.

El cancer gastrico en el mundo.

El céncer es uno de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial.
Este hecho se ha traducido en un gran interés por esclarecer su etiologia, asi como
identificar los factores de riesgo que inciden en su desarrollo, con el fin de prevenirlo.
Lo anterior ha sido dificil hasta la fecha, dada su complejidad, por tanto constituye un
reto para la comunidad cientifica mundial. Algunos tipos de cancer son més frecuentes
que otros y tienen mayor impacto sobre la salud publica, uno de ellos es el céncer
géstrico (Boyle 1997, Parkin et al. 1999).

Las tasas ajustadas de cancer géstrico han ido disminuyendo en la mayoria de los
paises a nivel mundial por razones aun desconocidas. Esta disminucién es més dréstica
en los paises més desarrollados, que en la actualidad poseen las tasas de incidencia més
bajas del mundo (Parkin et al. 1999). Sin embargo el nuimero absoluto de casos de
cancer gastrico ha ido en aumento a través de los afios, debido al envejecimiento de la
poblacion (Mufioz 1998). En el afio 1980, este era el mas comun ¢« todns los cénceres a
nivel mundial, con un promedio de aproximadamente 6069400 casos nuevos-
diagnosticados, lo cual correspondia al 10,5% de todos los canceres (Statdlénder et al.
1999). En el afio 1985 ocurrieron alrededor de 755000 casos nuevos, 900000 en 1990 y
alrededor de un millén en 1995 (Boyle 1997, Mufioz 1998). Actualmente, el céncer

gastrico es el segundo més frecuente en el mundo (representa el 8.7% de todos los casos



de cancer registrados a nivel mundial) después del céncer de pulmén (Ferlay et al
2000).

Las tasas de incidencia y mortalidad presentan variaciones geograficas entre los
paises del mundo y entre regiones de un mismo pais (Sierra ef al. 1989, Webb et al.
1994, Statdlander et al. 1999). Asimismo, las tasas de incidencia y mortalidad son més
altas en hombres que en mujeres (Parkin et al. 1999). También se presentan diferencias
por edad, condicidén socioecondémica y dieta, entre otros (Parsonnet, 1993, McCulloch
1996, Statdldnder et al. 1999).

Tipos de cancer gastrico.

Existen varios tipos de cancer gastrico, los dos més frecuentes son el céncer
gastrico de tipo intestinal y el cancer géstrico de tipo difuso. Estos dos subtipos de
cancer tienen diferente etiologia y comportamiento biolégico. El cancer géstrico de tipo
intestinal, es el mas comun a nivel mundial, predomina en regiones geogréficas de alto
riesgo, se origina principalmente en la regién gastrica del antro v se caracteriza porque
hay una adhesién celular bien definida (Parsonnet 1993). Es originado a partir de una
secuencia de lesiones precursoras y se cree que atraviesa diferentes fases que van desde
mucosa normal; luego gastritis superficial (infiltracién en la mucosa de linfocitos o
células plasméticas, acompafiado de algunos cambios en el tejido epitelial); seguido de
gastritis crénica atrofica (atrofia de las glandulas secretoras de dcido acompafiado de
inflamacidén crénica); posteriormente metaplasia intestinal (aparicién de pequeflos
parches de tejido semejantes al epitelio intestinal dentro del estémago); displasia (células
con una alta actividad mitdtica, pérdida de polaridad y pleomorfismos nucleares) y por
ultimo céncer gastrico de tipo intestinal (Correa 1992). En algunos casos no se llega

hasta la fase final de esta serie de eventos, ya que el proceso podria detenerse en alguna
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de las fases, e incluso hasta podria ser reparada la lesion (Correa et al. 1990). Este tipo
de cancer se presenta en edad avanzada, con mayor frecuencia a partir de los cincuenta
afios y es mds frecuente en hombres que en mujeres (Ferlay et al. 2000).
El cancer géstrico de tipo difuso, generalmente involucra las regiones del fundus
y cardia del estdémago, carece de adhesidén celular (se forman infiltrados celulares o
células neopléasicas dispersas ya sea de una sola cvélula 0 en pequeiios grupos). Tiene una
incidencia relativamente constante, sin lesiones precancerosas identificables, se
- desarrolla més temprano en la vida y se cree que tiene un mayor componente genético

asociado en comparacién con el de tipo intestinal (Powell 1997).

Patogénesis de la enfermedad.

A través de la combinacion de estudios epidemioldgicos e investigaciones
“clinicas se ha formulado una hipdtesis sobre la patogénesis de esta enfermedad. El
primer paso en la serie de eventos, que podrian culminar en céncer gdstrico de tipo
intestinal, es la irritacién géstrica. Esta irritacién podria ser causada por un agente
ambiental, que desencadena la gastritis superficial y la gastritis awéfica, en ambas fases
juega un papel muy importante la bacteria Helicobacter pylori. En la gastritis crénica
atrofica aparece la hipoclorhidria, esto facilitaria el crecimiento de bacterias que habitan
en las inmediaciones del estomago. Cuandn se da un sobrecrecimiento de bacterias en el
estomago, se da la conversidn y sintesis de compuestos nitrogenados u oxigenados,
altamente mutagénicos (producto del metabolismo de dichos organismos o de los
mecanismos de defensa del hospedero en respuesta a la infeccién bacteriana), lo que

causa metaplasia intestinal, displasia y en Gltima instancia el cdncer gdstrico (Correa

1992).



Factores de riesgo.

Existen una serie de factores de riesgo de desarrollar cancer gastrico entre ellos:
la dieta (el bajo consumo de frutas y verduras y alto consumo de alimentos irritantes), la
formacién enddgena de compuestos nitrosados, la predisposicion genética que tengan las
personas a desarrollarlo (lo cual puede ser el factor determinante) y la infeccidn por
Helicobacter pylori (Sierra et al 1993, Kuipers 1999, Correa 2003). Todos estos factores
sumados, pueden desencadenar la secuencia de eventos histoldgicos que van desde una
mucosa gastrica normal a gastritis cronica, atrofia géstrica, metap1asia intestinal,
displasia y por ultimo cancer géastrico de tipo intestinal.

Factores dela dieta asociados con el cdncer gastrico.

Algunas sustancias carcindgenas pueden estar presentes en las comidas, o ser
introducidas o sintetizadas durante la preparacién y preservacion de los alimentos. Las
comidas irritantes como los picantes, los encurtidos, los embutidos ricos en compuestos
nitrosados, comidas con alto contenido de sal, alimentos almacenados en condiciones
inadecuadas, aumentan el riesgo de desarrollar cancer gastrico. El bajo consumo de
frutas y verduras limita la obtencidn de antioxidantes, como por ejemplo los tocoferoles,
el acido ascorbico y el B-caroteno, entre otros, los cuales pueden ser utilizados por el
organismo para eliminar, degradar o prevenir la formacién de compuestos con

propiedades carcinogénicas (Correa 1992, Parsonnet 1993).

Compuestos nitrosados
Existen potentes mutdgenos que causan la metilacion de los 4cidos nucleicos y
las proteinas. Sustancias como nitrosaminas, N-nitro-N-nitrosoguanidina (potente

mutigeno que causa la metilacién de los acidos nucléicos y proteinas), 6xido nitrico



(producto de los macréfagos del sistema inmune ante infecciones bacterianas, que al
acumularse puede provocar dafio celular), entre otros. (Statdlander ef al. 1999, EI-Omar
et al. 2000).

Los estudios en pacientes con gastritis cronica atréfica han demostrado que
compuestos como las N-nitrosaminas son sintetizadas intragdstricamente en estémagos
colonizados por bacterias a partir de nitratos y nitritos mediante enzimas bacterianas
(Sierra et al. 1993, El-Omar et «l. 2000). Algunas bacterias como por ejemplo
Helicobacter pylori, pueden producir compuestos nitrogenados de desecho, producto
de su metabolismo, que bajo condiciones normales de la mucosa gastrica son
eliminados. Conforme pasa el tiempo y la infeccién perdura, los sistemas fisioldgicos de
excrecién de dichos compuestos se dafian, por lo que se produce acumulacién de estos y
en Ultima instancia se traducen en dafios severos en la hebra de ADN, alteraciones en el
ciclo celular y eventualmente céncer gastrico (Statdldnder et al. 1999).

Susceptibilidad genética.

Los factores genéticos que aumentan la susceptibilidad de desarrollar céncer
gastrico pueden ser muchos. Se ha demostrado que la enfermedad puede estar presente
en las familias a través dos o tres generaciones y las personas que tienen familiares con
cdncer gastrico tienen un riesgo entre dos y tres veces mayor de desarrollarlo, en
comparacién con personas de la poblacién general (Brenner ef al. 2000). Sin embargo,
los resultados de este tipo de estudios deben ser interpretados con cautela ya que poseen
Jimitaciones metodoldgicas, puesto que los miembros de una misma familia ademas de
tener el componente genético comun, también comparten algunas costumbres, como por
gjemplo los hébitos alimenticios, por lb que es muy dificil separar el componente

genético del ambiental.



Las alteraciones genétipas son muy impoﬁantes en las diferentes etapas de la
carcinogénesis y progresion del tumor v pueden diferir dependiendo del tipo histolégico
de céncer gastrico. La investigacion a nivel molecular ha revelado anomalias genéticas y
epigenéticas que han sido relacionadas con el cancer gastrico a nivel de activacién de la
telomerasa, inestabilidad genética, activacién de oncogenes, inactivacién de genes
supresores de tumores, sobreexprexién de factores de crecimiento y citoquinas,
anomalias en genes reguladores del ciclo celular y en genes de reparacién del ADN
(Tahara et al. 1996, Yasui et al. 2001). Uno de los fines de la busqueda de alteraciones
genéticas seria utilizarlas como marcadores moleculares efectivos en el diagnéstico de
cancer gastrico, de manera este sea més efectivo v se pueda establecer con certeza la
fase en la que se encuentra la lesién, lo que facilitaria la deteccién temprana de cancer
ghstrico asi como de pacientes en alto riesgo de desarrollar dicha enfermedad (Tahara et
al. 1996, Yasui et al. 2001).

Se ha observado actividad anormal de algunos genes que codifican para
receptores o para factores de crecimiento entre ellos TGFa, TGF(, PDGF, IGF y EGFR,
de genes reguladores del ciclo celular como el caso de los genes CDK, los cuales
parecen tener un papel preponderante en el desarrollo de céncer géstrico al igual que la
familia de genes bcl. Tambiéﬁ se han observado alteraciones en la estructura y funcién
de miltiples oncogenes que han sido involucrados en el desarrollo y prugresion del
céncer gastrico, lo que provoca su activacidn, tal es el caso de c-ki-ras, c-erbB-2, K-sam,
hst/int-2, c-met y c-myc, ciclina E, p27, e inactivacién de genes supresores de tumores
como APC, DCC y RB1, asi como de los genes que expresan adhesinas (E-caderina, P-

caderina y o-catenina), cuyos productos proteicos pueden funcionar como proteinas



i inacti i oceso de
supresoras de tumores. Estos se activan o inactivan en diferentes etapas del pr

carcinogénesis (Tahara ef al. 1996, McCulloch 1996, Powell 1997, Statdlander et al.
1999, Yasui et al. 2001).

La inestabilidad genética podria estar relacionada con el cancer gastrico de tipo
intestinal. Mutaciones somaéticas en secuencias de microsatélites, producidas por errores
en la replicacién del ADN podrian traducir.se en inestabilidad genética o bien,
mutaciones en genes de la reparacién del ADN mal apareado podrian también ser las
causantes de inestabilidad (Tahara et al. 1996). En un estudio realizado por Tahara y
colaboradores (1996), encontraron inestabilidad en una secuencia repefitiva CA en un
42% de adenomas gastricos y en un 33% de personas con metaplasia intestinal, ambas
implicadas en el desarrollo de cancer géstrico de tipo intestinal, por lo que concluyeron
que la inestabilidad genética se presenta como un evento temprano en el proceso de
carcinogénesis gastrica.

La actividad de la enzima telomerasa, la cual es una ribonucleoproteina que
sintetiza la secuencia telomérica, es otra de las alteraciones que se ha detectado en
células carcinogénicas. En células sométicas normales, los telémeros sufren
acortamiento conforme ocurren las divisiones celulares, por lo tanto este proceso
funciona como un reloj mitdtico en el cual, a partir de cierto numero de divisiones, la
célula producto del proceso de amplificacion clonal muere. En células carcinogénicas se
ha observado una sobreexpresiéon de dicha enzima, por lo que no experimentan el
proceso normal de acortamiento telomérico y no entran en el proceso de senescencia o
en el mecanismo de apoptosis, lo cual se traduce en inmortalizacién celular. Esto ha sido
reportado en tejido gastrico éon metaplasia intestinal asi como en céncer gastrico, donde

se han visto telémeros més cortos de los que se observarian en células normales de



mucosa gastrica (Tahara et al. 1996)
P53 y cancer gastrico.

Uno de los genes supresores de tumores més importantes es el gen p53. Este gen
fue descrito en 1979 y fue el primer gen supresor de tumores en ser identificado.
Inicialmente, fue descrito como un oncogen, sin embargo en posteriores estudios,
llevados cabo a nivel genético y funcional, se descubrié su verdadera funcién como
supresor de tumores. Tanto el gen como su producto proteico han llegado a ser el centro
de intensa investigacion, debido a que-algunos estudios sefialan que en mas del 50 por
ciento de todos los cénceres humanos la proteina p53 no es funcional como resultado de
mutaciones en este gen (Levine 1997, Vogelstein et al. 2000).

p53 es una fosfoproteina de 393 aminoéacidos, con peso molecular de 53kD. En
su forma nativa dicha proteina es tetramérica, con 5 dominios estructurales y
funcionales. Un dominio estéd relacionado con el proceso de activacion transcripcional,
un segundo dominio, especifico de unién al ADN, un tercer dominio de tetramerizacidn,
otro dominio cuya funcién es el reconocimiento y unién a ADN dafiado y un quinto
dominio, rico en residuos del aminodcido prolina, el cual podria estar relacionado con
procesos de sefializacidn y activacidn de la transcripcidn (Walter y Levine 1996).

La proteina p53 acta a nivel nuclear por lo que, normalmente, suele encontrarse
acumulada en el nlcleo en bajas concentrariones, debido a que posee una vida media
corta (aproximadamente 20 minutos). Sin embargo, varios tipos de estrés celular pueden
activar la transcripcidén de dicha molécula, lo cual resulta en un rdpido aumento en los
nivelés de expresion de esta o bien, en una disminucién en el proceso de degradacién de
la misma (Fenoglio-Preiser et al 2003). Pero no solamente es necesario un aumento en

los niveles de p53 para que ésta ejerza su funcidn, ademdas son necesarios cambios en la



conformacién de la proteina, los cuales resultan en modificaciones tales como la adicién
o remocién de grupos fosfatos, acetil, glicosil, ribosa, entre otros (Vogelstein et
al.2000).

Existen varias vias para la activacién de la proteina p53 que pueden responder a
diversas formas de estrés celular. p53 puede activarse en respuesta a dafios en la
molécula de ADN, inducidos por factores como fadiacién ultravioleta o dafios de origen
quimico, lo cual produce un rdpido aumento en los niveles de p53 y en su activacién
como factor de transcripcién. Una segunda forma de activacién de p53 es en respuesta a
la hipoxia celular de las células cancerosas, cuando la fuente de metabolitos necesarios
para el crecimiento tumoral se convierte en un factor limitante. Esto activa diversos
mecanismos que desencadenan. el fendmeno de angiogénesis; lo-cual es detectado como
una sefial de alerta por proteinas asociadas con la activacién de p53. Un tercer
mecanismo de activacién de p53 se produce cuando las concentraciones celulares de
ribonocledtidos caen por debajo de cierto valor umbral, lo cual es interpretado como
seflal de alerta por proteinas de ciertas vias de activacién de p53 (Levine 1997,
Vogelstein et al. 2000). Otra via de activacién de p53 estd relacionada con la expresion
de ciertos oncogenes, lo cual estimula la transcripcién de genes como pl4* RF v éste a
través de una serie de eventos, induce la activacidn de p53 (Vogelstein et al. 2000). Por
lo tanto, es claro que existen varias vias que pueden activarsc de forma independiente o
bien podrian, estar interconectadas y que en ultima instancia conducen a la activacion de
la proteina p53 ante una situacién de estrés celular.

p53 ejerce su funcién como supresor de tumores mediante dos mecanismos de
accién. Dicha proteina es un factor de trascripcién que actia regulando de forma

negativa el ciclo celular en la fases de transicién de Gl a S y de G2 a M, o bien
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regulando de manera positiva la transcripcién de algunos genes, cuya funcidén estd
relacionada con la regulacién del ciclo celular. Ademés, pS3 desempefla un papel
determinante en el proceso de muerte celular programada o apoptosis (Levine 1997). Por
lo tanto, dicha proteina puede responder a multiples sefiales de alarma celular
incluyendo dafios a nivel del ADN, perturbaciones en la regulacion o el arresto del ciclo
celular, (Walter y Levine 1996, Vogelstein et al. 2000, Fenoglio-Preiser et al 2003). p53
también desempefia un papel fundamental en la prevencién de la transformacién celular,
controlando la proliferacion de células potencialmente oncogénicas. Ademaés, P53 actia
como un estabilizador gendmico, asi como un inhibidor de la angiogénesis (Fenoglio-
Preiser et al 2003).

El gen pS53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17pl13), se
compone de 11 exones y es uno de los genes mds cominmente mutados en todos los
tipos de tumores humanos. Las mutaciones para dicho gen producen,
predominantemente, pérdida de la capacidad de unién de la proteina a la hebra de ADN,
la inactivaciéon de la misma, o bien, la induccién de cambios en su conformacion
(Hollstein et al 1991, Lane 1992). La pérdida de funcién de dicha proteina puede
resultar en errores en el proceso de replicaciéon del ADN, aumento en la inestabilidad
genética, cambios en la ploidia y supervivencia de células con aumentos en su carga
mutacicnal. Dicha pérdida de funcién puede ser el resultado de mutaciones, deleciones
génicas bialélicas que producen la pérdida de la proteina de PS3, asi como de
polimorfismos genéticos que provocan cambios de aminoédcidos en la secuencia proteica
(Fenoglio-Preiser et a/ 2003).

