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Esteffy Rosales Hortiales

1. INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) es la quinta neoplasia mas frecuente a nivel mundial, por lo
que es considerado un problema de salud. En México, este padecimiento se
encuentra dentro de las tres primeras causas de muerte por cancer, siendo mas
frecuente en hombres que en mujeres.

El cancer es una enfermedad multifactorial y su aparicion generalmente depende
de la interaccién de los factores genéticos del individuo con los de su medio
ambiente. Entre los factores ambientales de mayor importancia se encuentra la dieta
y la infeccion por Helicobacter pylori, con aproximadamente 900,000 casos nuevos
registrados cada ano a nivel nacional. No obstante que este bacilo coloniza el
estdmago del 50 al 80% de la poblacion adulta mexicana, soélo en el 1 al 3% de los
casos la infeccion progresa a cancer gastrico. Por otra parte, factores genéticos
tales como polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphism) en genes involucrados en la respuesta inmune a dicha bacteria,
podrian explicar por qué solamente ciertos pacientes infectados desarrollan
neoplasia. En estos términos, existen estudios de SNPs presentes en citocinas pro-
inflamatorias, como es el caso de IL-6. Esta interleucina ha sido documentada tanto
en trabajos clinicos como experimentales por la importancia que tiene en la
inmunidad a H. pylori, ademas porque su sobreexpresion puede dar lugar a una
respuesta inflamatoria crénica, lo que posiblemente influye en la progresion y
metastasis del tumor. Sin embargo, la participacion de los SNPs de IL-6 ha sido
controversial, en cuanto a ser el mecanismo responsable por el cual esta

interleucina promueve el inicio de CG.
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El presente estudio tiene como propdsito analizar si los alelos de los SNPs -572
C/G, -174 C/G y 1807 C/G presentes en el gen de IL-6 participan como factores de
riesgo o de proteccion en el desarrollo de CG, para ello se obtuvieron muestras de
DNA genomico de tres grupos de pacientes: con gastritis no atrofica, metaplasia
intestinal y CG, las cuales fueron tipificadas mediante la técnica de PCR tiempo real
en un equipo Applied Biosystems StepOne Plus.

Realizar investigacion sobre CG en el campo de la genética tiene gran importancia
y aportacion clinica, pues con ello se podrian determinar biomarcadores utiles para
identificar individuos en riesgo, asi como para diagnéstico temprano o prondstico de

esta enfermedad.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer gastrico
El cancer es un padecimiento de etiologia multifactorial, en el que se encuentran
involucrados diversos factores ambientales e inherentes al paciente, dando lugar a
un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células, que puede
ocurrir practicamente en cualquier parte del cuerpo.’
El CG puede ser cardial (cercano al eséfago), antral (cercano al piloro duodenal),
intestinal o difuso; en el de tipo intestinal, la lesidn casi siempre esta localizada en

un solo foco y cursa a través de la siguiente serie de etapas:?

* Proceso inflamatorio de la mucosa gastrica.3
 Se caracteriza por un infiltrado de leucocitos, principalmente
neutrdéfilos. Afecta cualquier zona del estdmago,
Gastritis principalmente el antro. Puede acompararse de edema,
superficial hemorragias y erosiones en la mucosa.? 4

* Enfermedad inflamatoria.

» Caracterizada por pérdida de estructuras glandulares que se
sustituyen por tejido conectivo.* 5

Gastritis
atréfica
 Incompleta: Las células gastricas se asemejan al epitelio del
colon, con multiples gotas de mucina, con citoplasmas de
tamano variable y ausencia de un borde en cepillo.
. » Completa: Se asemeja al epitelio del intestino delgado, con
Metapl_a5|a enterocitos, un borde en cepillo, células caliciformes y pocas
intestinal células de Paneth.6
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* Hay un alto grado de displasia glandular caracterizada por el
tamafo y la forma irregular. También se observa invaginacion,
ramificacion y pilotes celulares.*

Displasia
* Neoplasia intraepitelial gastrica. Inflamacién croénica
intramucosal. Disminucién de la secrecion de acido
. clorhidrico.*
Cancer

Por lo regular, el CG difuso se distribuye en varios puntos del estbmago y no se le
ha atribuido algun tipo de lesion atrofica inicial que favorezca su desarrollo. La
infeccidn por H. pylori se vincula principalmente con la aparicion de CG intestinal, y
en menor medida con los de tipo difuso, distal y cardial.?

La agencia internacional para la investigacion en cancer de la OMS en 2012, reporta
de manera general que el CG ocupa el quinto lugar en incidencia y el tercero en
mortalidad a nivel mundial. Por otra parte, en México se ha colocado en la cuarta
posicién de incidencia y tercera en mortalidad, con 4,104 casos (6.3%) y 3,368
casos (8.7%) respectivamente, en hombres; mientras que en mujeres se ha
encontrado en el cuarto lugar tanto de incidencia como de mortalidad, con 3,576

casos (4.3%) y 2,913 casos (7.3%) respectivamente.’
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2.2 Factores de riesgo

2.2.1 Ambientales

El CG es el resultado final de la interaccion de diversos factores genéticos y
ambientales de un individuo; entre los factores ambientales ha resultado claro que
la dieta y la infeccion por H. pylori influyen de manera crucial para el establecimiento
del cancer.® ° El dafio caudado por esa bacteria parece ser la causa principal de
CG, ya que puede provocar inflamacion cronica, acumulacién de especies reactivas
de oxigeno y dafo oxidativo al DNA en la mucosa gastrica, o que puede promover
la progresion del epitelio gastrico normal — gastritis atréfica — metaplasia intestinal
— displasia — cancer.? En cuanto a la dieta, el riesgo aumenta con una ingesta
excesiva de almidon, grasa, carnes rojas, y especialmente alimentos conservados
ricos en sal que pueden inducir un dafio directo en la mucosa gastrica.? ' También
los chiles, los vegetales preparados en vinagre y la carne ahumada son causas
importantes de lesiones en el estomago.'" 12 En contraste, una alimentacion rica en
fibra dietética, frutas y vegetales frescos, especialmente aquellos que contienen
nutrientes como el acido ascorbico, carotenoides y B-carotenos pueden disminuir el
riesgo, ya que tienen un efecto protector en la mucosa gastrica. 315

Otros factores de riesgo relacionados con el estilo de vida incluyen el consumo de
alcohol y cigarro.® El alcohol es un irritante gastrico, ademas se ha reportado que el
habito de fumar aumenta el riesgo de CG, particularmente para los canceres de la
seccion superior del estobmago, cercana al eséfago. El tabaco puede inducir el
desarrollo de lesiones precursoras gastricas e incrementar la oportunidad de

infeccion por H. pylori.'®
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2.2.2 Inherentes al paciente

2.2.2.1 Edad y sexo
El CG es mas frecuente en los hombres que en las mujeres. En estos términos, los
estrogenos se han considerado factores protectores para el CG, lo que justifica la
mayor incidencia en los varones en comparacion con las mujeres (3:1)."7
Asi mismo, la frecuencia en personas de mas de 50 afos de edad aumenta
considerablemente. La mayoria de las personas con CG se encuentran entre los 60
y 89 anos de edad. Se postula que la aparicion de gastritis cronica atréfica,

metaplasia intestinal y displasia es un largo proceso de afios o décadas.'? 8

2.2.2.2 Origen étnico
Este tipo de cancer es mas comun entre las personas de origen hispano, las
personas de raza negra y los asiaticos. Las tasas de incidencia varian de acuerdo
a la regién o pais analizado, a escala mundial, el CG es mas comun en Japédn,
China, Europa oriental y Latinoamérica. Esta enfermedad es menos comun en Africa

occidental, Asia central y Norteamérica.'? 1920

2.2.2.3 Genéticos
Los aspectos genéticos del individuo tienen una participacion importante en esta
patologia. Existen reportes de que ciertos SNPs en genes involucrados en la
respuesta inmune, pueden influir en las diferentes manifestaciones clinicas de la
infeccidn por H. pylori, y la subsecuente progresion a cancer. Por ejemplo, SNPs de
algunas citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-qa, IL-8 e IFN-y, asi como IL-22 e IL-17
pueden inducir una respuesta inflamatoria crénica.?'-32 Los polimorfismos en IL-1B

se han relacionado con niveles elevados de ésta, lo que resulta crucial en CG, pues