Se conocen regiones especificas del gen en las cuales se producen con mayor

frecuencia mutaciones. Se ha observado que entre los exones niimero 5 y nimero 8 es
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donde mas frecuentemente ocurren mutaciones, especificamente en los codones 175,
213, 245, 248, 273 y 282, y que dichas alteraciones en su mayoria corresponden a
mutaciones de punto (cambios en un solo nucleétido). Esta es la region del gen donde se
concentran los aminodcidos mas conservados. Ademas, predominan las transversiones
sobre las transiciones (Hollstein et al. 1991, Hsieh et al. 1996, Tolbert et al. 1999). La
mayoria de las mutaciones que se encuentran entre los exones 5 y 8 son somaticas es
decir, generalmente son exclusivamente encontradas en ADN que ha sido extraido a
partir de tejido tumoral. Se ha observado que si se compara contra ADN extraido de
tejido no tumoral, adyacente al tumor, la mayorfa de dichas mutaciones no son
encontradas en este tejido, lo cual sugiere que dichos eventos se producen en las
diferentes etapas del proceso de carcinogénesis (Hollstein ef al. 1991, Hsieh et al. 1996). -

p53 también presenta variantes polimoérficas de linea germinal, es decir cambios
en la secuencia del gen, que generalmente no son debidos a eventos de mutacién. Uno de
dichos sitios polimoérficos estd localizado en el exén ndmero cuatro, especificamente en
el coddn 72 del gen (Shepherd et al. 2000). Dicho polimorfismo consiste en un cambio
en una Unica base (guaniha por citosina), lo cual da como resultado el cambio de un
aminodcido en la secuencia de la proteina. Entonces, la presencia de los nucledtidos
CGC en el codén 72 codifica para el aminodcido arginina (Arg), mientras que la
presencia del codén CCC codifica para ¢! aminoécido prolina (Pro). Dicho polimorfismo
ha sido asociado con algunos tipos de cancer como por ejemplo cincer de pulmén y
vejiga, entre otros (Oka et al. 1991, Wang et al. 1999, Fan et al.2000).

Algunos estudios han encontrado asociacién entre el polimorfismo del codén 72,
en el exon cuatro del gen pS53 con cdncer gastrico. La presencia del trinucledtido CCC,

que codifica para prolina, en dicha posicién ha sido asociada con un aumento en el
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riesgo de desarrollar céncer gastrico (Shepherd et al. 2000, Hiyama et al. 2002); Sin
embargo podria existir diferencia en el riesgo de acuerdo al tipo histolégico de cancer
gastrico, asi como diferencias por sexo y grupo étnico (Tolbert et al. 1999, Shepherd et
al. 2000, Hiyama et al. 2002). Igualmente, estas diferencias por sexo y grupo étnico han
sido reportadas para otros tipos de cancer (Wang et al. 1999). A pesar de esto dicha
asociacion no esta del todo clara, por lo que se héce necesaria mas investigacién.

Estudios recientes han relacionado el polimorfismo del codén 72 de p53 con la
sobrevida de los pacientes con cancer gastrico. Se observé un aumento en la frecuencia
del genotipo homocigoto para el trinucleétido CGC, que codifica para Arginina (Arg),
asociado a un aumento en la edad de los pacientes de céancer gastrico (Zhang ef al.
2003). Ademas se observo en un estudio posterior, que pacientes con céncer gastrico
avanzado y que presentaban el genotipo heterocigota p53 Arg/Arg, presentaban una
mayor sobrevida (Zhang et al. 2004). Esto podria atribuirse a que existen diferencias
marcadas en la capacidad de inducir apoptosis y reprimir la transformacion celular entre
uno y otro genotipo del polimorfismo del codén 72 de p53 (Thomas et al. 1999).

Para el gen p53 se han reportado alteraciones en casos de metaplasia y displasia,
asi como en mas del 60% de los casos de cancer gastrico, independientemente del tipo
histolégico de cancer (McCulloch 1996, Tahara ef al. 1996, Powell 1997, Yasui et al.
2001,). Este gen esta ampliamente relacionado con el proceso de apoptosis en cualquier
tipo de tejido, incluyendo el epitelio intestinal, producido por cualquier estimulo
patolégico o fisiologico. Una de las vias apoptéticas en células del epitelio intestinal
esta asociada con un aumento en la expresién del oncogén c-myc y la expresién normal
de p53. Cuando éste estd mutado el proceso de apoptosis no ocurre de forma adecuada,

por lo tanto se da una sobreexpresién de c-myc que, sumado a otros factores,
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desencadena el proceso de carcinogénesis (Wong et al. 1999); Asi mismo, variantes de
un nucle6tido asociadas a cambios en la secuencia de aminoécidos en la proteina p53,
podria dar como resultado cambios en la estructura de dicha proteina, con lo cual se
podria ver afectada de forma parcial o total la funcidn que cumple dicha molécula en los
procesos de regulacion del ciclo celular y apoptosis, 1o que en tltima instancia se podria
traducir, junto con otros eventos, en el proceso dé ‘carcinogénesis géstrica (Thomas et al.
1999, Shepherd et al. 2000, Hiyama et al. 2002,).

Helicobacter pylori y cancer gastrico.

La infeccién por Helicobacter pylori es considerada uno de los factores mas
importantes en el desarrollo del cancer géstrico. En junié de 1994, la Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC), perteneciente a la
Organizacion Mundial de la Salud, declard a esta bacteria como un cancerigeno de
primera clase, lo que la sitia entre los agentes tumorales géstricos mas peligrosos
(Blaser 1996).

Fue aislada por incubacién accidental a inicios de los afios ochenta por el
patélogo australiano Robin Warren y su colaborador Barry J. Marshal en el hospital
Royal Perth, a partir de biopsias gastricas de pacientes con gastritis y tlcera péptica.
Esta bacteria fue denominada inicialmente como Campilobacter pyloridis debido a su
semejanze con otras bacterias del género Campilobacter que habitan el tracto
gastrointestinal y posteriormente, después de una serie de revisiones, se le da el nombre
de Helicobacter pylori (Blaser 1996). Actualmente, podemos catalogar a H. pylori como
la causa de una de las infecciones bacterianas cronicas mas extendidas en el mundo,
debido a que la mitad de la poblacidén mundial esta infectada con dicha bacteria (Blaser

1996, Covacci et al 1999, El-Omar et al. 2000). Ademads, estd presente en algin
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momento de la etapa precancerosa, en cerca de un sesenta por ciento de los casos de
cancer géstrico (Kuipers 1999, Statdlander et al. 1999, Brenner et al. 2000).

En la mayoria de las personas (cerca del 70%) no causa sintomas, sin embargo
quien porta esta bacteria presenta un riesgo entre dos y tres veces mayor de desarrollar
cancer gastrico (Blaser 1998, Kuipers et al. 1999). En general, la prevalencia de la
infeccién es més alta en paises en desarrollo, én los grupos de mayor edad y en los
grupos con nivel socioecondmico bajo (Sierra 1992, Blaser 1996). La infeccion ;;or A
pylori es adquirida principalmente en la nifiez y frecuentemente los nifios son infectados
por las mismas cepas que infectan a uno de sus padres, esto hace suponer que la familia
es la unidad central de transmisiéon para H. pylori. Una vez que el estémago es
colonizado por la bacteria esta persiste por décadas o bien por toda la vida del
hospedero. El modo de transmisién es desconocido, pero la hipdtesis méas aceptada es
que este organismo, se transmite de manera directa de persona a persona por heces
humanas, contenidos géastricos, o bien por equipo endoscépico contaminado (Covacci et
al. 1999).

H. pylori es una bacteria gram-negativa, con forma de espiral que tolera ciertos
niveles de acidez y ademés utiliza una variedad de estrategias para sobrevivir en el
ambiente acide del estémago. Por ser un organismo que logra sobrevivir por décadas en
condiciones extremas y al igual que otras bacterias especializadas para sobrevivir en
ambientes similares, Helicobacter pylori tiene un genoma pequefio (1.67 megabases),
conteniendo solamente los genes realmente necesarios para la expresién de proteinas que
participan en sus procesos metabdlicos (Covacci et al. 1999). Esta bacteria, posee una
enzima ureasa, la cual descompone la urea en diéxido de carbono y amoniaco y este

tltimo producto puede neutralizar la acidez gastrica; vive en la capa mucosa que recubre
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la superficie del estémago, lo que le da cierta proteccién contra los 4cidos que este
érgano produce; puede nadar a través de estas secreciones mucosas gracias a la
presencia de un flagelo, esto le permite alcanzar regiones estomacales donde el pH es
mas alto y adherirse fuertemente a las células epiteliales de dicha regién; alcanzan picos
de crecimiento éptimo con niveles de oxigeno hasta del 5% (propios de la capa mucosa

del estdbmago) (Blaser 1996, Covacci et al 1999, Statdlénder 1999).

H. pylori es una bacteria con una enorme diversidad genética. Dicha diversidad
estd en determinadas regiones del genoma bacteriano, de talv forma que algunas cepas
pueden ser consideradas “cuasiespecies”. Entre las méds conocidas estan las variantes en
la regién que comprende el gen de la toxina VacA, asi como de la regién donde se
encuentra el gen CagA. Sin embargo, el genoma completo de dicho organismo, por si
mismo, no es tan diverso. Estas diferencias sugieren la existencia de algunas cepas més
virulentas que otras, aun cuando comparten muchas caracteristicas estructurales y
fisioldgicas (Covacci ef al. 1999). Esta gran diversidad es consecuencia del ancestro de
la bacteria, su nicho en las diferentes poblaciones humanas, sus enormes nimeros por
hospedero colonizado (entre 10° y 10'° organismos por estémago), su alta tasa de
mutacién y la facilidad con la que puede darse intercambio de genes entre las diferentes
cepas bacterianas (Blaser 1998).

Los niveles de acidez en el estdémago juegan un papel importante para la
supervivencia, proliferacién y colonizacién de la bacteria H. pylori. Asi, una alteracién
en las condiciones de acidez que lleve a un aumento del pH a niveles de 4 o ain
mayores, puede facilitar que la bacteria logre establecerse mads fécilrﬂente que bajo
condiciones de pH normales y residir de forma permanente ahi (Statdldnder et al. 1999).

El sistema inmune juega un papel importante ante la infeccién por la bacteria

—
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Helicobacter pylori. Esta bacteria causa inflamacién, la magnitud de esta depende de la

cepa bacteriana presente v de los mecanismos de reaccidn del hospedero en respuesta al
patégeno (Covacci et al. 1999, El-Omar et al. 2000). La respuesta inmune a
Helicobacter pylori mvolucra a un complejo grupo de quimioquinas (IL-8), citoquinas
pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-o) vy citoquinas inmunosupresoras (IL-10)
(Statdlgnder et al. 1999, E1-Omar 2001).

La respuesta normal de un huésped ante infecciones bacteriales o de otros
antigenos es la inflamacién. Este es un proceso que produce movimiento de fluidos y
leucocitos de la sangre al tejido extravascular afectado por la infeccién. El aumento en la
velocidad del flujo sanguineo causa dolor, mientras que la acumulacién de fluidos y
células causa edema local ademéas de dolor. Esta respuesta inflamatoria estd fuertemente
regulada por las citoquinas (Sharon 1998).

Citoquinas.

Las citoquinas son péptidos o glicopéptidos secretados por células del hospedero,
que influyen en el comportamiento de otras células cercanas (accién paracrina) o de las
mismas células que las producen (accién autocrina) (Sharon 1998, Krakauer ef al. 1999).
Las citoquinas son proteinas de masa molecular relativamente pequefia (entre 8 y 25
kDal) que suelen estar formadas por una sola cadena de aminodcidos. Regulan una serie
de procesos bioldgicos importantes tales como: el crecimiento celular, la activacion
celular, la inflamacion, la inmunidad, la reparacién tisular, la fibrosis, y la morfogénesis
(Krakauer et al. 1999). El mensaje es variable y depende de la citoquina, de las células
blanco, del tipo de receptor y del ambiente celular (Sharon 1998).

La accién de las citoquinas es similar a las hormonas. Ejercen su efecto por
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unién a receptores especificos de la membrana celular, iniciando una sefial de
transcripcion en el interior de las células que culmina con la transcripcidén de genes. De
esta forma las citoquinas median la comunicacién celular entre células productoras de
citoquinas y sus células blanco (Sharon 1998). Las citoquinas también pueden
‘intensificar o inhibir el efecto de otras citoquinas por lo que sus efectos pueden ser
sinergisticos o antagonistas. Estas son producidas y secretadas en pequefias cantidades
pero son capaces de inducir fuertes respuestas bioldgicas debido a la alta afinidad por
sus receptores especificos y porque, generalmente, actian a corta distancia de donde son
producidas (Sharon 1998). Aunque las citoquinas son consideradas como una “familia”,
este concepto es funcional y no estructural ya que estas no estdn relacionadas
quimicamente entre si. De todas formas, existen parejas de citoquinas que comparten
hasta un 30% de sus secuencias, éste es el caso de interleucina-la e interleucina-1(3
(Oppenheim et al. 2001).

Interleucinas.

La denominacién de interleucina se remonta al afio 1981. En aquel momento
fueron definidas como moléculas sintetizadas por los leucocitos y que también ejercian
sus efectos sobre dichas células, sin embargo la investigacién realizada ha demostrado
que afectan muchos tipos de células y que algunas son sintetizadas por células diferentes
a los leucocitos ( Shwcon 1998, Krakauer et al 1999). Se conocen 29 vias de
interleucinas, las principales células sobre las que ejercen sus efectos van desde células
T y B, hasta los fibroblastos y células endoteliales (Oppenheim et al. 2001). Su accién
sobre las células blanco es muy diferente, dependiendo del tipo de interleucina, por lo

que pueden desencadenar un amplio repertorio de respuestas fisiologicas.
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Interleucina-1

Interleucina-1 (IL-1) es una citoquina pro-inflamatoria, producida por muchos
tipos de células, entre ellas: keratinocitos, epitelio de la cornea, linfocitos, astrocitos,
células endoteliales, neutréfilos, células del musculo liso, siendo monocitos y
macro6fagos los principales productores de IL-1 (Oppenheim et al. 2001). El nombre
IL-1 abarca tres diferentes proteinas, IL-1B, IL-1a e IL-1Ra, las cuales son codificadas
por genes diferentes (Sharon 1998). Dichas proteinas son sintetizadas como precursores
de IL-1 y, a través de modificaciones postraduccionales, son procesadas a sus formas
activas (Dinarello 1996). Las tres son moléculas de bajo peso molecular (Siders et al.
1993).

Las tres proteinas IL-1 se unen a dos tipos especificos de receptores, receptor de
IL-1 tipo I y receptor de IL-1 tipo II (IL-1RI e IL-RII). Estos receptores se pueden
encontrar en dos formas, en la membrana plasméatica de las células blanco sobre las que
gjercen su efecto, unidos a través de una regién de transmembrana, o bien se pueden
encontrar libres en la circulacién sanguinea y linfética, los cuales son producidos por
proteolisis enzimatica de la forma unida a membrana por lo que se conocen como
receptores solubles para IL-1 (IL-1sI e IL-1sII). Dichos receptores son codificados por
genes diferentes, a pesar de eso comparten bastante homologia estructural. Sin embargo,
s6lo IL-1RI es capaz de producir scfiales de activacion de la trascripcién, mientras que
IL-1R1I, asi como las formas solubles de ambos tipos de receptores actilan como

3

moléculas “sefiuelos”, dado que IL-la asi como IL-1B son capaces de unirse a dichos

tipos de receptores con alta afinidad pero no se da activacién de la trascripcion

(Dinarello 1996).

El efecto de IL-1 en la expresiéon génica puede darse de dos formas, ya sea
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iniciando el mecanismo de transcripcién o bien, estabilizando el ARNm de una variedad
de genes. La citoquina IL-1 es capaz de aumentar la expresién de varios genes, entre
ellos la familia de genes de IL-1, asi como de otras citoquinas inflamatorias, factores de
crecimiento de linfocitos, factores estimuladores de colonias y factores de crecimiento
mesenquimales entre otras. Asimismo, algunos genes de expresién constitutiva son
suprimidos por IL-1. Por otro lado, IL.-1 induce la trascripcién de una gran variedad de
genes relacionados con el proceso de inflamacidn entre los que podemos citar el gen que
expresa la fosfolipasa-A, de tipo 2 y el gen que expresa ciclooxigenasa. tipo 2 (COX-2)
(Dinarello 1996)

Los genes que codifican para las proteinas IL-1B, IL-1a e IL-1Ra se encuentran
agrupados en una regién de 430Kb en el brazo largo del cromosoma 2 (Nicklin et al.
1994). El gen IL-1B (que codifica para la proteina IL-1p ) esta localizado en la banda
2ql4, ligado al gen IL-1A (que expresa IL-la), que se encuentra en la banda 2ql3.
Ambos genes se componen de 7 exones, IL-1A no presenta en su regién promotora una
caja TATA, sino un motivo TACAA v una regidn intensificadora de sefial (“enhancer”)
4.2 Kb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcidn. La regién promotora de IL-
1B si presenta una caja TATA. (Dinarello 1996).

El receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra) es una molécula enddgena capaz de
suprimir los procesos inflamatorios (Clay et al. 1996, Oppenheim et al. 2001). Este
actiia como inhibidor para la activacién de la trancripcién y bloquea competitivamente la
unién de IL-1a. e IL-1B a su receptor celular (Oppenheim et al. 2001). IL-1Ra se une al
receptor de IL-1 por una semejanza estructural en los dominios de unién entre las dos

proteinas, pero la unién es un poco diferente y esto hace que el receptor no sea activado
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y que no se transmita una sefial de transcripcién. Por lo tanto, IL-1Ra controla los
procesos inflamatorios, evitando que la respuesta inflamatoria ante algin tipo de
infeccion sea excesiva y de esta forma pueda ser controlada, manteniéndose el balance
adecuado (Dinarello 1996). El gen IL-1RN, que codifica para este receptor se encuentra
en la misma regién de IL-1B e IL-1A, en el brazo corto del cromosoma 2, en la banda
ql4.2 (Clay et al. 1996). Se ha determinado un grado moderado de desequilibrio de
ligamiento entre estos tres genes (Cox et al, 1998).

Recientemente, El-Omar y colaboradores (2000), Machado y colaboradores
(2001), Tseng v colaboradores (2001) han estudiado el gen IL-1B, que codifica para la
proteina pro-inflamatoria IL-1(, asi como el gen IL-1RN, que codifica para su receptor
proteico antagonista. Ambos genes son polimorficos. En el caso de IL-1B estos
polimorfismos consisten de cambios de una sola base (transiciones citosina-timina) en
regiones corriente arriba o corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcién (Tseng et
al. 2001). Para el gen IL-1RN, los polimorfismos presentan un nimero variable de
repeticiones en tindem de un segmento de 86 pares de bases, en el intrén ntmero dos de
este gen (Tarlow ef al. 1993). Se han encontrado diferencias significativas entre grupos

étnicos en las frecuencias genotipicas de los polimorfismos, tanto del gen IL-1B como

de IL-1RN (Tseng ef l.2001).

Interleucina-1y cincer gastrico.
Tanto El-Omar y colaboradores (2000) asi como Machado y colaboradores
(2001) han encontrado que algunos polimorfismos de los genes IL-1B e IL-1RN ( IL-

1B-31C, IL-1B-511T e IL-1RN*2) estdn asociados con un aumento €n el riesgo de
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desarrollar cancer gastrico ya que pueden afectar la secrecion de los 4cidos gastricos en
el estémago. Esto ha sido confirmado en estudios llevados a cabo en modelos animales,
donde se ha observado que la inhibicién en la secrecién de 4cidos gastricos estd asociada
a un aumento en los niveles de la proteina IL-1f o bien de mARN IL-1f en la mucosa
gastrica (Beales y Calam 1998, Takashirﬁa et al. 2001). Mas recientemente se ha
confirmado la asociacién de los polimorfismos de IL-1B e II-1RN con el aumento en el
riesgo de céncer gastrico (Furuta et al.2002, Rollinson et al. 2003, Zeng et al. 2003).
Dichos polimorfismos pueden aumentar la expresién de la proteina IL-18, con lo cual se
produciria inhibicidn en la secrecién de dcidos gastricos en el estomago.

A pesar de lo anterior, existe cierta controversia acerca del papel que pueden
estar jugando los polimorfismos de IL-1B e IL-1RN en el desarrollo de cancer gastrico.
Algunas investigaciones llevadas a cabo en poblaciones asidticas no han encontrado una
asociacidn estadisticamente significativa de dichos polimorfismos con el riesgo de
desarrollar cancer géstrico (Kato et al. 2001, Lee et al. 2003, Wu et al. 2003). Por tanto,
pareciera que la asociacién de los polimorfismos de IL-1B e IL-1RN con céancer géstrico
podria variar dependiendo del grupo étnico, entre otros factores.

Recientemente se ha investigado el papel de los polimorfismos de IL-1B e IL-
IRN en otros tipos de lesiones gastricas precancerosas. Furuta y colaboradores-(2002)
encontraron una asociacién positiva para los polimorfismos del gen IL-1B .con gastriic
atréfica e hipoclorhidria, dos de las principales lesiones precursoras del proeese de
carcinogénesis gastrica de tipo intestinal. También se ha observado una asogeiacidn
positiva de dichos polimorfismos con el aumento de pH del jugo géstrico, asi como con
la disminucién en los niveles de pepsinégeno I (PG I) en suero y en la proporcién PG

/PG II (los niveles de pepsinégeno I y el valor de la razén PG I/PG Il se ven reducidos,

o
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de forma significativa con el aumento de la extension y severidad de la inflamacién y de
la atrofia en la region del corpus). Sin embargo, los efectos de los polimorfismos de IL-
1B se ven limitados a sujetos infectados con la bacteria H. Pylori, 1o cual resalta la

importancia de este organismo en el proceso de carcinogénesis géstrica (Furuta et al.

2002).

Estudios recientes han encontrado asociacién altamente significativa de los
polimorfismos de IL-1B e IL-1RN con el riesgo de ulcera duodenal. En este caso, se ha
determinado que la presencia de los polimorfismos de IL-1B e IL-1RN, que aumentan el
riesgo de desarrollar cancer gastrico, estdn asociados con una disminucién en el riesgo
de desarrollar ulceras duodenales (Garcia-Gonzélez et al2001, Garcia-Gonzélez et
al.2003). La dlcera duodenal, se caracteriza por la presencia de gastritis,
predominantemente en la regién antral del estomago, asi como de una excesiva
secrecion de &cido gastrico (Troost et al. 2003). De esta forma los polimorfismos de las
interleucinas, cuyo efecto es aumentar la expresidén de la proteina IL-1, podrian estar
asociados con una disminucion en el riesgo de desarrollar Glcera duodenal.
Interleucina-1, Helicobacter pylori y cancer gastrico.

Se ha observado asociacion entre la tasa de infeccidn por H. pylori y algunos
polimorfismos de IL-1B. Se ha determinado que los individuos que portan determinados
polimorfismos en las posiciones -31 y -511 del gen IL-1B podrian ser més vulnerables
de contraer dicha bacteria y que ésta logre colonizar y persistir, més facilmente, en el
estdmago. Ademds, se observan diferencias en las frecuencias alélicas para esos
polimorfismos, al comparar poblaciones de origen caucédsico con individuos de origen
asiatico, lo anterior sugiere que algunos polimorfismos de IL-1B podrian estar marcando

diferencias en cuanto a la vulnerabilidad para contraer . pylori entre los diferentes
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grupos étnicos (Hamajima et al. 2001).

Recientemente se ha encontrado asociacién entre los polimorfismos de riesgo de
los genes IL-1B-511 e IL-RN, el tipo de cepa de H. pylori y cancer gastrico. Asi, sujetos
que son portadores del genotipo IL-1B-511T/-31T y homocigotos para el alelo IL-
IRN*2, v que ademéas presentan cepas bacterianas de los tipos vacAsl®, vacAml y
cepas cagA positivas, presentan un mayor riesgo de desarrollar carcinomas gastricos asi
como algunos tipos de lesiones gastricas precancerosas, tales como atrofia glandular o
atrofia gastrica, metaplasia intestinal asi. como inflamacién severa. Ademds, dichos
estudios confirman que los genotipos de riesgo para IL-1B e IL-1RN, asi como los
genotipos bacterianos mas virulentos, se encuentran mas frecuentemente en pacientes
con lesiones gastricas precancerosas avanzadas y céncer gastrico, en comparacién con
individuos controles (Figueiredo et al. 2002, Rad ef al. 2003). Estos estudios sugieren
que existe una interaccién sinergistica entre factores de virulencia bacterianos y
polimorfismos de IL-1 que conducen a un mayor riesgo de desarrollar lesiones
precancerosas severés y por lo tanto a aumentar el riesgo de desarrollar cancer géstrico.

Algunos estudios indican que factores relacionados con el estilo de vida, en
interaccién con los polimorfismos de IL-1B e IL-1RN, podrian aumentar la probabilidad
de infeccién por H. pylori. Factores como el fumado y el consumo de alcohol, sumado a
la presencia de ciertos polimorfismos del gen IL-1B, han sido asociados con un aumento
en el riesgo de infeccién por dicha bacteria lo cual podria aumentar el riesgo de
desarrollar cancer gastrico. Sin embargo, estos resultados no son del todo concluyentes
debido a que han sido llevados a cabo en un solo grupo étnico por lo que se requiere
mayor investigacién (Hamajima et al. 2002, Uno ef al. 2002). Existe algin grado de

controversia al respecto (Rad et al. 2003).
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Por otro lado, ademéas de los polimorfismos de IL-1, existen polimorfismos
funcionales en otras interleucinas pro inflamatorias o anti inflamatorias, los cuales
podrian estar actuando de forma sinergistica con los polimorfismos de IL-1 ¥y
contribuyendo asi con el aumento en el riesgo de desarrollar céncer géastrico.
Recientemente, se demostrd que algunos polimorfismos en los genes que codifican para
el factor de necrosis tumoral q, interleucina-10, sumados a los polimorfismos de riesgo
IL-1, confieren un aumento aun mayor en el riesgo de desarrollar esta enfermedad. De
manera que, si una persona posee entre tres y cuatro polimorfismos de riesgo de los
genes anteriormente mencionados, el riesgo de desarrollar cancer gastrico podria ser
hasta 27 veces mayor (El-Omar ef al. 2001, EI-Omar ef al. 2003).

Con base en los estudios llevados a cabo se ha formulado una hipdtesis que
explica el aumento en el riesgo de cancer géastrico atribuible a algunos polimorfismos de
IL-1B e IL-1RN. Los alelos de dichos genes, que han sido asociados con aumento en el
riesgo de cancer gastrico, se relacionan con un aumento en los niveles de expresién de la
proteina IL-1fB, la cual es el méas potente inhibidor de la secrecién de dcidos géastricos
hasta ahora conocido (El-Omar 2001). Asi, individuos que portan los genotipos
anteriormente citados (IL-1B-511/-31/IL-1RN*2), sobreexpresan IL-103 en respuesta‘ ala
infeccion por parte de la bacteria Helicobacter pylori, lo que desencadena una vigorosa
respuesta inflamatoria, atrofia gdstrica, e hipoclorhidria. Una disminucién en la
secrecion de acido podria facilitar la colonizacion de la bacteria Helicobacter pylori, asi
como de otras bacterias menos adaptadas a vivir en condiciones de acidez extrema
(Furuta et al. 2002, Mccoll y El-Omar 2002). Lo anterior, puede causar dafio severo en

la mucosa gastrica, por la acumulacién de toxinas bacterianas y otros productos que son
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secretados durante el proceso de inflamacién. Debido a que la disminucién en la
secrecidn de 4cidos impide que dichos compuestos puedan ser eliminados de forma
eficaz del estémago. Muchas de las sustancias acumuladas son peréxidos y compuestos
nitrosos, conocidos agentes mutagénicos. En ese ambiente también se reducen los
niveles de vitamina C, lo que facilita la produccién de estos compuestos mutagénicos
(Troost et al. 2003, El-Omar et al. 2000,). Estos compuestos causan la ruptura de genes
imporﬁantes para la regulacidn del ciclo celular, la apariciéon de mutaciones que causan
activacidn de oncogenes, inactivacién de genes supresores de tumores, sobreexprexion
de factores de crecimiento, anomalias en genes reguladores del ciclo celular, genes de
reparacidn del ADN, entre otras anomalias y estos dafios, en tltima instancia llevarian al
cdncer gastrico (Mccoll y El-Omar 2002, Ems 1999). Estos polimorfismos actian en
etapas tempranas del proceso de carcinogénesis y cuando el organismo estd infectado
por H. pylori (Troost et al. 2003).

Ademas de los factores de riesgo anteriormente citados, existen otros factores
genéticos relacionados con el proceso inflamatorio, con el mecanismo apoptdtico, asi
como del genoma de H. pylori, los cuales podrian estar interactuando con los
polimorfismos de IL-1B e IL-1RN. Este podria ser el caso de polimorfismos en los
genes que codifican para las citoquinas IL-la, TNF-a, IL-10, entre otras proteinas
relacionadas con el mecanismo inflamatorio en respuesta a la infeccién por H. pylori

(El-Omar et al. 2001, Peek v Blaser 2002).
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Interleucina-10 y el cdncer géstrico.

Interleucina-10 (IL-10) es una proteina perteneciente al grupo de las citoquinas.
IL-10 es una potente citoquina inmunorreguladora, la cual es producida por una serie de
lineas celulares tales como monocitos, células T, keranocitos, células B activadas, entre
otras (principalmente células Th2). Esta proteina fue descrita como un factor inhibidor
de la produccién de citoquinas relacionadas con los mecanismos pro- inflamatorios, asi
como de las células involucradas en la respuesta pro- inflamatoria (células Thl), por lo
que se denominé factor inhibidor de la sintesis de citosina (CSIF). Posteriormente se han
descrito efectos inhibidores asi como efectos estimuladores de dicha molécula en varios
tipos de células (Yee et al.2001, Fickenscher et a/.2002).

IL-10 forma parte de una familia de citoquinas, debido a que presenta gran
similitud estructural con otras moléculas. Las cinco moléculas con similitudes
estructurales con IL-10 son IL-19, IL-20, IL-24/MDA-7, IL-22IL-TIF e IL-26/AK155,
sin embargo dichas proteinas presentan funciones y patrones de expresién muy
diferentes a IL-10. Ademas, comparte una gran similitud con su homélogo en ratones
(aproximadamente 73% de la secuencia es idéntica), as{ como con algunas proteinas de
origen viral, tanto a nivel estructural asi como funcional (Fickenscher et al2002). Se
cree que éstas [L-10 virales podrian haberse originado a partir de duplicacién del gen
que codifica para la IL-10 humana y heber sido incorporadas posteriormente, en el
genoma de los diferentes virus que las portan (Moore et al. 2001).

IL-10 es una proteina de aproximadamente 178 aminoécidos, cuyo peso
molecular es de aproximadamente entre 17 y 18 kDa. Presenta una estructura
tridimensional muy similar a una familia de citoquinas conocidas como interferones. Al

igual que estas, IL-10 es una proteina compuesta por dos dominios, exactamente
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idénticos, unidos de forma no covalente (Moore et al. 2001); dichos dominios presentan
forma de V y consisten de 6 a hélices, cuatro de éstas se originan de una subunidad y
dos de la otra subunidad (Fickenscher et a12002). -

IL-10 se une a un receptor en sus células blanco compuesto por dos subunidades,
IL-10R1 e JL-10R2. IL-10R1 es una molécula de 578 aminoacidos y un peso molecular
de entre 90 y 120 kDa. Esta subunidad preseﬁta una alta afinidad por IL-10 y es
expresada en la mayoria de las células hematopoyéticas. Sin embargo, es en monocitos
activados donde IL-10R1 es mayoritariamente expresado, lo cual es consistente con el
efecto inhibidor que IL-10 ejerce en dichas células. Por su parte, IL-IR2 es una
subunidad accesoria que contribuye con el aumento en la afinidad de unién de IL-10 a su
receptor, ademas de contribuir en el proceso de sefializacidn y activacion de la cadena de
proteinas corriente abajo en esta via de sefializacidon. Ambas moléculas pertenecen a la
familia de los receptores de los interferones (Moore et al. 2001).

IL-10 modula la expresion de citocinas, asi como de receptores de superficie
celular en células principalmente de origen mieldide. IL-10 inhibe la produccion de IL-
la, IL-1B, IL-6, TNF, entre otras citoquinas (Moore et al. 2001). La inhibicién de IL-1 y
TNF es crucial para su actividad anti-inflamatoria, dado que dichas citocinas presentan
actividades antagonistas a IL-10 respecto a su papel en los procesos inflamatorios. Por lo
tanto, I1.-10 tiene efectos muy importantes en los mecanismos inmunitarios y en las
respuestas inflamatorias (Ismail et al. 2003). De esta forma, el efecto de IL-10 en el
sistema inmune es la regulacién de la respuesta inflamatoria, de tal forma que dicha
respuesta no produzca efectos dafiinos, por si misma, al organismo una vez que el
mecanismo inmune es activado en respuesta ante un estimulo dado.

El gen de IL-10 estd localizado en el brazo largo del cromosoma 1,
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especificamente en la regién q32. Dicho gen se compone de 5 exones y se expande cerca
de 5.2 kb en el ADN gendmico (OMIM 124092). La activacion de la expresién de dicho
gen da como resultado un transcrito de ARNm de aproximadamente 2kB. Este puede ser
expresado en una variedad de células, anteriormente citadas, en respuesta a estimulos de
diversos tipos, sin embargo la regulacién de la expresién de este puede ser diferente

‘ dependiendo del tipo de célula en donde se exprese (Moore et al. 2001).'

Se han descrito una serie de polimorfismos para el gen IL-10. Dichos
polimorfismos se localizan principalmente en la regién 5° del gen, corriente arriba del
sitio de inicio de la transcripcién. En esta regién se encuentran dos Aareas
microsateliticas, las cuales estin compuestas por multiples repeticiones en tdnden de los
dinucledtidos citosina y adenina. Estas dos regiones de microsatélites se encuentran a
aproximadamente 1.2 kb y 4.0 kb del sitio de inicio de la transcripcidén (Eskdate et
al.1997). Ademaés de los anteriormente citados, existen otras variantes polimoérficas, las
cuales consisten de cambios de un solo nucléotido en las posiciones -1082 (G/A), -819
(C/IT) y -592 (C/A) respecto al sitio de inicio de la transcripcién (Moore et al.2001).
Aunque dichas mutaciones se encuentran en regiones no codificantes del gen, estos
pueden tener efecto significativo en los niveles de transcripcidén génica y por ende
pueden alterar los niveles de expresion de la proteina (Bidwell et al.1999).

Algunos de los pelimorfismos de la regidén 5° del gen IL-10 han sido asociados
con cambios en los niveles de transcripcion. Asi, algunas de las variantes en el nimero
de repeticiones CA en los microsatélites anteriormente mencionados, han sido asociadas
con un aumento en la secrecidn de la proteina IL-10 (Eskdale et al. 1998). De la misma
forma, los cambios de un solo nucledtido en los sitios -1082, -819 y -592 también han

sido asociados con aumento o disminucién en la expresién de dicha proteina (Crawley et
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al.1999). Dichos cambios en los niveles de expresién pueden tener repercusiones
Importantes en una serie de enfermedades, entre ellas enfermedades autoinmmunitarias,
infecciosas y varios tipos-de cancer, entre otras (Bidwell et al. 1999, Yee et al. 2001
Bocchio et al. 2002, Alamartine et al. 2003, Shin et al. 2003)

Recientemente los polimorfismos de la regién promotora de IL-10 han sido
asociados con aumento en el riesgo ‘de cancer géstrico. El-Omar y colaboradores han
reportado que individuos portadores de genotipos asociados con la disminucién en los
niveles de expresion de IL-10 (IL-10-1082A, IL-10-819T y IL-10-592A), presentan un
mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico (El-Omar et al. 2003). Wu y colaboradores
(2003) han encontrado una asociacién estadisticamente significativa entre dichos
polimorfismos de la regidén promotora y €l aumento en el riesgo de desarrollar cdncer
géstrico en una poblacién taiwanesa. De la misma forma, un estudio llevado a cabo en
una poblacién china ha reportado asociacién de uno de estos polimorfismos de la regién
promotora de IL-10 y cancer gastrico (Wu et al. 2002). En dichos estudios la infeccidn
por parte de la bacteria H. pylori juega un papel fundamental en el proceso de
carcinogénesis. Ademds, dicha asociacidn podria variar dependiendo del tipo histolégico
de cancer asi como de la edad de aparicidén de dicha enfermedad, el grupo étnico y tipo
de cepa de H. pylori, entre otros factores (Wu et al. 2002, EI-Omar et al. 2003, Wu et
al. 2003).

De esta forma, los polimorfismos de IL-10 que disminuyen la expresién de dicha
proteina, junto con los polimorfismos de IL-1B asociados con una mayor expresién de la
proteina IL-1B, en conjunto podrian estar involucrados con aumento en el riesgo de
desarrollar céncer gastrico. En ambos genes existen polimorfismos en la regidn

promotora que tienen efecto funcional en lo que a niveles de expresién se refiere

29



30

(Eskdale et al. 1998, El-Omar et al. 2000, Moore et al. 2001). Asi, polimorfismos IL-1B
que aumentan la expresion de IL-1§3, generan un aumento de la respuesta inflamatoria
ante H. pylori, ademas de que este aumento en los niveles de dicha proteina también
tendra efectos notorios sobre la secrecién de 4cidos en el estomago dadas las conocidas
propiedades de IL-3 como inhibidor de la secrecién de acido en dicho érgano (El-Omar
2001). Sumado a esto, la disminucién en la produccion de la proteina IL-10, encargada
de inhibir la expresion de IL-1p mediante unidén a receptores de membrana en los
monocitos/macrofagos, principales productores de IL-18, hace que el control de la
expresion de IL-1B sea deficiente, esto tendria como efecto neto un aumento en la
respuesta inflamatoria ante H. pylori asi como mayores niveles de IL-1§ en el estomago,
lo cual podria traducirse en mayor dafio en la mucosa gastrica (El-Omar et al. 2003,
Ismail et al. 2003, Troost et al. 2003). Por la razdn anterior, una combinacion de
polimorfismos de los genes IL-1B e IL-10 puede crear un perfil genético cuyo efecto
neto seria una mayor expresién de IL-1B, lo cual se traducirfa en un mayor riesgo de

desarrollar cancer gastrico.
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Justificacion.
Costa Rica ocupa uno de los primeros lugares en incidencia y mortalidad por
cancer gastrico a nivel mundial (Sierra et al. 1993, Ferlay et al. 2000). Desde 1970, el
cancer géastrico es la causa de muerte por cancer més frecuente en hombres y mujeres del

pais, sin considerar las diferencias que existen, en cuanto a las tasas de incidencia y

morfalidad entre regiones geograficas y por sexo.