6
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IL-1B es el inhibidor mas poderoso de la acidez gastrica que se conoce.?? 33 Los
polimorfismos en TNF-a no afectan los niveles de ésta en la mucosa gastrica, pero
si afectan la inflamacion gastrica en algunas personas.®* IL-8 se encuentra
sobreexpresada en la mucosa gastrica expuesta a H. pylori, y sus polimorfismos se
han asociado con el prondstico de los pacientes;3® el genotipo -251 A/A de IL-8 ha
sido un indicador de mal prondstico en CG porque esta relacionado con
angiogénesis.® IFN-y afecta la apoptosis de las células cancerosas gastricas.?’

No obstante, este trabajo centré su interés en IL-6. Se han reportado niveles
elevados de IL-6 en suero de pacientes con CG.% Existen varios estudios que
evaluan la participacion de algunos SNPs en la regién promotor del gen IL-6 con el
riesgo a desarrollar CG, aunque sus resultados son un tanto controversiales.37-3°
Por ejemplo, los portadores de los genotipos G/G y G/C del SNP -174 producen
cantidades elevadas de esta citocina en suero, en comparacion con los individuos
que poseen el genotipo C/C.37-38 Lo mismo ocurre con el genotipo G/G del SNP -
572.3" Ademas, se ha documentado que los genotipos G/G y G/C del SNP -174 son
asociados con el incremento de riesgo para los carcinomas gastricos de tipo difuso
(OR=6.809, P=0.034) en Finlandeses.3® Hay trabajos que asocian el genotipo G/G
del SNP -174 con riesgo de presentar Ulcera gastrica.3”- 4% Por otra parte, los niveles
de IL-6 en la mucosa del estdmago incrementan en la gastritis asociada a H. pylori,
pero disminuyen dramaticamente después de la erradicacion de la infeccidn.3”- 41
En un analisis combinado del SNP -174 C/G del gen IL-6, que incluia pacientes
caucasicos europeos (Finlandia), hubo mayor riesgo con CG (OR=2.02, IC

95%=1.31-3.10) para el genotipo G/G, comparado con el genotipo C/C (Cuadro 1).
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No obstante, el riesgo de ulcera gastrica fue significativamente mucho mayor con el

genotipo G/G (OR=59.86, IC 95% 8.27-433.4).%7

Cuadro 1. Asociacion entre SNPs de IL-6 con riesgo a desarrollar cancer gastrico.
SNP Genotipo CG(n) OR 1C95% Valorp Ulcera(n) OR IC95% Valorp

C/IC 34 - 1

-174 CIG 82 098 063154 093 26 10.57 1.42-78.73  0.02
GIG 142 202 1.31-3.10 <0.01 124 59.86 8.27-433.4  <0.01
CIC 173 - 327

-572 CIG 143  1.02 0.75-1.40 0.89 214 081 0.61-1.07 0.15
GIG 29 148 0.81-272 020 44 119 0.68-2.08 0.54
GIG 75 -

-597 G/A 67 089 0.58-1.37  0.61
AA 28 062 037-1.07 0.09

CG: Cancer gastrico. OR: Odds ratio (riesgo relativo), IC: Intervalo de confianza, p:
Significancia de X2 (Tomado de Sugimoto, 2010).