Existen marcadas diferencias en las tasas de incidencia de cancer gastrico, entre
las regiones geograficas que componen el pais, a pesar de ser territorialmente pequefio
(Sierra er al. 1989). Sin embargo, aunque podrian existir variantes en cuanto a las
costumbres alimenticias entre los habitantes del pais, éste podria no ser un factor
determinante como para atribuirle las diferencias geograficas en las tasas de incidencia
de dicho céancer. Esto hace suponer que existen otros factores desconocidos, que podrian
estar jugando un papel muy importante en estas diferencias regionales en las tasas de
incidencia de dicha enfermedad en Costa Rica.

Sabemos que existen algunos genes en los que se producen alteraciones genéticas
que han sido implicadas en el desarrollo del céncer géastrico y que son o podrian ser
utilizados como marcadores para la deteccién temprana o prevencion de esta
enfermedad; Sin embargo en lo que a cancer géstrico:respecta, en Costa Rica hasta la
fecha solamente se ha realizado un estudio a nivel molecular con genes que pueden cstar
implicados en el proceso de carcinogénesis géstrica (Gonzélez 2003). Este tipo de
estudios son sumamente importantes puesto que algunas alteraciones o vamantes
genéticas podrian ser factores de riesgo determinantes en el desarrollo de cancer gastrico
en nuestra poblacién. Ademés de esto, algunos genes podrian ser utilizados como una

herramienta més, para identificar individuos en alto riesgo de desarrollar céncer gastrico.
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En Costa Rica, asi como en otros paises en deéarrollo, un alto porcentaje de la
poblacidn estd infectada con la bacteria Helicobacter pylori desde etapas muy tempranas
de la vida (Sierra er al. 1998). Este es uno de los principales factores asociados al
aumento del riesgo de desarrollar cancer gastrico. A pesar de ello, la gran mayoria de la
poblacién no llega a desarrollario, por lo que podrian existir polimorfismos que estén
produciendo diferencias en la expresion de genes que codifican para algunas proteinas
del sistema inmune. Estas diferencias podrian llegar a ser importantes en la respuesta del
hospedero contra la bacteria, lo que haria que algunas personas desarrollen cancer y
ofras no.

El problema del céncer géstrico en Costa Rica podria aumentar en los proximos
afios, debido al aumento en la poblacidon mayor de 60 afios (grupo mds susceptible). Con
un aumento en la poblacién de mayor riesgo podria también incrementar el nmimero de
casos de céancer gastrico, lo anterior haria aun mas grave el problema de salud publica
que desencadena esta enfermedad, por lo que se hace necesario buscar estrategias
nuevas, efectivas, sencillas, aceptadas por la poblacién (no invasivas) y de bajo costo
economico para la prevencién y deteccidon temprana. De esta forma, se podria identificar
a las personas con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad para intervenir
previniéndola o detectindola en etapas tempranas. De esta manera, el riesgo de
enfermarse en edades avanzadas seria el minimo, con lo cual disminuiria el nimero de
casos de cancer gastrico y el nimero de muertes producidas por esta causa en el pais.

Entre los afios 1999-2000 se realiz6 un proyecto llamado “Marcadores bioldgicos
para identificar sujetos en alto riesgo de cancer géstrico;’ del Programa de Investigacién
de Céncer del Instituto de Investigaciones en Salud y se llev6 a cabo con personas que

acudian al Centro de Deteccién Temprana del Cancer Gastrico del Hospital Max Peralta
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de la ciudad de Cartago. Como resultado de este estudio se cuenta con bases de datos
que contienen informacién epidemioldgica y clinica asi como de material biol6gico. Esta
informacién epidemioldgica y: clinica, asi como el material bioldgico, son un valioso
‘recurso para realizar estudios pilotos a nivel molecular, que sean de utilidad para

determinar marcadores para la identificaciéon de personas en alto riesgo de desarrollar

esta enfermedad.

Objetivo general

Determinar la asociacién de algunos de los polimorfismos de los genes interleucina-1B,
interleucina-1RN, interleucina-10 y p53 con el riesgo de céncer gastrico y lesiones
géstricas en una poblacién en alto riesgo de Costa Rica.

Objetivos especificos.

-Determinar los polimorfismos de los genes IL-1B, IL-1RN, IL-10 y P53 que estin
presentes en cada uno de los sujetos del estudio.

-Determinar las frecuencias de los polimorfismos de los genes TIL-1B IL-1RN, IL-10 y
P53 en la poblacién dé estudio.

-Establecer los posibles haplotipos que se podrian presentar entre los polimorfismos de
los génes IL-1B, IL-1RN e IL-10.

-Comparar las frecuencias de los polimorfisnics de TL-1B e IL-RN, IL-10 y P53 de los
pacientes con cancer gastrico con las de pacientes dispépticos y las del grupo control.
-Determinar la asociécién de los polimorfismos y/o de los haplotipos de los genes 1L~

1B, IL-1RN, IL-10 y P53 con cancer gastrico.

Poblacion y métodos.

33



34

La muestra del presente estudio es una submuestra de un proyecto mas amplio
sobre “Marcadores para identificar sujetos en alto riesgo de cancer gastrico”, coordinado
por el Programa de Investigacidén en Cancer del Instituto de Investigaciones en Salud
(INISA), Universidad de Costa Rica. En dicho proyecto participaron 1300 personas del
Centro de Deteccién Temprana de Cancer Géstrico del Hospital Max Peralta de Cartago.
Se cuenta con material bioldgico (suero y leucocitos congelados, biopsias parafinadas),
as{ como informacién epidemioldgica y clinica de los participantes.

Este proyecto posee informacion sobre el diagndstico de: rayos X (n=1143
personas), endoscépico (n=761 pacientes) e histopatolégico (n=273 personas). El
diagndstico por rayos X vy endoscopia fue realizado por una radidloga costarricense y
una radidloga japonesa, ambas especializadas en serie gastroduodenal de doble contraste
y utilizando equipo de alta tecnologia. El diagndstico histopatolégico fue realizado por
dos patdlogos (un patdlogo japonés y un patdlogo costarricense) en forma
independiente, ambos expertos en patologia géstrica, siguiendo la clasificacion japonesa
(Japanese Research Society for Gastric Cancer 1995).

El protocolo de estudio fue aprobado por el consejo cientifico del INISA. Todas
las personas participantes firmaron un documento, aceptando de esta forma participar en
dicho estudio.

Para el presente estudio se selecciond una muesira d¢ 198 personas del proyecto
“Marcadores bioldgicos para identificar sujetos en alto riesgo de cancer gastrico”. Estas
fueron distribuidas en cuatro grupos: .
- Grupo A: 58 pacientes diagnosticados con cdncer géstrico mediante diagndstico

histopatoldgico en el Centro de Deteccidn de Céancer Gastrico del Hospital Max

Peralta.
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Grupo B: 58 personas que formaban parte del programa de deteccidén temprana de
cancer géstrico y no eran sospechosas de presentar céncer géstrico segun el
diagnéstico de rayos X (serie gastroduodenal de doble contraste).

Grupo C: 41 pacientes que han sido diagnosticados histopatoldégicamente y se les
habia asignado al grupo I y II, de acuerdo con la clasificacién japonesa. El grupo I
son personas normales o con lesiones benignas que incluyen epitelio regenerativo
producto de erosiones o ulceras y epitelio hiperplasico de lesiones polipoides sin
atipia. Por su parte el grupo II muestra algin grado de atipia, como por ejemplo
algunos tipos de erosiones y ulceras, pero que son diagnosticadas como benignas
(Japanese Research Society for Gastric Cancer 1995). Estas personas fueron
referidos a endoscopia por la sintomatologia o por ser sospechosas de cdncer gastrico
segun el examen de rayos X. Ademés, el endoscopista decidié hacer biopsias de
rutina. Para fines practicos a este grupo lo nominaremos en el texto y graficos como
pacientes dispépticos.

Grupo D: 4] personas que cumplen con los mismos criterios tomados en cuenta

para el grupo B.

Segun el protocolo del proyecto “Marcadores para identificar sujetos en alto

riesgo de céncer gésivico”. de cada uno de los sujetos se habia tomado la informacién

epidemioldgica y clinica (diagnéstico endoscépico € histopatoldgico) asi como dos

muestras de sangre de 5 ml cada una. Dichas muestras fueron transportadas hasta el

INISA, donde se procesaron. Se separaron el suero, plasma y los leucocitos en tubos

eppendorf de 1,5 ml y se almacenaron en congeladores a —70°C. En el presente estudio
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se realizo la extraccion del ADN, para lo cual se tomé un volumen de 500 pl del tubo

que contenia los leucocitos y se llevé a cabo esta mediante el protocolo de extraccion

con proteinasa-k y fenol/cloroformo.

Proceso de determinacion de los polimorfismos de IL-1B.

El proceso de determinacién de los polimorfismos del gen IL-1B se llevé a cabo
mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa para polimorfismos de
restriccion de diversos tamafios(PCR-RFLP). La amplificacién del ADN se llevd a cabo

a partir de 100 ng de ADN en un termociclador Gene Amp PCR System 2400 de Perkin

Elmer usando los siguientes iniciadores:
IL-1B-511 Forward: 5- GCCTGAACCCTGCATACCGT-3

Reverso: 5- GCCAATAGCCCTCCCTGTCT-3
IL-1B-31 Forward: 5- AGAAGCTTCCACCAATACTC-3

Reverso: 5- AGCACCTAGTTGTAAGGAAG-3
IL-1+3954 Forward: 5- AATTTTGCCACCTCGCCTCA-3

Reverso: 5- CGGAGCGTGCAGTTCAGTGAT-3

El volumen final de reaccién fue de 20 pl, conteniendo 10 mM de tris-HCI pH

8.3, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCi, 200 M de cada uno de los nucleétidos ( dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), 80 ng de cada iniciador y 0.5 unidades de Taq polimerasa. Las
condiciones de termociclaje fueron las siguientes: 94°C por 10 minutos; luego cinco

ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; luego
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30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos;
luego 5 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos
(El-Omar et al. 2000).

Los productos de PCR fueron digeridos mediante enzimas de restriccion y
separados por electroforesis, en geles de agarosa al 3% vy tefiidos con bromuro de etidio.
La determinacién del tamafio de los polimorfismos de IL-1B se hizo basdndose en un
marcador de peso molecular de 100 pb. Para la determinacién de IL-1B+3954C-T se
utilizé la enzima Taql. E, el alelo C estaba presente si se observaban dos bandas de 86 y
66 pb, mientras el alelo T estaba presente si se observaba una banda de 152 pb. Los
genotipos fueron los siguientes: T/T, una banda de 152 pb; T/C, tres bandas de 152, 86
y 66 pb; C/C, dos bandas de 86 v 66 pb. Para la deferminacién de IL-1-31T-C se usé la
enzima Alul. El alelo C estaba presente si se observaba una banda de 239 pb, mientras
qué el alelo T estaba presente si se observaban dos bandas de 103 y 136 pb. Los
genotipos eran los siguientes: C/C, una banda de 239 pb; C/T, tres bandas de 239, 136 y
103 pb; T/T, dos bandas de 136 y 103 pb. Por otra parte, la determinacién de IL-1B-
511C-T fue utilizada la enzima Aval. Asi, la presencia del alelo C estaba determinada
por la presencia de dos bandas de 88 y 67 pb, mientras que el alelo T estaba presente si
era observada una unica banda de 155 pb. Los genotipos eran los siguientes: C/C, dos
bandas de 8R v 67 pb; C/T, tres bandas de 155, 88 v 67 pb; T/T, una banda de 155 pb.

Ademas, ‘se utilizd6 un método adicional para la determinacién de los
polimorfismos IL-1B-31T-C e JL-1B-511C-T, este método es conocido como
pirosecuenciacién y fue llevado a cabo como control de calidad para la metodologia de
PCR-RFLP. La determinacién de dichos polimorfismos mediante pirosecuenciacién fue

llevada a cabo en el laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Escuela de Medicina
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de la Universidad de New York (Pérez-Pérez et al. 2003).
Proceso de determinacion de los polimorfismos de IL-1RN.

Para el gen IL-1RN, 100ng de ADN gen6mico fue amplificado bajo las
condiciones mencionadas anteriormente para el gen IL-1B, con los iniciadores: Forward:
5- CCCCTCAGCAACACTCC-3, Reverso: 5- GGTCAGAAGGGCAGAGA-3. Los
productos de la PCR para este gen fueron separados por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 2,5% v tefiidos con bromuro de etidio. Los alelos fueron determinados en
base a un marcador de peso molecular de 100 pb, fueron codificados convencionalmente
con base al nimero de repeticiones como sigue: alelol=4 repeticiones(442 pb), alelo2=2
repeticiones (270pb), alelo3=5 repeticiones (528pb), alelo4=3 repeticiones (356 pb),
alelo5=6 repeticiones (614 pb) (El-Omar et al. 2000). Para efectos de analisis estadistico
y dada la baja frecuencia de los alelos 3, 4 y 5, este gen fue tratado como bialélico
mediante la divisién de los diferentes alelos en las categorias de alelos largos, los cuales
corresponden a todos los alelos que tienen tres o mas repeticiones de 86 pares de bases
(alelosl, 3, 4 v 5) v son denotados por la letra Ly alelo corto, el cual corresponde al

alelo 2 (Machado et al. 2001).

-Proceso de determinacion de los polimorfismos de IL-10.

La determiracidn de los polimorfismos de IL-10 (IL-10-1082G/A, IL-10-
819C/T, IL-10-592C/A) fue llevada a cabo mediante el anélisis de pirosecuenciacién. Se
utilizaron los siguientes iniciadores bajo las siguientes condiciones de amplificacién:
IL-10-1082,

Forward: 5’-CACACACACACAAATCCAAGACAA-3’

Reverso : 57 — GCTGGATAGGAGGTCCCTTACTTT-3’
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INICIADOR INTERNO: forward 5° -CTTTGGGAAGGGGA-3’
Condiciones de amplificaciéon: 95°C por 5 minutos, luego 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos, seguido de un proceso de
extension final de 5 minutos a 72°C. El tamafio de fragmento a amplificar fue de 95 pb.
IL-10-819,

Forward: 5’- GGGTGAGGAAACCAAATTCTCA- 3’

Reverso : 5° - CATGACCCCTACCGTCTCTATTTTA-3’
INICTADOR INTERNO: reverso 5 -CAAACTGAGGCACAGAG- 3’
Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 95°C por 5 minutos, luego 30
ciclos de 95°C por 30 segundos, 59°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos y un
proceso de extension final de 5 minutos a 72°C. El tamafio de fragmento a amplificar fue
de 109 pb.
IL-10-592,

Forward: 5>~-GGTAAAGGAGCCTGGAACACATC-3’

Reverso : 57 - CCAAGCAGCCCTTCCATTT-3”
INICIADOR INTERNO: reverso 5° — CTGGCTTCCTACAG- 3’
Condiciones de amplificacién: Condiciones de amplificacién: 95°C por 5 minutos, luego
95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos, posteriomente un
proceso de extension final de 5 minutos a 72°C. El tamafio de fragmento a amplificar fue
de 86 pb
Proceso de determinacién de los polimorfismos de PS3.

La determinacién de los polimorfismos del gen P53 fue llevada a cabo mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa para polimorfismos de restriccién de diversos

tamafios(PCR-RFLP). La amplificacién del ADN se llevd a cabo a partir de 50 ng de
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ADN. Se utilizaron los iniciadores:

Forward: 5°- TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA-3’

Reverso: 5° -TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC -3’

Cada reaccién de PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 50ul
conteniendo 10pmol de cada iniciador, 2.0 mM de MgCly, 200 mM de cada dANTP, 1
unidad de Tag polimerasa y 100 ng de ADN. Las condiciones de termociclaje fueron las
siguientes: un paso de desnaturalizacién inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por un minuto y 72°C por un minuto y un ultimo
paso de extension final de 72°C por 5§ minutos. El Producto final de amplificacién era de
199 pb. Posteriormente se tomo un volumen de 10 pl y se sometié a un proceso de
digestién con la enzima de restriccién BstUI y posteriormente fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 2% y visualizados con bromuro de etidio. De esta,
forma el alelo que presenta la secuencia CGC, la cual codifica para el aminoéacido
Arginina (Arg), era digerido produciendo dos bandas de 133 y 86 pb, mientras que el
alelo cuya secuencia es CCC, que codifica para el aminoéacido prolina (Pro), no es
digerido por lo que se observé una banda de 199 pb. Los genotipos fueron los siguientes:
CGC/CGC (Arg/Arg), dos bandas de 133 y 86 pb; CGC/CCC (Arg/Pro), tres bandas de
199, 133 y 86 pb; CCC/CCC (Pro/Pro), una unica banda de 199 pb (Fan et al. ZOOO).
Analisis estadistico.

En el andlisis estadistico, se usé la prueba de Chi-cuadrado para determinar las
posibles diferencias en las frecuencia genotipicas entre casos, lesiones géstricas
precancerosas tipo [ y II, y controles, asi como para la determinacién del equilibrio de
Hardy-Weinberg en cada uno de los loci estudiados. Para la determinacién de las

frecuencias haplotipicas se utilizo el programa Estimating Haplotyes Frecuencies (EH).
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Por su-parte,.los coeficientes de desequilibrio de li,_gamiento D y D’, para determinar los
posibles haplétipos que se podrian presentar entre los diferentes loci estudiados,_fueron
estimados por medio del programa GENEPOP. Ademés se utiliio’ la prueba de odd ratio
vmodelos ‘de regresion logistica condicional para determinar posibles asociaciones entre
los polimorfismos estudiados y cancer gastrico para lo cual se utilizé el paquete

estadistico STATA versidn 7.0 (Stata Sorporation).
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RESULTADOS.

Caracteristicas generales de la poblacién de estudio.