Sin embargo, la frecuencia genotipica de los SNPs difiere entre poblaciones, por
ejemplo, el genotipo C/C del SNP -174 es menos frecuente en Asia oriental, y en
América latina (0%-9.8%) en comparacion con América del norte y las poblaciones
europeas (13.4%-28.3%). En Asia oriental, en particular, la frecuencia del alelo C
es <1% no solo en pacientes con CG, también en los que padecen gastritis, por lo
que dicho polimorfismo no es util para buscar asociaciones en Asiaticos. No
obstante, el hecho de que existan diferencias en las frecuencias de ciertos SNPs
podria influir en que la prevalencia de CG sea mayor en paises asiaticos orientales
y latinoamericanos que en caucasicos.?” 42> 43 Por otra parte, en algunos estudios

los SNP -572 y -597 de IL-6 no han mostrado una relacion significativa con
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enfermedades gastricas. Aunque bien, el genotipo G/G del SNP -572 represent6 un
factor de riesgo para CG (OR=21.13, IC 95%=5.56-131.98) y para desarrollo de
Ulcera péptica (OR=2.98, IC 95%=1.05-8.47) en poblaciones occidentales (Cuadro

2).37

Cuadro 2. Comparacién de la incidencia en cancer gastrico no cardial y ulcera

péptica, en poblaciones occidentales y asiaticas.

Enfermedad SNP Genotipo Occidente Asiaticos
OR IC 95% p OR IC95% p
CG -572 C/G 9.87 256-37.98 <0.01 0.85 0.61-1.19 0.34
G/G 21.13 5.56-131.98 <0.01 0.99 0.48-2.03 0.97
upP -572 CIG 1.31 0.07-2.56 042 0.77 0.55-1.05 0.07

G/G 2.98 1.05-8.47 0.04 0.67 0.33-1.34 2.66

CG: Cancer gastrico, UP: Ulcera péptica. OR: Odds ratio (riesgo relativo), IC: Intervalo de confianza,
p: Significancia de X2. (Tomado de Sugimoto, 2010).

Finalmente, IL-6 desempefia una participacion positiva como un factor en la

metastasis del cancer a ganglios linfaticos.44

2.3 Helicobacter pylori

2.3.1 Epidemiologia y transmision
La infeccion por H. pylori afecta a mas de la mitad de la poblacion mundial, ésta
favorece el establecimiento de un cuadro inflamatorio crénico, y posiblemente es
causante del dano al epitelio gastrico que progresa a cancer. Por lo general, la

bacteria es adquirida durante la infancia, perdurando hasta la edad adulta. La
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mayoria de los individuos infectados permanecen asintomaticos y sélo 10 a 20%
evoluciona a gastritis atrofica; de los cuales menos del 3% desarrolla CG.?

En la poblacion infantil de paises en desarrollo y con condiciones no éptimas de
sanidad, se reportan prevalencias a la infeccién de H. pylori hasta de 70 a 80%; en
cambio, en paises desarrollados y con condiciones sanitarias Optimas, la
prevalencia es solo de 0.5 a 1% para menores de 10 afios.*®

En cuanto a México, se ha observado mayor riesgo de infeccion en el estado de
Chiapas.*®

La infeccion por esta bacteria esta asociada con condiciones pobres de higiene,
aunque el mecanismo de transmision de H. pylori aun no ha sido completamente
dilucidado, ciertas evidencias sugieren que la transmisién puede ser via oral-oral, o
bien fecal-oral. 24 47.48

La ingestion de agua contaminada también se considera un probable mecanismo
de adquisicion, independientemente del estatus socioecondmico del individuo; por
otra parte en un analisis realizado con nifios brasilefios, la presencia de anticuerpos
IgG contra H. pylori se asocié con las siguientes variables: edad superior a ocho
anos de edad (OR= 1.72, IC 95%=1.23-2.40), asistencia a guarderia (OR=1.49, IC
95%=1.4-2.12), ubicacion de la casa en una calle sin pavimentar (OR=2.03, IC

95%=1.44-2.87) y la ausencia de un inodoro (OR=1.32, IC 95%=1.0-1.74).47.4°

10
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2.3.2 Microbiologia
H. pylori es una bacteria gramnegativa, miembro de una familia de bacilos espirales,
mide de 0.5a 1.0 ym de ancho y 2.5 a 4.0 um de largo, tiene una pared celular lisa,
cubierta por un glucocalix de 40 nm. Es microaerofilico, no esporulado y posee de
dos a seis flagelos unipolares, cada uno de 12 a 15 nm de largo y 30 nm de ancho
que culminan en un bulbo; cada flagelo contiene un filamento central constituido por

polimeros de 53 kDa, al que se le denomina flagelina. (Fig. 1).%°

Fig. 1 Microfotografia de Helicobacter pylori. (Tomado de Serrano, 2009).