El cuadro 1 muestra el promedio de edad, la distribucién de individuos por sexo
y el diagnéstico seroldgico positivo para Helicobacter pylori para cada uno de los

grupos estudiados (Clas Une, comunicacién personal). El grupo de casos de céncer
gastrico presentd la menor edad promedio, mientras que el grupo de mayor edad fue el
de los controles para los pacientes dispépticos. La mayoria de los casos de cancer
gastrico asi como de los pacientes dispépticos, en este estudio, fueron hombres, con una
relacion hombre: mujer de aproximadamente 4: 1. Un alto porcentaje de la poblacion
estudiada fueron positivos para la prueba de anticuerpos anti-H. pylori siendo el grupo
de casos de cédncer géstrico, quienes presentaron el menor porcentaje de seropositividad
con un 82, 8%. No se encontro diferencia entre el grupo de casos de céncer gastrico y su
grupo control en cuanto a la seropositividad para H.pylori (pearson x2= 2.12, p=0.15,2
gl). Tampoco se observd diferencias entre el grupo de pacientes dispépticos y su
respectivo grupo control para la seropositividad por H.pylori (pearson y*= 1.23, p= 0.27,
2 gl). Debido al alto porcentaje de individuos con diagnéstico serolégico positivo para
dicha bacteria (87.4% de la muestra total), no se consider¢ esta variable dentro de los

analisis estadisticos llevados a cabo.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

43

~ Diagnéstico Edad promedio Hombres Mujeres H. pylori+ (%)
(afios) n (%) n (%)

Con cancer n=158 59.8 46 (79.3) 12 (20.7) 48 (82.8)
No sospechos de 614 46 (79.3) 12 (20.7) 53(91.4)
céncer” n=58

Dispépticos® n=41 64.3 33 (80.5) 8 (19.5) 37(90.2)
No sospechos de 65.7 33 (80.5) 8 (19.5) 35 (85.4)
cincer” n=41

TOTAL 62.3 158 (79.8) 40 (20.2) 173 (87.4)

a Personas sin sospechas de cancer gastrico segiin diagnéstico de rayos X

b Pacientes con diagndstico histopatoldgico Iy Il segtin clasificacién japonesa

Todos los polimorfismos IL-1B, asi como los de IL-10 y pS3 se encontraban en

equilibrio de Hardy-Weinberg en los grupos control. En el caso del locus IL-1RN a

pesar de que no se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg, no se desvid

significativamente de éste (cuadro 2).
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Cuadro 2. Valores de la prueba y* para la determinacién del equilibrio de Hardy-

Weinberg en los grupos controles de los casos de cédncer gédstrico y pacientes

dispépticos.

Controles de casos” Controles de dispépticos®

R X p (g X p (g
IL-1B-31 0.12 0.94 1.46 0.48
IL-1B-511 0.19 0.91 0.03 0.98
IL-1B+3954 0.55 0.76 1.20 0.55
IL-1IRN 0.06 0.05
IL-10-592 0.28 0.87 3.1 0.21
11-10-819 1.8 0.41 2.3 0.30
IL-10-1082 0.005 0.997
P53 1.8 0.39 0.25 0.88

a Personas sin sospecha de cancer gistrico segin diagndstico de rayos X

Al comparar el método de PCR-RFLP versus pirosecuenciacién, mediante los
cuales se llevd a cabo la determinacién de los polimorfismos de IL-1B-511 e IL-1B-31,
el 94% (164 de 174) de los datos coincidieron en la determinacién de su genotipo, €s
decir su genotipo fue el mismo al llevar a cabo la determinacién por una u otra

metodologia.
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Frecuencias genotipicas para los polimorfismos de IL-1B, IL-1RN, IL-10 y p53.

Los cuadros nimero 3 y 4 muestran las frecuencias genotipicas para los
polimorfismos de los genes ‘IL—IB, IL-1RN, IL-10 y p53. Para el polimorfismo IL-
1B+3954 no se encontraron personas con el genotipo homocigota para el alelo T. Asf
mismo, la gran mayoria de las personas de la muestra total presentaba el genotipo A/A
para el polimorfismo IL-10-1082, tan solo 2 individuos presentaban el genotipo
heterocigoto A/G y ninguno presentaba el genotipo G/G.

Al comparar las frecuencias genotipicas del grupo de pacientes con céncer con
su grupo control no se encontraron diferencias sigrﬁﬁcativas para Jos polimorfismos IL-
1B-31 e IL-1B-511 del gen IL-1B. Tampoco se encontraron diferencias significativas
para los polimorfismos del gen IL-10. De la misma forma, no se observé diferencia
significativa entre casos de céncer y sus controles para el polimorfismo del gen p53.
Sin embargo, se observaron diferencias significativas para el polimorfismo IL-1B+3954
(x2=10.3, p=0.006), asi como para los polimorfismos del gen IL-1RN (x2=6.4, p=0.04)
entre los casos de cancer y sus controles.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
frecuencias genotipicas de los polimorfismos [L-1B-31, IL-1B-511, IL-1B+3954, IL-
10-592, IL-10-819, IL-10-1082 y p53 entre el grupo de pacientes dispépticos y sus
respectivos controles. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pacientes dispépticos y su grupo control para el gen IL-1RN (y*=6.4, p=0.04)
(cuadros 3 y 4).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los

polimorfismos estudiados en los genes IL1B, IL-1RN, IL-10 y p53, al comparar las
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frecuencias genotipicas de dichos polimorfismos entre el grupo de casos de cancer

gastrico y el grupo de pacientes dispépticos.

Cuadro 3. Frecuencias genotipicas para los polimorfismos de /L-/B e IL-IRN

GENOTIPO TOTAL c 5\9& . No sozgﬁcct;gfos de DISPEPTICOS® Nc:i zi;pﬂeccggios
IL-1B-3] n=182 n= 50 n=50 n=41 n=41
C/C 49 (0.27) 14 (0.28) 18 (0.36) 11 (0.27) 6 (0.15)
c/T 91 (0.50) 22 (0.44) 23 (0.46) 22 (0.54) 24 (0.59)
T/T 42.(0.23) 14 (0.28) 9 (0.18) 8 (0.20) 11 (0.27)
IL-B-511 n=182 =50 n=50 n=41 n=41
C/C 45(0.25)  14(0.28) 10 (0.20) 12 (0.29) 9 (0.22)
CIT 91 (0.50) 24 (0.48) 23 (0.46) 23 (0.56) 21 (0.51)
TIT 46 (0.25) 12 (0.24) 17 (0.34) 6 (0.15) 11 (0.27)
IL-1B+3954 =172 n=45 n= 45 =41 n=41
C/C 123 (0.72) 25 (0.56) 37 (0.82) 32 (0.78) 29 (0.71)
CIT 49 (0.28) 20 (0.44) 8(0.18) 9 (0.22) 12 (0.29)
T/T 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
IL-IRN n=171 n= 44 = 45 n=41 n=41
1/1 85(0.50) 21 (0.48) 28 (0.62) 15 (0.37) 21 (0.51)
1/2 51(0.30) 17 (0.38) 9 (0.20) 15 (0.37) 10 (0.24)
1/3,4 15(0.09)  2(0.035) 4 (0.09) 5(0.12) 4 (0.10)
2/2 17 (0.10) 2 (0.05) 4 (0.09) 5(0.12) 6 (0.15)
2/3,4 3(0.01) 2 (0.04) 0 (0.0) 1 (0.02) 0 (0.0)

a Personas sin sospechas de cancer géstrico segln diagndstico de rayos X
b Pacientes con diagndstico histopatoldgico [ y II segin clasificacion japonesa
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Cuadro 4. Frecuencias genotipicas para los polimorfismos de IL-/0y p53

47

GENOTIPO TOTAL CON No sospechosos de  DISPEPTICOS® No sospechosos
CANCER cancer” de cdncer®
IL-10-592 n=169 n=44 n=44 n=41 n= 40
c/c 67 (0.40) 21 (0.48) 18 (0.41) 15 (0.37) 13 (0.33)
C/A 86 (0.51) 20 (0.45) 21 (0.48) 21 (0.51) 24 (0.60)
A/A 16 (0.09) 3 (0.07) 5(0.11) 5(0.12) 3 (0.07)
IL-10-819 n=171 n=45 n=45 n=41 n= 40
c/c 75(0.44) 25 (0.56) 18 (0.40) 18 (0.44) 14 (0.35)
CIT 80 (0.47) 16 (0.35) 24 (0.53) 17 (0.41) 23 (0.58)
T/T 16 (0.09) 4 (0.09) 3(0.07) 6 (0.15) 3 (0.07)
IL-10-1082 n=169 n= 45 n= 44 n=41 n=39
G/G 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0)
G/A 2 (0.01) 0 (0.0) 1(0.02) 0 (0.0) 1(0.3)
AJA 167 (0.99) 45 (1.0) 43 (0.98) 41 (1.0) 38 (0.97)
P53 n=175 n= 47 n= 47 n=40 n=41
Arg/Arg 97 (0.55) 27 (0.57) 26 (0.55) 21 (0.52) 23 (0.56)
Arg/Pro 60(0.35) 16 (0.34) 17 (0.36) 14 (0.35) 13 (0.32)
Pro/Pro 18 (0.10) 4 (0.09) 4(0.09) 5(0.13) 5(0.12)

a Personas sin sospechas de céncer géstrico seglin diagnéstico de rayos X

b Pacientes con diagnéstico histopatolégico Iy II segiin clasificacién japonesa
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Frecuencias alélicas para los polimorfismos de IL-1B, IL-1RN, IL-10 y p53.

48

El cuadro 5 muestra las frecuencias alélicas para los polimorfismos de los genes

IL-1B, IL-1RN, IL-10 y p53.

Para los polimorfismos IL-1B-31 e IL-1B-511, las

frecuencias alélicas son muy similares entre uno y otro locus. Ademds, para estos

mismos polimorfismos, las frecuencias del alelo T y del alelo C se encontraban

presentes en la poblacion de estudio casi en la misma frecuencia. Por otra parte para el

polimorfismo [L-10-1082, la frecuencia del alelo A era de casi el 100%.

Cuadro 5. Frecuencias alélicas para los polimorfismos de los genes IL-1B, IL-1RN, IL-

10 y p53
ALELO FRECUENCIA ALELOC FRECUENCIA
IL-1B-31 IL-10-592
T 0.49 C 0.66
C 0.51 A 0.34
IL-1B-511 IL-10-819
C 0.50 C 0.68
T 0.50 T 0.32
IL-1B+3954 IL-10-1082
C 0.85 A 0.99
T 0.15 G 0.01
II-IRN P53
1 0.68 Arg 0.73
2 0.27 Pro 0.27
3.4 0.05
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Frecuencia haplotipicas y valores de desequilibrio de ligamiento para los
polimorfismos de IL-1B IL-1RN e IL10.

Existe un fuerte desequilibrio de ligamiento (D’= -0.92) entre IL-1B-31 e I[L-1B-
511. Aproximadamente el 95% de los haplotipos inferidos correspondieron a la
combinacién IL-1B-31C/IL-1B-511T o bien IL-1B-31T/IL-511C (cuadro 6). También
existe desequilibrio de ligamiento entre IL-10-592 e IL-10-819, aunque este caso no es
tan fuerte como en el caso anterior, (D’= -0.62). El 87% de los haplotipos inferidos
correspondieron a la combinaciones IL-10-592A/1L-10-819T o IL-10-592C/IL-10-819C
(cuadro 6). Es interesante hacer notar que no se observd desequilibrio de ligamiento
entre dichos loci en el grupo de pacientes dispépticos. En este grupo especifico de
individuos, las frecuencias haplotipicas observadas eran muy similares a las que se
esperarian bajo la suposicién de no existencia de ligamiento (X*=0.42, 1 g).

No se determiné desequilibrio de ligamiento entre IL-B-511 e IL-1B+3954 o
entre IL-1B-31 e IL-1B+3954. Tampoco se encontré desequilibrio de ligamiento entre
los polimorfismos de IL-1B y los polimorfismos de IL1RN, a diferencia de lo reportado
previamente por El-Omar y colaboradores (2000).

Dada la existencia de fuerte ligamiento entre los polimorfismos IL-1B-31 e IL-
1B-511 asi como entre IL-10-592 e IL-10-819, para los posteriores andlisis
multivariados de regresién logistica se torﬁé en cuenta solamente a uno de cada par (IL-

1B-511 e IL-10-592).
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Cuadro 6. Frecuencias haplotipicas estimadas y coeficientes de

ligamiento en la poblacién de estudio

50

desequilibrio de

Haplotipo * Desequilibrio
GRUPO LOCI 1-1 12 21 22 D P% P
Con céncer IL-1-31/IL-1-511 0.020 0.480 0.500 0.000 -0.98 485 0.0001
n=58
IL-10-592/IL-10-819  0.056 0.259 0.662 0.023 -0.81 26.8 0.0001
No IL-1-31/IL-1-511 0.050 0.538 0378 0.032 -0.86 373 0.0001
sospechosos
de céncer IL-10-592/[L-10-819  0.034 0.270 0.650 0.045 -0.71 23.1  0.0001
n=58
Dispépticos IL-1-31/1L-1-511 0.012 0427 0561 0.000 -0.99 40.6 0.0001
n=41
IL-10-592/[L-10-819  0.213  0.156  0.430 0.201 - - -
No IL-1-31/IL-1-511 0.051 0486 0425 0.039 -0.92 353 0.0001
sospechosos
de céncern=41 [L-10-592/[L-10-819  0.000 0.372 0.628 0.000 -0.99 38.0 0.0001
Total [L-1-31/L-1-511 0.033 0.486 0464 0.017 -091 1574 0.0001
n=198
[L-10-592/[L-10-819  0.071 .0.264 0.606 0.060 -0.62 66.6 0.0001

*IL-1B-31 e [L-1B-511: l1coresponde al alelo C, 2 corresponde al alelo T

IL-10-592: 1 corresponde al alelo A, 2 corresponde al alelo C
IL-10-819: 1 corresponde al alelo C, 2 corresponde al alelo T
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Polimorfismos del gen IL-1R y el riesgo de ciancer gdstrico.

No se encontré ninguna asociacion de los polimorfismos IL-1B-31 e IL-1B-511
con el riesgo de cancer gastrico en la poblacién estudiada (cuadro 7). No se observd
asociacién de los homocigotos IL-1B-511TT ni de los heterocigotos IL-1B-511TC con
cancer géastrico. Tampoco se encontrd asociacion entre céncer gastrico y los portadores
del alelo T. De la misma forma, no se determiné asociacion de los homocigotos IL-1B-
31CC, ni de los heterocigotbs IL-1B-31CT con cancer géstrico en la poblacién
estudiada. Ademas, no se observo ningun tipo de asociacién entre los portadores del
alelo de riesgo C y dicha enfermedad. Posteriormente, y debido al fuerte desequilibrio
de ligamiento entre los loci anteriormente citados, se decidiéd evaluar solamente el
polimorfismo IL-1B-511 dentro de un modelo de regresién logistica condicional de
efectos fijos (cuadro 9). Aqui tampoco se encontré asociacién de IL-1B-511 con el
céncer gastrico ni para el genotipo homocigoto, ni para el genotipo heterocigoto y

tampoco para los portadores del alelo de riesgo.

Se observé una asociacion estadisticamente signiﬁcativa‘entre el polimorfismo
IL-1B+3954 y cancer géstrico (cuadro 7). Los individuos con el genotipo heterocigoto,
IL-1B+3954T/C, presentaron un mayor riesgo de desarrollar cancer géstrico (OR, 3.7).
Bajo un modelo multivariado de regresién logistica, la asociacion es ligeramente no
significativa (cuadro 9). Dicha asociacion entre IL-1B+3954 y el aumento=en el riesgo

de desarrollar céncer géstrico no ha sido reportada hasta la fecha.

51



52

Polimorfismos del gen IL-IRN Yy el riesgo de cancer gastrico.

Existe una asociacién estadisticamente significativa entre el genotipo
heterocigota IL-IRN L*2 vy el riesgo céncer géastrico (cuadro 7). Asimismo los
portadores del alelo de riesgo (IL-1RN*2), presentaron un ligero aumento en el riesgo
de desarrollar cancer géstrico (OR 2.25; IC 0.96-5.51; p=0.07). Sin embargo, en el
modelo multivariado de regresion logistica, yla asociacion entre IL-1RN L*2 asi como de
los portadores para el alelo de riesgo y céncer gastrico, no llegan a ser significativas
(cuadro 9).

Se traté de evaluar la existencia de interaccién entre IL-1B+3954 T/C y IL-1RN
L*2 sin embargo, no fue posible observar si existe o no efecto de interaccién entre
ambos debido a limitaciones de tipo estadistico causadas por el tamafio de la muestra.
Tan solo se puede decir que 12 de los 50 individuos del grupo de pacientes con cancer,
presentaban la combinacién de los genotipos [L-1B+3954T/-- y IL-1RN 2*-- mientras
que solamente un individuo del grupo control, presentada dicha combinacién (datos no

mostrados).
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Polimorfismos de los genes IL-1B e IL-1RN y el riesgo de dispepsias.

No se encontré asociacién entre los polimorfismos del gen [L-1B y el grupo de
pacientes dispépticos (cuadro 7). Tampoco se encontré asociaciéon para ninguno de los
tres polimorfismos de IL-1B, ni en su forma homocigota, ni en su forma heterocigota.
Tampoco existia asociacion entre los portadores del alelo de riesgo para ninguno de los
polimorfismos con el grupo de pacientes dispépticos. De la misma forma no se encontrd
asociacién entre los polimorfismos del gen IL-1B y ese mismo grupo bajo un modelo

multivariado de regresion logistica (cuadro 9).

No se observé asociacién entre los polimorfismos del gen IL-1RN y el grupo de
pacientes dispépticos (cuadros 7 y 9). No existe asociacion entre el grupo de pacientes
dispépticos y el genotipo homocigoto IL-1RN2*2. En los individuos que presentaban el
genotipo heterocigoto IL-1RN L*2, la probabilidad de desarrollar una dispepsia podria
ser mayor (cuadros 7 y 9). Cuando se tomé en cuenta, en una sola categoria, a los
individuos con genotipo homocigoto IL-1RN2*2 y heterocigoto IL-1IRN L*2
(portadores del alelo de riesgo) no se observé asociacién entre las lesiones gastricas

precancerosas y los portadores del alelo de riesgo.
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Cuadro 7. Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% de la asociacién de los

polimorfismos de /L-/B e IL-1RN con céncer gastrico y dispepsias

GENOTIPO

Cancer gastrico
OR (95% IC)

P

Dispépticos
OR (95% IC)

IL-1B-31
T/T
CIT
cic
Portadores de C
IL-B-511
C/C
C/IT
T/T
Portadores de T
IL-1B+3954
cic
C/T
IL-1IRN
L/L
L2
272

Portadores IL-RN*2

1 (referente)
0.61 (0.22-1.73)
0.50 (0.16-1.53)

0.56 (0.22-1.48)

1 (referente)
0.74 (0.27-2.03)
0.50 (0.16-1.55)

0.64 (0.25-1.64)

1 (referente)

3.7 (1.34-10.2)

1 (referente)
2.94 (1.09-7.93)
0.70 (0.11-4.19)

2.25 (0.96-5.51)

0.35

0.21

0.24

0.56

0.22

0.35

0.007

0.03

0.69

0.07

1 (referente)
0.79 (0.27-2.36)
0.40 (0.10-1.61)

0.66 (0.23-1.88)

1 (referente)
0.82 (0.29-2.36)
0.41 (0.10-1.61)

0.68 (0.25-1.86)

1 (referente)

0.68 (0.25-1.86)

1 (referente)
2.0(0.73-5.47)
1.04 (0.27-3.96)

1.64 (0.67-3.99)

0.68

0.18

0.43

0.71

0.19

0.45

0.45

0.17

0.95

0.27
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Polimorfismos de los genes IL-10 y p53 y el riesgo de cincer gistrico.

No se observé ninguna asociacién entre los polimorfismos de [L-10 y céncer
gastrico en la poblacién estudiada. Ninguno de los polimorfismos de dicho gen present6
asociacion con cancer géastrico ni en forma homocigota o en su forma heterocigota para
el alelo de riesgo (cuadro 8). Debido a que existe ligamiento entre IL-10-592 y IL-10-
819, solamente se tomd en cuenta el locus IL-10-592 para el analisis mediante regresion
logistica. Tampoco se encontrd asociacién entre dichos polimorfismos y céncer gastrico
bajo dicho modelo (cuadro 9).

No se encontré asociacién entre el polimorfismo del codon 72 del gen p53 y
cancer gastrico (cuadro 8). En la poblacidén aqui estudiada no se observd ninguna
asociacion, ni del genotipo homocigota, ni del genotipo heterocigota, para el alelo de
riesgo (alelo Pro). Tampoco se obtuvo asociacién al considerar como un solo grupo a

todos los individuos que eran portadores del alelo Pro, con cancer gastrico.

Polimorfismos de los genes IL-10 y p53 y el riesgo de dispepsias.

No se observé asociacién de los polimorfismos de los genes IL-10 y p53 con
dispepsia (cuadros 8 y 9). Ninguno de los polimorﬁsrﬁos de los genes TL-10 y p53 que
fueron estudiados presenté asociacidén con dispepsia, ni en forma homocigota o
heterocigota para los alelos de riesgo. Tampoco se encontrd asociacién entre individuos
portadores para los alelos de riesgo (genotipos homocigotos y heterocigotos en una

misma categoria) para dichos polimorfismos y dispepsias.
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Cuadro 8. Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% de la asociacién de los

polimorfismos de /L-/0 y p53 con céncer géstrico y dispepsias

GENOTIPO

Céancer gastrico
OR (95% 1C)

Dispépticos
OR (95% 1C)

IL-10-592
c/iC
C/A
AlA
Portadores de A
IL-10-819
C/IC
CIT
T/T
Portadores de T
P53
Arg/Arg
Arg/Pro
Pro/ Prc;

Portadores de Pro

1 (referente)
0.82 (0.34-1.98)
0.51 (0.10-2.53)

0.76 (0.32-1.77)

1 (referente)
0.48 (0.20-1.18)
0.96 (0.19-4.91)

0.53 (0.22-1.25)

1 (referente)
0.91(0.38-2.17)
0.96 (0.22-4.31)

0.92 (0.40-2.08)

0.65

0.40

0.52

0.10

0.96

0.14

0.83

0.96

0.84

1 (referente)
0.76 (0.29-1.97)
1.44 (0.28-7.44)

0.83 (0.33-2.10)

1 (referente)
0.57 (0.22-1.49)
1.56 (0.32-7.53)

0.69 (0.28-1.70)

1 (referente)
1.18 (0.45-3.10)
1.10 (0.27-4.38)

1.16 (0.48-2.79)

0.57

0.66

0.70

0.25

0.56

0.42

0.74

0.90

0.75
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Cuadro 9. Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% bajo un modelo multivariado
de regresion logistica de la asociacion de los polimorfismos de IL-18, IL-IRN, IL-10'y

p53 con céncer gastrico y dispepsias

Cancer gastrico p Dispépticos
GENOTIPO OR (95% IC) OR (95% IC)
IL-B-511
C/C 1 (referente) 1 (referente)
C/IT 0.68 (0.18-2.62) 0.57 1.64 (0.44-6.06) 0.46
T/T 0.61 (0.17-2.22) 0.45 0.31(0.07-1.37) 0.12
Portadores de T 0.63 (0.20-2.00) 0.43 0.69 (0.26-1.88) 0.47
IL-1B+3954
C/C (referente) (referente)
CIT 2.69 (0.98-7.43) 0.06 0.60 (1.69-2.16) 0.44
IL-10-592
C/C 1 (referente) 1 (referente)
C/A 0.83 (0.27-2.54) 0.74 0.61 (0.20-1.87) 0.39
A/A 0.40 (0.05-3.10) 0.38 1.29 (0.20-8.29) 0.79
Portadores de A 0.78 (0.28-2.13) 0.63 0.79 (0.28-2.24) 0.65
IL-IRN
L/L 1 (referente) 1 (referente)
L/2 2.23 (0.77-6.47) 0.14 -3.16 (0.97-10.28) 4.06
272 1.26 (0.14-11.20) 0.84 1.18 (0.25-5.64) 0.83
Portadores de 2 2.53 (0.90-7.13) 0.08 1.77 (0.71-4.30) 0.22
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Polimorfismos de los genes IL-10 y p53 al comparar cancer gastrico versus

dispepsia.

No se encontré ningin tip§ de asociacién al comparar el grupo de individuos con
el riesgo de céncer gastrico y el grupo de pacientes dispépticos para ninguno de los
polimorfismos de los genes IL-1B, IL—lRN, IL-10 y p53 en la poblacidén estudiada
(cuadro 10). Sin embargo, en el caso del polimorfismo IL-1B+3954, podria existir un
aumento en el riesgo de desarrollar céncer gastrico en individuos con el genotipo IL-
1B+3954C/T en comparacién con individuos de que portan el genotipo IL-1B+3954
C/IC (OR 2.17; IC 0.74-6.32). Al llevar a cabo e] analisis mediante una modelo
multivariado de regresién logistica, tampoco se observd ninguna asociacién de ningin
tipo (cuadro 11). En el caso de IL-1+3954 se observéd la misma tendencia descrita
anteriormente. Ademés para el gen [L-1RN, se observd que en los individuos con el
genotipo IL-1RN L*2 el riesgo de cancer géstrico podria ser mayor en comparacién con

individuos que presentan otros genotipos (OR 2.23; IC 0.77-6.47; p=0.14).
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Cuadro 10. Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% de la asociacién de los

polimorfismos de /L-/0 y p53 al comparar el grupo de casos cancer gastrico versus el

grupo de pacientes dispépticos

GENOTIPO

OR (95% IC)

OR (95% IC)

P GENOTIPO p
IL-1B-31 IL-10-592
T/T 1 (referente) C/C 1 (referente)
C/T 0.56 (0.19-1.63) 0.28 vC/A 0.52 (0.19-1.40) 0.19
c/C 1.83 (0.50-6.77) 0.36 A/A 0.47 (0.09-2.39) 0.34
IL-B-511 IL-10-819
c/c 1 (referente) c/C 1 (referente)
C/T 0.73 (0.26-2.05) 0.54 C/T 0.62 (0.22-1.70) 0.35
T/T 1.67 (0.45-6.22) 0.44 T/T 0.60 (0.14-2.52) 0.48
IL-1B+3954 P53
- c/C 1 (referente) Arg/Arg 1 (referente)
CIT 2.17 (0.74-6.32) 0.15 Arg/Pro 1.27 (0.48-3.39) 0.62
IL-1RN Pro/Pro 0.44 (0.07-2.64) 0.36
L/L 1 (referente)
L2 1.30 (0.47-3.55) 0.61
272 0.45 (0.07-2.80) 0.38
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Cuadro 11. Odd Ratios ¢ intervalos de confianza al 95% bajo un modelo multivariado

de regresién logistica de la asociacién de los polimorfismos de /L-/B, IL-IRN, IL-10y

p33 al comparar al grupo de céncer géstrico versus el grupo de pacientes dispépticos.

GENOTIPO OR (95% IC) p
IL-B-511
C/IC 1 (referente)
C/T 0.69 (0.18-2.62) 0.57
T/T 0.61 (0.17-2.22) 0.45
IL-1B+3954
C/IC (referente)
cIT 2.15 (0.79-5.89) 0.14
IL-10-592
c/C 1 (referente)
C/A 0.83 (0.27-2.54) 0.74
AJA 0.40 (0.05-3.10) 0.38
IL-1RN
L/L 1 (referente)
L2 2.23 (0.77-6.47) 0.14
212 1.26 (0.14-11.20) 0.84
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Interacciones entre los polimorfismos de los IL-1B, IL-IRN, IL-10 y p53 y el

riesgo de cdncer gastrico.

Mediante un anélisis de regresién logistica, se traté de determinar el efecto que
tenfan posibles combinaciones de polimorfismos pro-inflamatorios del gen IL-1B, as{
como anti-inflamatorios del gen [L-10 que resultaran en un fenotipo pro-inflamatorio-
ademds del polimorfismo de p53- sobre el riesgo de desarrollar céncer gastrico. No se
encontrd asociacién entre cancer gastrico y el portar mas de un genotipo de riesgo, ya
sea del gen IL-1B, del gen IL-10, de p53, o una combinacidon de estos (cuadro 12).
Tampoco se observé asociaciéon entre dispepsia y el portar més de un genotipo de riesgo

ya sea del gen IL-1B, del gen IL-10, de p53 o una combinacién de estos (cuadro 13).
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Cuadro 12. Frecuencias y valores de Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% para

la asociacién de 1 o més polimorfismos de /L-IB, IL-IRN, IL-10 y p53 con céncer

géstrico
# POLIMORFISMOS CASOS CONTROLES OR (95% IC) r
n=50 n=50
0 33 27 1 (referente)
1 3 5 0.20 (0.04-1.01) 0.05
2 11 13 0.91 (0.36-2.27) 0.84
3 0 mas 3 5 0.36 (0.07-2.02) 0.25

Cuadro 13. Frecuencias y valores de Odd Ratios e intervalos de confianza al 95% para

la asociacién de 1 o mas polimorfismos de IL-/B, IL-1RN, IL-10 y p33 con dispepsias.

# POLIMORFISMOS LESIONES CONTROLES  OR (95% IC) P
n=41 n=41
0 22 21 1 (referente)
| 11 7 1.05 (0.33-3.35) 0.93
2 5 9 0.46 (0.14-1.55) 0.21
3 o més 3 4 2.76 (0.27-28.45) 0.39

o
)
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Discusion.

Costa Rica ocupa uno de los primeros lugares en incidencia y mortalidad por
céncer gédstrico a nivel mundial segin recientes estimaciones llevadas a cabo por la
Agencia fnternacional para. la Investigacion en Céncer (Ferlay ef al. 2000). Existen
marcadas diferencias en las tasas de incidencia de céncer gastrico, entre las regiones
geograficas que componen el pais, a pesar de ser territorialmente pequefio (Sierra er al.
1989). Algunos de los factores asociados con el riesgo de céncer géastrico han sido
estudiados en Costa Rica entre ellos, la formacién endégena de compuestos nitrosados y
la infeccién por H. pylori (Sierra et al. 1993, Morera-Brenes et al. 1994, Bartels ef al.
1995, Sierra et al. 1998).

En este estudio, un alto porcentaje de la muestra total era seropositiva para la
bacteria Helicobacter pylori (87%) por tal motivo esta variable no fue tomada en cuenta
para ningun analisis estadistico. Estudios previos llevados a cabo en grupos de
poblacién de la misma drea geogréafica, han encontrado porcentajes muy similares de
individuos positivos para H. pylori (Morera-Brenes 1994, Sierra et al. 1998). En Costa
Rica un alto porcentaje de la poblacién estd infectada con dicha bacteria desde edades
muy tempranas (Sierra et al. 1991). H. pylori es uno de los principales factores de
riesgo de cancer géstrico. El riesgo de desarrollar cancer gastrico o algun tipo de lesién
géstrica precancerosa es mayor en personas portadoras de dicho organismo (Kuipers et
al. 1599). Ademas se ha llegado a determinar que algunas cepas de A. pylori, son méas
virulentas y han sido asociadas con un riesgo aun mayor de desarrollar cancer géstrico
(Covacci et al. 1999, Enroth, et al. 2000, Huang ez al. 2003). Sin embargo la gran
mayoria de personas que la portan, incluso desde etapas muy tempranas de su vida,

nunca llegan a desarrollar cancer gastrico (Blaser 1998). En la poblacién de estudio no
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se conocia el tipo de cepa de la bacteria, solamente se pudo determinar presencia o
ausencia de esta a través de una prueba de anticuerpos séricos.

Las frecuencias alélicas para IL-1B-31 fueron 49 y 51%, mientras que para IL-
1B-511 eran 50% para ambos alelos. Estas frecuencias difieren con las reportadas para
poblaciones de origen caucésico de paises como Portugal, Polonia, Alemania, Inglaterra
y EBstados Unidos, donde estas son de aproximadamente 33 y 67% para ambos
polimorfismos (El-Omar et al. 2000, Machado et al. 2001, Tseng et al. 2001, Rad et al.
2003, Rollinson et al. 2003). Sin embargo, las frecuencias alélicas de la poblacién de
nuestro estudio, son semejantes a las encontradas en grupos poblacionales asiaticos de
Japon, Korea y Taiwan donde éstas son de aproximadamente 47 y 53% en ambos
polimorfismos (Hamajima et al. 2001, Tseng et al. 2001, Hwang et al. 2002, Lee et al.
2003). En el caso del polimorfismo IL-1B+3954, las frecuencias alélicas aqui reportadas
difieren tanto de las reportadas para poblaciones caucésicas, como de las reportadas en
poblaciones asidticas. En este caso las frecuencias alélicas de la poblacidn aqui
estudiada son 15 y 85 %, constituyen valores intermedios entre las reportadas en
poblaciones caucasicas (24 y 76%) y las reportadas para grupos asidticos (1 y 99 %)
(Cox et al. 1998, El-Omar et al. 2000, Tseng et al. 2001, Zeng et al. 2003). En nuestro
estudio, asi como en estudios llevados a cabo en grupos asidticos, la frecuencia de los
alelos que han sido asociados con aumento en el riesgo de cancer gastrico (IL-1B-511T,
IL-1B-31C) son més altas en comparacidén con grupos de poblacion caucasicos.

En este estudio se determind que para los 2 alelos mas frecuentes (IL-1RN*1 e
IL-1RN*2), las frecuencias fueron 68 y 27%, respectivamente. Estos valores son muy
similares a los reportados para grupos poblacionales caucasicos, donde las frecuencias
son de aproximadamente 74 y 24% respectivamente (Tarlow et al. 1993, Cox et al.

1998, £/-Omar et al. 2000, Rad et al. 2003). Sin embargo los valores aqui reportados
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difieren significativamente de lo reportado en poblaciones asidticas donde la frecuencia
de estos es de aproximadamente 93 y 5% respectivamente (Hamajima th al. 2001,
Furuta et al. 2002, Hwang et al. 2002, Lee et al. 2003).

Las frecuencias alélicas para los polimorfismos IL-10-1082, IL-10-819 y IL-10-
592, obtenidas en este estudio, son muy similares a las que han sido reportadas en
algunos estudios llevados a cabo en poblaciones asiaticas (Shin ez al. 2003, Wu ez al.
2002, Wu et al. 2003). Sin embargo estas frecuencias defieren significativamente, de las
que han sido reportadas por estudios realizados en poblaciones caucésicas (Yee et al.
2001, El-Omar et al. 2003). En este caso, las frecuencias reportadas para los
polimorfismos del gen IL-10 en nuestro grupo de estudio, asi como en grupos de origen
asiatico son mas altas que las reportadas para grupos caucasicos.

Se observé un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos IL-1B-
31 e IL-1B-511 (D’=-0.92), especificamente las combinaciones entre los alelos IL-1B-
31C/IL-1B-511T o IL-1B-31T/IL-1B-511C, fueron quienes presentaron las maés altas
frecuencias haplotipicas de todas las posibles combinaciones. Lo anterior concuerda con
lo reportado por algunos estudios llevados a cabo en diferentes lugares del mundo (El-
Omar et al. 2000, Hamajima ef al 2001, Rad et al. 2003). No obstante, en dichos
estudios se ha reportado que el desequilibrio de ligamiento entre ambos polimorfismos
es de casi un 100%, lo cual difiere un poco del valor obtenido en este estudio.
Recientemente un estudio llevado a cabo en China no encontré desequilibrio de
ligamiento entre estos mismos polimorfismos (Zeng et al 2003). Ademés del
desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos anteriormente descritos, no se
observd desequilibrio de ligamiento para ninguna otra combinacién de polimorfismos
de IL-1B o bien entre polinorfismos de IL-1B e IL-1RN, lo cual concuerda con lo

reportado por Hwang y colaboradores (2002), pero difiere con lo reportado por otros
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estudios en los que se ha descrito desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos
IL-1B-31/IL-1B+3954, as{ como entre JL-1B-31/IL-1RN (Ei-Omar et al. 2000,
Machado ez al. 2001). Se sugiere que podrian existir diferencias significativas entre
grupos étnicos, en cuanto a los patrones de ligamiento entre los diferentes
polimorfismos de los genes IL-1B e IL-1RN (Tseng et al. 2001, Zeng et al. 2003)

De la misma forma se observé ligamiento para los polimorfismos del gen IL-10.
Los polimorfismos 1L-10-819 e IL-10-592 presentaban desequilibrio de ligamiento (D’=
-0.62). Las combinaciones que presentaron las mayores frecuencias haplotipicas fueron
entre los alelos IL-10-592A/IL10-819T o IL-10-592C/IL-10-819C. Sin embargo, este
valor de desequilibrio es relativamente bajo, dado que para estos mismos polimorfismos
el desequilibrio de ligamiento reportado es cercano al 100% (El-Omar et a/.2003, Shin
et al. 2003). También se ha reportado un fuerte ligamiento al tomar en cuenta los tres
polimorfismos aqui estudiados (El-Omar et a£.2003). En nuestro caso, el polimorfismo
IL-10-1082 no fue tomado en cuenta para el analisis de ligamiento dado que el 99% de
la poblacién total estudiada, presentaba el mismo genotipo. Se desconocen las razones
de esta diferencia tan marcada en los valores de desequilibrio de ligamiento, entre lo
aqui reportado con respecto a lo reportado por otros estudios, a pesar de que IL-10-592
e IL-10-819 estan tan cercanos fisicamente. Podria pensarse que el bajo tamafio de
muestra de este estudio podria estar influyendo en el valor aqui obtenido.

Para los genes IL-1B e IL-10, ias frecuencias alélicas asemejan mucho a las
reportadas en poblaciones asiticas -especialmente las frecuencias para IL-1B-31 e IL-
1B-511- mientras que en el caso del gen IL-RN, las frecuencias alélicas de la poblacion
aqui estudiada, son muy similares a las observadas en grupos de poblacidn caucésica.
Existe un componente genético mongoloide en las poblaciones amerindias, de las cuales

la poblacién de Costa Rica posee un importante aporte genético. De la misma forma, el
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componente genético caucdsico en esta poblacion es también significativo (Morera et al.
2003). Por tanto podria sugerirse, que estas similitudes y diferencias en cuanto a las
frecuencias alélicas de los polimorfismos de IL-1B y IL-1RN con estos grupos étnicos,
podrian ser producto del proceso de mezcla genética entre los diferentes grupos étnicos
que dieron origen a la poblacién de Costa Rica. Sin embargo hay que tener en cuenta
que otros factores también podrian estar influyendo en que existan tales similitudes o
diferencias cuando se compara con otros grupos étnicos, como por ejemplo el tamafio de
la muestra o la forma en que selecciond dicha muestra.

Las frecuencias alélicas, de IL-1B-31, IL-1B-511 y los tres polimorfismos de ,IL_
10, son mds altas en nuestra poblacién de estudio que en caucasicos pero similares a las
poblaciones asiaticas. En el caso de [L-1RN la semejanza es con grupos caucésicos,
mientras para [L-1B+3954 éstas representan un valor intermedio entre ambos grupos
étnicos. Por lo cual, las frecuencias de los alelos relacionados con el fenotipo pro-
inflamatorio son mas altas en nuestra poblacién de estudio que en otras poblaciones. La
composicién genética de la poblacién costarricense es el resultado de una mezcla de
diferentes grupos étnicos (Morera et al. 2003). Presiones selectivas, debidas a factores
del ambiente, podrian haber favorecido el aumento en la respuesta pro-inflamatoria. Las
regiones tropicales presentan gran diversidad biolégica, tanto a nivel macro como
micro. En los trépicos los microorganismos se desarrollan muy facilmente debido a las
condiciones favorables de temperatura, luz, humedad, entre otras. Lo anterior facilita la
proliferacién de muchos patégenos y con ello, el nimero de patologias producidas por
estos son muchas y muy frecuentes. Hasta hace unas pocas décadas, éstas eran una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad infantil en paises tropicales como
Costa Rica (Mata 1985, Rosero-Bixby 1988). Lo anterior podria haber favorecido a

individuos cuyo perfil genético, aumenta la respuesta pro-inflamatoria, lo cual podria
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haber resultado ventajoso para la respuesta del hospedero ante diversos tipos de
infecciones.

Las frecuencias alélicas para el polimorfismo del exén 4 del gen p53 eran 0.73
para el alelo Arg y 0.27 para el alelo Pro. Dichas frecuencias concuerdan con las
reportadas en varios estudios en poblaciones caucasicas (Fan et al. 2000, Shepherd et al.
2000, Zhang et al. 2003, Zhang et al. 2004). é}in embargo, difieren un poco de las
frecuencias que fueron reportadas por estudios llevados a cabo en Taiwan y Japén,
donde la frecuencia del alelo asociado con el aumento en el riesgo de desarrollar varios
tipos de céancer (alelo Pro), es ligeramente més alta a la reportada por este estudio
(Wuang et al. 1999, Hiyama et al. 2002, Kietthubthew et al. 2003). Entonces, a pesar de
que existe algin grado de diferencia en cuanto a las frecuencias alélicas, entre los
diferentes grupos étnicos para el polimorfismo del exén 4 del gen p53, esta diferencia
esta poco marcada.

No se encontr6é asociacién entre los polimorfismos [L-1B-31 e IL-1B-511 y el
riesgo de cancer gastrico o dispepsias. Lo anterior difiere con la gran mayoria de
estudios realizados en poblaciones de varios lugares del mundo. La mayoria de ellos
han encontrado asociacién significativa entre dichos polimorfismos y el riesgo de
céncer gastrico (El-Omar et al. 2000, Machado ez al. 2001, Rollinson et al. 2003, Zeng
et al2003). Algunos han encontrado que personas portadoras de los genotipos
homocigoto y heterocigoto para el alelo T del polimorfismo IL-1B-511, presentan
aumento en el riesgo de desarrollar cancer gastrico. De la misma forma, cuando se toma
en cuenta en una Unica categoria, a los individuos de genotipos homocigoto y
heterocigoto (portadores del alelo JL-1B-511T), también se ha observado un aumento en
el riesgo de cancer géstrico (El-Omar et /.2000, Machado et al. 2001, Figuereido ef al.

2002, El-Omar et a/.2003). No obstante, en este estudio no se observé asociacidén para
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dicho polimorfismo ni en forma homocigota, heterocigota, ni para los individuos
portadores del alelo asociado al aumento en el riesgo de désarrollar céncer géstrico.
Tampoco se observé asociacién del polimorfismo IL-1B-31 con el riesgo de
céncer géstrico o dispepsias en el grupo de personas aqui estudiadas. Se ha reportado
asociacién para el polimorfismo IL-1B-31, tanto en su forma homocigota, heterocigota
o individuos portadores del alelo C,' con el riesgo de céncer géstrico (El-Omar et
al.2000, Rollinson ez al. 2003). Los primeros estudios que se llevaron a cabo en esta
linea de investigacidn, tomaban en cuenta ambos polimorfismos (IL-1B-31 e IL-1B-
511), sin embargo el hecho de que ambos est4n fuertemente ligados, hace poco
informativo el trabajar con los dos a la vez (Furuta et al.2002). En nuestro caso tomar
en cuenta ambos polimorfismos, era muy importante por tratarse del primer estudio que
se lleva a cabo en Costa Rica con los polimorfismos del gen IL-1B, era necesario
determinar las frecuencias genotipicas, alélicas, haplotipicas, asi como medir el
desequilibrio de ligamiento entre dichos polimorfismos y de esta forma poder comparar
los datos de la poblacidn costarricense con los de otras poblaciones a nivel mundial.
Varios estudios han reportado asociaciéon de los polimorfismos IL-1B-31 e IL-
1B-511 con mayor riesgo de desarrollar Ulceras ducdenales y géstricas, asi como otros
tipos de lesiones como atrofia géstrica y metaplasia intestinal (Garcia-Gonzélez et al.
2001, Furuta et al.2002, Garcia-Gonzalez et al. 2003, Rad ef al. 2003). Algunas de estas
lesiones estan directamente relacionadas o incluso pueden ser eventos importantes para
desencadenar el proceso de carcinogénesis gastrica (Correa 1992, Hansson 2000,
McColl y El-Omar 2002, Troost et al. 2003). En estos casos el riesgo de desarrollar
alguna de las lesiones citadas anteriormente, puede estar-asociado con ambos alelos, en
cada uno de los polimorfismos, dependiendo de como se comportan y de los efectos que

cada una de éstas tiene sobre la mucosa gastrica. En nuestro caso no se trabajé con
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ningln tipo de tlcera, sin embargo en un futuro préximo se llevaran a cabo estudios con
este tipo de lesiones, dado que se cuenta con el material y la informacién necesaria para

realizar tales investigaciones.

Al igual que en nuestro caso, algunos estudios tampoco han encontrado
asociacién de los polimorfismos IL-1B-31 e IL-1B-511 con el riesgo cdncer gastrico.
Estudios llevados a cabo en grupos de poblacién asiatica no han reportado asociacién de
los polimorfismos [L-1B-31 e IL-1B-511 con el riesgo de céncer gastrico (Kato et al.
2001, Lee et al. 2003, Wu et al. 2003). Por el contrario hasta la fecha, todos los estudios
llevados a cabo con poblaciones caucasicas han reportado asociacién de dichos
polimorfismos con cancer gastrico. Lo anterior sugiere que el grupo étnico podria ser un
factor importante, que debe tenerse en cuenta en los estudios relacionados con estos
polimorfismos.

El no haber encontrado asociacién de los polimorfismos IL-1B-31 e IL-1B-511
con el riesgo de céncer gastrico o dispepsia en este estudio, podria ser debido a la
composicién genética de la poblacidn del pais. Recordemos que la poblacién de Costa
Rica es producto de la mezcla de varios grupos étnicos, principalmente tres de estos
aportaron un componente genético importante a nuestra poblacién (caucésico,
amerindio y africano), aun cuando existen algunas diferencias, en cuanto al porcentaje
de cada uno de estos, entre las diferentes regiones geograficas de Costa Rica (Morera et
al. 2003). Por tal motivo se hace necesario estudiar estos polimorfismos més a fondo en
una muestra representativa de la poblacién costarricense.

En Costa Rica existen diferencias significativas en cuanto a la incidencia de
cancer gastrico, entre las diferentes regiones, en que se divide el pais. Estudios llevados
a cabo por Sierra y colaboradores (1989) han demostrado que existen regiones de alto y

bajo riesgo de cancer gastrico, siendo la regidn central del pafs, la que posee la mayor
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tasa de incidencia de cancer géstrico mientras que las regiones costeras presentan las
maés bajas tasas de incidencia para dicha enfermedad. A pesar de que la prevalencia de
H. pylori es similar en ambas regiones, la prevalencia de gastritis asociada a este
organismo y de metaplasia intestinal, es mayor en habitantes de la regién de alto riesgo
que en individuos de regiones de bajo riesgo (Sierra et al. 1992). El grupo de personas
que participaron en este estudio provenia de la regién central. En dicho grupo, no se
observé diferencia, en cuanto a las frecuencias genotipicas para los polimorfismos IL-
1B-31 e IL-1B-511, entre el grupo de pacientes de céncer gastrico y su grupo control, ni
entre el grupo de pacientes dispépticos y su grupo control. Ademads las frecuencias de
los alelos, que han sido asociados con aumento en el riesgo de dicha enfermedad, para
ambos polimorfismos (alelo C para IL-1B-31 y alelo T para IL-1B-511) eran altas en la
poblacidn aqui estudiada. Se desconocen los factores involucrados en esta marcada
diferencia en las tasas de incidencia, sin embargo uno de los factores que podria ser
causa de la diferencia en la incidencia entre las diferentes regiones geograficas podria
ser el componente genético. Por lo tanto, las altas frecuencias de los alelos, asociados
con aumento en el riesgo de desarrollar cancer gastrico, para los polimorfismos IL-1B-
31 e IL-1B-511 en el grupo total de individuos aqui estudiados, sugiere que este grupo
de personas podria tener un mayor riesgo o una mayor predisposicién genética de
desarrollar cancer géstrico debido a que estos provienen de una regién geografica de
mayor riesgo. Entonces, las diferencias en las tasas de incidencia entre regiones de alto
y bajo riesgo de cancer gastrico podrian ser, en parte, explicadas con base en
componente genético, de modo que en las regiones de alto riesgo de céncer gastrico la
poblacidn tenga mayor predisposicidn genética a desarrollar esta enfermedad, que en las
poblaciones de regiones de baja incidencia. Esto también ha sido sugerido por un

reciente estudio llevado a cabo en China (Zeng et al. 2003). En el futuro serd necesario
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estudiar grupos de poblacién provenientes de las regiones de alto y bajo riesgo de
cancer gastrico del pafs.

El hecho de no haber encontrado asociacién entre los polimorfismos [L-1B-31 e
IL-1B-511 podria estar afectado, por el bajo tamafio de muestra utilizado en este
estudio. Se contd solamente con 58 pacientes afectados de cdncer géstrico. El hecho de
que el tamafio de la muestra puede provocar limitaciones en los modelos que fueron
utilizados para el andlisis de los datos, puede llevar a no determinar ninguna asociacion.
Otros estudios llevados a cabo en diversas latitudes para los polimorfismos del gen IL-
1B, han utilizado tamafios de muestra mucho mayores (Furuta et al. 2002, El-Omar et
al. 2003, Machado et al. 2003). En el futuro, serd necesario llevar a cabo un estudio
semejante con un ntimero mayor de individuos.

La etiologia del cancer gastrico varfa dependiendo del tipo histoldgico de cancer
asi como de la localizacién de éste en el estdmago (Correa 1992, Powell 1997, Yasui et
al. 2001). La asociacién de los polimorfismos IL-1B-31 e IL-1B-511 con el riesgo de
cancer gastrico puede variar dependiendo del tipo histolégico o de la localizacidn del
cancer en el estémago (Machado et al. 2001, El-Omar et aZ,.ZOOB), En nuestro estudio
no fue posible discriminar por el tipo histolégico de céncer, ni por la localizacién de
éste, porque el tamafio de la muestra impedia realizar mas estratificaciones, puesto que
se producirian limitaciones en los modelos estadisticos al llevar a cabo el anéalisis de
datos. Esta podrfa ser una razén importante por la cual, no se encontré asociacién de
estos polimorfismos con el riesgo de cancer gastrico en nuestro estudio. Para futuros
estudios se deben tomar en cuenta ambas clasificaciones.

El polimorfismo IL-1B+3954, estd asociado con el riesgo de céncer géstrico en
la poblacién estudiada, Las personas que presentan el genotipo heterocigota IL-

1B+3954 CT, presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico (OR 3.7; IC 95%
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1.34-10.2; p=0.007). Esta es la primera vez que se reporta asoclaciéon de este
polimorfismo con el riesgo de céncer géstrico hasta la fecha. Anteriormente se ha
reportado asociacién de este polimorfismo con tlcera duodenal, sin-embargo dicha
asociacidn se observa solamente, cuando hay interaccién del genotipo de riesgo de IL-
1B+3954 (CC) con los genotipos de riesgo de los polimorfismos IL-1B-31, IL-1B-511 e
IL-1RN (Garcia-Gonzédlez et al. 2001, Garcia-Gonzéalez et al.2003). Algunos de los
estudios llevados a cabo han tomado en cuenta dicho polimorfismo, sin embargo
ninguno ha encontrado asociacién de éste con el riesgo cancer géstrico (El-Omar er al.
2000, Zeng et al.2003). Se ha sugerido que la presencia del alelo T en la posicién +3954
con respecto al sitio de inicio de la transcripcion del gen podria tener un efecto protector
contra el desarrollo de céncer géastrico (El-Omar et al. 2000). En nuestro estudio, cuando
se ajustd mediante un modelo de regresién logistica multivariable, el valor de Odd Ratio
se mantuvo alto, aunque era ligeramente no significativo (OR 2.69; intervalo de
confianza al 95% 0.98-7.43; p=0.06). Esto podria determinarse con mayor precisién si
el tamafio de la muestra fuera mayor.

El aumento en el riesgo de céncer géstrico asociado al polimorfismo IL-
1B+3954 podria estar asociado a la presencia alelo T. La presencia del alelo T en este
locus ha sido asociada con un aumento en la expresién de la proteina IL-13 (Tseng et al.
2001). Por lo tanto, personas que porten al menos un alelo T podrian expresar en
mayores niveles la proteina IL-B, en comparacién con personas no portadoras de dicho
alelo. El aumento en la expresion de ésta es la razén por la cual los polimorfismos del
gen [L-1B han sido asociados con el aumento en riesgo de desarrollar cincer géstrico,
debido a' las propiedades y efectos de dicha proteina en el mecanismo inflamatorio y en
la mucosa géstrica (Dinarello 1996, El-Omar 2001). Entonces, si es el alelo T quien

confiere este aumento en el riesgo de céncer géstrico, se esperaria que personas que
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porten el genotipo homocigoto para el alelo T, presenten un aumento en el riesgo de
cancer géstrico, con valores de Odd Ratio aun mayores que los reportados en este
estudio para el genotipo heterocigoto. Sin embargo, en nuestro estudio no fue posible
corroborar esto debido a que ninguna persona presenté el genotipo IL-1B+3954 TT.

En el caso de IL-1B+3954, al igual que para otros polimorfismos, la precisién en
el diagnéstico histopatoloégico, la localizacion del céncer en el estémago y
determinacidn del tipo de cepa de H. pylori, ayudarian a esclarecer el papel que juega
este polimorfismo en la etiologia de esta enfermedad. Ya se estd trabajando con estos
factores, por lo que en futuros estudios que se lleven a cabo con estos mismos
polimorfismos serdn tomados en cuenta.

No se encontré asociacién entre ninguno de los polimorfismos del gen IL-1B
con dispepsia. El grupo de lesiones con que se trabajo en este estudio correspondia a un
grupo de pacientes que habian sido referidos a gastroscopia y biopsia por ser
sospechosos de céncer géstrico, sin embargo el resultado de la biopsia reveld que dichos
individuos presentaban lesiones grupo I y II segtn la clasificacién japonesa. De acuerdo
con esta clasificaciéon dichas personas son normales o poseen lesiones muy leves,
benignas, no neopldsicas, que incluso pueden involucionar facilmente (Japanese
Research Society for Gastric Cancer 1995). Por tales motivos este grupo podria
considerarse, como un grupo control. Lo anterior podria ser la explicacién por la cual al
comparar dicho grupo con su grupo control no se observé asociacidén con los
polimorfismos de [L-1B. Este es solo uno de los factores que podrian explicar el que no
se haya determinado asociacion, pues no se debe olvidar que factores relacionados con
la composicion genética de la poblacién de nuestro pais, el hecho de estar trabajando
con individuos procedentes de una regidn de alto riesgo, el tipo de.cepa de H. pylori,

ademds de otros factores de riesgo, podrian también estar influyendo.
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El riesgo de desarrollar cancer gastrico podria ser mayor para los individuos
heterocigotos o para portadores del alelo numero 2 en el polimorfismo IL-1RN, aunque
los valores de Odd Ratios son ligeramente no significativos (OR 2.94 y 2.25; IC 1.09-
7.93 y 0.96-5.51 respectivamente). Algunos estudios han asociado al genotipo
homocigota para dicho alelo con aumento en el riesgo de desarrollar cancer géstrico (El-
Omar ef al.2000, El-Omar et al.2003, Machado ez a/.2003). Otros sin embargo, no han
logrado establecer una asociacién entre el polimorfismo de IL-1RN con dicha
enfermedad (Lee et al.2003, Wu et al. 2003, Zeng et al. 2003). El gen IL-1RN codifica
para una proteina capaz de unirse, con gran afinidad, al mismo receptor al que se une la
proteina IL-1B, pero a diferencia de esta ultima, IL-Ra no es capaz de activar
mecanismos de transcripcién, por lo que actiia como un inhibidor comptetitivo de IL-
1B. Por lo tanto, IL-1Ra regula la activacién del mecanismo inflamatorio, de forma que
la respuesta inmunitaria no sea excesiva y no tenga efectos dafiinos sobre el organismo
(Dinarello 1996). Personas homocigotas para el alelo 2 podrian presentar una
disminucién en la expresién de la proteina IL-1Ra, puesto que se ha observado que
individuos que portan este genotipo presentan una respuesta inmune mas prolongada y
severa que personas con otros genotipos (Witkin et al. 2002). Nuestro estudio sugiere
que més que el genotipo IL-RN 2*2, el solo hecho de portar el alelo 2 confiere un
mayor riesgo de desarrollar céncer géstrico, pues si bien es cierto que el genotipo
homocigoto para dicho alelo se ha asociado con menor produccién de la proteina IL-
1Ra, esta disminucién en la expresién podria ser significativa aun en personas que
porten al menos una copia del alelo 2, en comparacién con personas que no portan este
alelo.

El hecho de haber encontrado asociacién de heterocigotos para el alelo niimero 2

del polimorfismo de IL-1RN con el riesgo de céncer gastrico y no haber observado
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mayor riesgo en los individuos de genotipo homocigoto para ese mismo alelo puede
deberse al tamafio de muestra. Solamente dos individuos del grupo de pacientes con
céncer gastrico presentaba el genotipo homocigoto IL-1RN2*2, mientras que cinco
individuos del grupo control presentaban este genotipo. Como se menciond
anteriormente otros grupos han reportado un aumento en el riesgo para individuos
homocigotos para el alelo 2 pero no para el genotipo heterocigoto. Por esta razdn se
hace muy necesario corroborar la asociacién aqui reportada en futuros estudios con un
mayor tamafio de muestra, donde se esperaria mayor cantidad de individuos con el
genotipo homocigoto para este alelo.

Se observé asociacién del genotipo heterocigota para el alelo dos del
polimorfismo del gen IL-1RN con el riesgo de desarrollar dispepsia. Personas que
portan el genotipo IL-1RN 2*-- podrian tener un mayor riesgo de desarrollar algiin tipo
de dispepsia en comparacién con personas no portadoras de dicho alelo (OR 3.16;
intervalo de confianza al 95% 0.97-10.28; p=0.06). Se ha reportado asociacién del
genotipo homocigoto para el alelo 2 con ulceras duodenales y géstricas, asi como con
gastritis atréfica y metaplasia intestinal (Furuta et al.2002, Zambon et al. 2002, Garcia-
Gonzélez et al. 2003, Rad et al. 2003). Algunas de éstas patologias son consideradas
como lesiones géstricas precancerosas, aunque su relacién en el proceso neoplésico
puede variar dependiendo del tipo de lesién. En el caso de las dlceras duodenales la
asociacién es contraria a la que se reporta para los otros casos, es decir, los alelos que
han sido asociados con el riesgo de céncer géstrico y lesiones gastricas precancerosas.
En el caso de las (lceras duodenales, tienen un efecto protector. Recientemente, también
se ha determinado asociacién de este mismo genotipo (IL-1RN 2*2) con otras lesiones
gastroesofagicas, no relacionadas de forma directa con el proceso neoplasico de cancer

de estémago (Koivurova et al. 2003). Asi los polimorfismos de IL-1RN, relacionados

76



77

con el aumento en la expresién de la protefna IL-1p, podrian estar confiriendo un mayor
riesgo a desarrollar cancer géstrico debido al efecto que esta proteina podria tener en
etapas tempranas del proceso de carcinogénesis, etapas como la inflamacion crénica que
conduce a la atrofia gastrica e hipoclorhidria. Sin embargo se vuelve a hacer énfasis en
el hecho de que més que el genotipo homocigoto paré el alelo 2 del polimorfismo de IL-
IRN, seria la presencia de ese alelo,llo que aumenta el riesgo de lesiones géstricas o
cancer gastrico como tal. Se insiste entonces en la necesidad de confirmar la asociacidn
aqui obtenida en un mayor grupo de personas.

No se observé ningun tipo de asociacién entre los polimorfismos de gen [L-10
con el riesgo de céncer géstrico o dispepsia. Recientemente algunos estudios han
reportado que la presencia de los alelos A, T y A en las posiciones ~-1082, -819 y -592
respecto al sitio de inicio de transcripcién del gen IL-10, respectivamente, aumentan el
riesgo de desarrollar céncer géstrico (Wu et al2002, El-Omar et al. 2003, Wu et
al.2003). Dichas variantes disminuyen la expresion de la proteina anti-inflamatoria IL-
10 (Turner et al. 1997). La disminucién de IL-10, junto con el aumento de la proteina
pro-inflamatoria IL-1B, da como resultado un fenotipo pro-inflamatorio, en respuesta a
la bacteria H. pylori, 1o cual tendria consecuencias importantes para la mucosa géstrica
(Bl-Omar et al. 2003). Al igual que para los polimorfismos IL-B-31 e IL-1B-511, para
los polimorfismos de IL-10 no se observaron diferencias significativas, en cuanto a las
frecuencias genotipicas, entre casos y controles, ni entre el grupo de lesiones géstricas y
sus controles. La frecuencia del alelo de riesgo para cada uno de los polimorfismos era
alta en todos los grupos; por lo tanto el hecho de no haber observado asociacién puede
deberse a que la muestra total utilizada en este estudio proviene de una region de alto
riesgo, probablemente con mayor predisposicion genética, de desarrollar cancer gastrico

(como se explico anteriormente). Sin embargo se debe tener en cuenta, que el no haber
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encontrado asociacion podria deberse a la falta de poder estadistico debido al tamaiio de
muestra. En el futuro se deben llevar a cabo estudios con mayor tamafio de muestra para
confirmar los resultados aqui obtenidos; sin embargo se debe tener en cuenta que otros:
factores de riesgo podrian tener mayor peso en nuestra poblacién, que los

polimorfismos aqui estudiados.

No se encontrd asociacién entre el polimorfismo del codén 72, exén 4 del gen
p53 con céncer gastrico y lesiones géstricas precancerosas en el grupo aqui estudiado.
Varios estudios han reportado asociacién de dicho polimorfismo con varios tipos de
cancer, entre ellos cancer gastrico ,(Oka et al. 1991, Fan et al. 2000, Shepherd et al.
2000, Hiyama et al. 2002). Asi mismo, se ha sugerido que la presencia del alelo Arg
para este polimorfismo podria tener relacidon con el aumento en la sobrevida de
pacientes con cancer gastrico (Zhang et al. 2003, Zhang et al. 2004). Muy pocos
estudios se han llevado a cabo con este polimorfismo en relacién con céncer gastrico,
sin embargo se ha reportado asociacién de dicho polimorfismo con aumento en el riesgo
de céancer gastrico de tipo difuso (Hiyama et al. 2002). Sin embargo existe controversia
al respecto (Wu et al. 2004). Recordemos que la etiologia de ambos tipos de céncer
gastrico es muy diferente por lo que el componente genético involucrado en el
desarrollo neoplésico podria variar (Parsonnet 1993, Yasui et al. 2001). En este estudio
no fue posible discriminar por el tipo histoldgico del cancer por las razones
anteriormente mencionadas Sin embargo seria muy importante establecer si existe
asociacion de dicho polimorfismo con uno u otro tipo histoldgico-de cancer gastrico.
Esto porque podria existir asociacidén con un tipo de cancer gastrico pero con el otro no

debido a las mismas diferencias que se presentan en el proceso de desarrollo entre uno y

otro tipo.
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Se desconoce el papel que podria estar jugando el polimorfismo del codén 72,
exon 4 de p53 en el céncer géstrico. Dicho polimorfismo ha sido asociado
principalmente con céncer de pulmén (Wang et al. 1999, Fan ez al. 2000). La asociacién
reportada para este polimorfismo con el riesgo de céncer géstrico en los diferentes
estudios no es muy contundente, sumado a que existen muy pocos estudios, por lo que
podria ser que este polimorfismo no tenga mayor efecto en el desarrollo de neoplasias
géastricas. A pesar de que se conoce que el cambio de arginina (Arg) por prolina (Pro) en
dicho coddn tiene efecto sobre la funcién que cumple la proteina (Thomas et al. 1999),
existen también otras variantes polimérficas en otras regiones del gen p53. Entonces,
algunas de esta variantes polimérficas podrian tener mayor efecto en la funcién de dicha
proteina y podrian estar mas involucradas con el aumento en el riesgo de desarrollar
céncer géstrico. Se ha reportado que este gen se encuentra mutado en casi el 50 por
ciento de todos los tipos de cancer (Levine 1997), muchas de estas mutaciones ocurren
en las diferentes etapas del proceso neoplésico, por lo que algunas de las mutaciones, de
novo, que se producen podrian tener un efecto mucho mayor en el desarrollo del céncer
que las variantes polimérficas de linea germinal que han sido reportadas.

No se encontrd asociacién entre ninguno de los polimorfismos estudiados para
los genes IL-1B, IL-1RN, IL-10 y p53 con el riesgo de céncer gastrico cuando se
comparé el grupo de pacientes con céncer gastrico contra el grupo de pacientes
dispépticos. Recordemos que estas lesiones fueron diagnosticadas como grupo Iy II de
acuerdo con el método de clasificacidn japonesa (Japanese Research Society for Gastric
Cancer 1995). Estos grupos son considerados como normales o lesiones muy leves, que
facilmente involucionan por lo este grupo de individuos podria considerarse como
grupo control. Este grupo de personas dispépticas provenia de la misma regién de la que

provenian tanto los casos como los controles con los que llevo a cabo este estudio,
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entonces el hecho de no observar asociacién entre ninguno de los polimorfismos para
los genes estudiados podria atribuirse a las mismas razones que se explicaron
anteriormente para los casos de céncer géstrico.

El poseer uno, dos, tres o mas alelos de riesgo no produjo aumento en el riesgo
de desarrollar céncer gastrico o dispepsia. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que en
algunos casos el numero de personas que portaban ciertas combinaciones de alelos de
riesgo era muy bajo para sacar algin tipo de conclusién debido a limitaciones en el
modelo estadistico (por ejemplo el nimero de individuos que portaban un alelo de
riesgo eran 3 pacientes con céncer géstrico y 5 individuos de su grupo control). La
combinacién de alelos de riesgo, en los diferentes polimorfismos, da como resultado
neto, un aumento en los niveles de expresién de IL-18. La sobreexpresién de dicha
proteina tiene consecuencias importantes en la mucosa géstrica, como la disminucién en
la secrecién de 4cido géstrico debido a las propiedades de dicha proteina como uno de
los inhibidores mds potente de la secrecién de dcidos géstricos hasta ahora conocidos
(E1-Omar 2001).

Para que exista asociacién de los polimorfismos de IL-1B, IL-1RN e IL-10 con
el riesgo de cancer gastrico, la infeccién por la bacteria H. pylori es fundamental,
principalmente en las etapas tempranas de la carcinogénesis géstrica (Figueiredo et al.
2002, El-Omar et al. 2003). Por tratarse de citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias importantes, la sobreexpresién de la proteina IL-1 junto a la disminucién
de la expresion de IL-10, tendria como resultado el aumento de la respuesta inflamatoria
ante H. pylori. Las consecuencias del aumento en la expresion de IL-10 podrian ser una
pérdida de funcién de las células secretoras de dcido de la mucosa gastrica (atrofia
géstrica), con la consecuente hipoclorhidria, lo cual tendrfa como resultado un aumento

en el pH. Bsto harfa del estémago un habitat menos hostil para A. pylori asi como para
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otros microorganismos que ahora serian capaces de colonizar dicho 6rgano. Un aumento
en el mecanismo inflamatorio y el aumento de organismos en el estoémago llevaria a la
acumulacién de una serie de compuestos reactivos de oxigeno y nitrégeno, producto de
la activacién de la respuesta inmune o del metabolismo de las bacterias, con conocidas
propiedades carcinogénicas, lo que aumentaria riesgo de desarrollar cancer gastrico (El-
Omar et al. 2000, Troost et al. 2003). Un 87% de los individuos aqui estudiados
resultaron seropositivos para la prueba de anticuerpos contra A. pylori, sin embargo no
conocemos los tipos de cepas presentes en este grupo de individuos. Tomando en cuenta
que existen cepas maés virulentas y que han sido asociadas con un mayor riesgo de
desarrollar cancer gastrico, serd importante determinar las cepas de la bacteria presentes
en nuestra poblacion.

El cancer gastrico es una enfermedad de etiologia compleja y multifactorial. Los
factores de riesgo y prevencién involucrados pueden ser muchos, algunos incluso
podrian atn no ser conocidos. Desconocemos también el peso que tiene cada uno de los
factores de riesgo puede tener sobre el desarrollo de la enfermedad o si su peso pudiese
variar entre grupos étnicos o entre regiones geog’réﬁcaé. Por tal motivo no podemos
asegurar que los genes aqui estudiados estén directamente asociados con el riesgo de
céncer gastrico en nuestra poblacién o bien, podria ser que estos tengan un papel
importante para el desarrollo de la enfermedad, en algunos grupos €micos mientras que
para otros no. Serd muy importante realizar més estudios con los polimorfismos de los
‘genes aqui estudiados, con mejoras en el disefio metodoldgico y con muestras mas
numerosas y representativas en un futuro cercano. Si bien es cierto que dichos genes, y
las proteinas que estos expresan poseen caracteristicas y efectos importantes en la
fisiologia gastrica, lo cual los convierte en excelentes candidatos para estudios en donde

se evaltie su posible asociacién con el cancer gastrico, estos no son los Unicos
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Conclusiones y recomendaciones.

Las frecuencias alélicas para los polimorfismos IL-1B-31, IL-1B-511 y los
tres polimorfismos del gen IL-10 son similares a las que han sido reportadas
para poblaciones asidticas, pero mas altas que las reportadas en paises
caucésicos. En el caso del gen IL-1RN las frecuencias alélicas de la poblacidn
estudiada son similares a las reportadas para poblaciones caucasicas y mucho
mas altas en comparacién con las reportadas en paises asiaticos. Para IL-
1B+3954, las frecuencias élélicas de la poblacién estudiada representan un

valor intermedio entre las reportadas para estos dos grupos étnicos.

Las frecuencias de los alelos que han sido asociados con el aumento en el
riesgo de céncer géstrico son m4s altas en la poblacién total de este estudio
que en otras poblaciones del mundo. Esto podria deberse a que individuos con
una mayor repuesta pro-inflamtoria podrian haber sido favorecidos por
procesos de seleccion natural en el tropico en respuesta a presiones selectivas
ambientales como el caso de las infecciones bacterianas, las cuales fueron, en
décadas anteriores, una de las principales causas de morbilidad y mortalidad

en Costa Rica.
Las frecuencias alélicas del polimorfismo del coddn 72 de pS3 aqui obtenidas

son similares a las reportadas para poblaciones caucdsicas. En asidticos estas

frecuencias son ligeramente mas altas que las aqui reportadas.
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4. Existe un fuerte desequilibric de ligamiento entre los polimorfismos IL-1B-
31/IL-1B-511 (D’=-0.91). El 97% de los haplotipos inferidos correspondian a
la combinacién de los alelos C/T oT/C. Estos resultados concuerdan con lo

reportado en diferentes lugares del mundo independientemente del grupo

étnico.

5. Existe desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos IL-10-592/IL-10-
819 (D’= -0.62). Este no es tan fuerte si se toma en cuenta que algunos
estudios han reportando ligamiento cercano al 100% entre estos loci. En este

estudio el 87% de los haplotipos inferidos correspondian a las combinaciones

A/T o C/C.

6. No existe asociacidn de los polimorfismos IL-1B-31 e IL;lB—Sll, [L-10-592 ¢
IL-10-819 con el riesgo de céncer géstrico. Varios factores podrian explicar el
no haber encontrado asociacidn, entre ellos el tamafio de la muestra y la forma
en que selecciond esta, no se discriminé por el tipo histoldgico y la
localizacién anatémica del céncer dentro del estdmago, la composicién
genética de la poblacidén costarricense y el hecho de estar trabajando con un

grupo de personas de una regidn de alto riesgo de desarrollar la enfermedad.

7. Existe asociacién del polimorfismo [L-1B+3954 con el aumento en el riesgo
de cancer gdstrico. Individuos con el genotipo heterocigota CT tienen un
mayor ricsgo de desarrollar esta enfermedad que individuos no portadores del

alelo T. Esta asociacidn no ha sido reportada hasta la fecha.
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Existe asociacién del polimorfismo IL-1RN con el riesgo de cancer gastrico.
Individuos con el genotipo heterocigota para el alelo 2 tienen mayor riesgo de
desarrollar céncer gastrico que individuos con cualquier otro genotipo.
Individuos portadores del alelo 2 podrian tener un mayor riesgo de desarrollar

la enfermedad.

No existe asociacién del polimorfismo del exén 4, coddén 72 de p53 con el
riesgo de cancer gdstrico. Existen muy pocos estudios que asocian este
polimorfismo con aumento en el riesgo de esta enfermedad. Otros
polimorfismos o mutaciones de novo en este gen podrian estar maAs

relacionados con el riesgo de la misma.

Para determinar con mayor precisidn la asociacién de estos polimorfismos
con céncer gastrico en Costa Rica sera necesario: A) determinar la frecuencia
de los polimorfismos en la poblacidén general costarricense B) determinar si
existen diferencias en las frecuencias de los polimorfismos entre las
poblaciones de las regiones de alto y bajo riesgo, C) realizar un estudio caso-
control con un mayor tamafio de muestra tomando en cuenta el tipo
histolégico de cancer (difuso o intestinal) y la localizacién anatémica del
mismo, D) realizar un estudio prospectivo en la poblacién de Costa Rica en
donde se estudien los polimorfismos aqui estudiados junto con otros factores

de riesgo de cancer gastrico
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ANEXOS.

< Protocolo de extraccién de ADN a partir de sangre periférica.

Fase 1.

1.

500 pl de sangre mas 1000 pl de buffer de lisis. Incubar en hielo por 45 minutos.

Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm a 4°C.

Disolver el botén en 1000 pl de buffer de lisis. Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm a
4°C.

Disolver el botén en 500 pl de buffer SE. Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm a 4°C.

Disolver el botén en 400 pl de buffer SE, agregar 15 ul de proteinasa K, 50 pl SDS

20%. Dejar toda la noche a 37°C en baflo maria.

Fase IT. Extraccion con fenol.

Puntas nuevas a partir del paso 9 en adelante.

Agregar 300 pl de buffer SE.

5. A la solucién de protedlisis afiadir 400 pl de fenol, mezclar en rotor durante 10

8.

minutos, centrifugar 10 minutos a 8000 rpm a 4°C. Trasegar la fase superior a otro

eppendorf.
Repetir €l paso 5.
Afiadir 200 pl de fenol y 200 upl de cloroformo-alcohol isomilico, mezclar en rotor

por 10 minutos, centrifugar 10 minutos a 8000 rpm a 4°C. Trasegar la fase superior a

otro eppendorf.
Afiadir 400 ul de cloroformo-alcohol isomilico, mezclar en rotor durante 10

minutos, centrifugar 10 minutos a 8000 rpm a 4°C. Trasegar la fase superior a otro

eppendorf.
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9. Afiadir 10 pl de acetato de sodio (3M pH 5.2) y mezclar. Agregar 700 pl de etanol
absoluto. Precipitar moviendo cuidadosamente, centrifugar a 14000 rpm a 4°C
durante 30 minutos. Eliminar el maximo de alcohol posible.

10. Realizar un lavado con etanol al 70%, centrifugar a 14000 rpm a 4°C durante 15
minutos. Eliminar el maximo de alcohol posible, secar el alcohol a 37°C.

11. Diluir en TE v dejar una noche a 37°C.

Cloroformo-alcohol isomilico 24:1
240 ml de cloroformo.

10 ml de alcohol isomilico.

Acetato de sodio 3M pH 5.2
24.609 g de acetato de sodio en 100 ml de agua.

12.3 g de acetato de sodio en 50 ml de agua.

SDS 20%.
20 g de SDS en 100 ml de agua.
Buffer SE pH 8.0

NaCl 8.29 g
KHCO; 1.00 g

EDTA 200 pl 0.5M.

Agua 1000 ml
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EDTA 0.5 M

78.8 g de EDTA en 1000 ml de agua.
7.88 g EDTA en 100 ml de agua.
Buffer TE

15.76 g tris HCI  1M.

7.8 g EDTA 0.5M.

Agua 1000 ml.

Autoclavar a 121°C a 15psi durante 10 minutos.

Buffer TBE 1X.
10.8 g tris HCI.
5.5 g acido bdérico.
095 g EDTA.

Ajustar a pH 8.00.
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