2.3.3 Factores de virulencia
Los principales factores de patogenicidad de la bacteria comprenden a la citotoxina
asociada al producto génico A (CagA), toxina vacuolizante (VacA) y la y-
glutamiltranspeptidasa (GGT), ademas de los patrones moleculares asociados a

patdégenos (PAMPs) que incluyen el lipopolisacarido (LPS) y el flagelo.?*

11



Esteffy Rosales Hortiales

Cag A es el factor de virulencia mas importante y mejor estudiado, las cepas CagA*
se asocian con mayor riesgo a procesos inflamatorios persistentes, pues son mas
potentes al causar dafio a la mucosa gastrica, en comparacion con las cepas CagA
51 En varios estudios se ha mostrado la importancia de CagA en la inflamacion
inducida por H. pylori, y se sugiere que puede tener una funcioén en la activacion del
factor nuclear kappa-B (NF-kB), asi como en la produccion de IL-8 en células
epiteliales gastricas.?* %' Es importante notar que la presencia de Cag A usualmente
coincide con la presencia de otros factores de virulencia, incluyendo Vac A, Bab A
y Oip A%

Cag A es responsable de innumerables alteraciones en vias de senalizacion que
influyen profundamente en las células del hospedero. Este factor se inserta
directamente en el citoplasma de la célula del huésped, donde se fosforila y se une
al dominio SH2 de una fosfatasa involucrada en la transduccién de sefiales (SHP-
2).%2 Cag A también es capaz de conducir la transicién de un fenotipo celular epitelial
a mesenquimal, lo cual se relaciona con carcinogénesis.®': %3 54

Otro elemento crucial que tiene relacidon con la persistencia de la infeccion es la
secrecion de la proteina VacA, ésta fue llamada asi por su habilidad para inducir
numerosas vacuolas en las células del hospedero.®” Vac A forma estructuras
similares a poros. Para formar dichas vacuolas, Vac A se une a receptores de la
proteina tirosina fosfatasa (RPTPa y RPTP), asi como a otras proteinas
transmembranales glicosiladas en la superficie de la célula del huésped; después
Vac A es endocitada y forma canales tipo anion-selectivos en la membrana
vacuolar. Los canales permiten la acumulacion de iones cloruro y de bases débiles,

lo que resulta en un hinchamiento osmético.%' 54 %5 Ademas, Vac A se inserta en la
12
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membrana mitocondrial ocasionandole disfuncion, y muerte apoptotica posterior a
la célula. La vacuolizacion no es el unico efecto de la intoxicacion por Vac A, también
se ve interrumpida la funcion de barrera de las células epiteliales gastricas,
permitiendo la fuga de nutrientes esenciales como hierro, niquel y aminoacidos, esto
probablemente mejora el crecimiento de H. pylori (Fig. 2).%"

Asi mismo, Vac A es capaz de inducir la produccion de citocinas pro-inflamatorias,

tales como TNF-a, IL-1B e IL-6.%*

Apoptosis Vacuolizatmn Dlsruptlon of tight junctions Carcinogenesis

Fig. 2 Efectos de H. pylori en las células del huésped. Los factores de virulencia
de H. pylori pueden conducir a la apoptosis, vacuolizacién, alteracion de la funcién
de barrera de las células (lo que causa pérdidas de nutrientes) y carcinogénesis.
(Tomada de Testerman, 2014).

Esta bacteria codifica dos adhesinas, la adhesina de uniéon a antigenos de grupo
sanguineo (Bab A) y la adhesina de unién a acido sialico (Sab A). Bab A se une al

antigeno de Lewis b (LeP) y su actividad de union es mas notable en las cepas que
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son Cag A*. Esto contribuye a la formacion de rupturas de la doble cadena de DNA,
y puede promover mutaciones genéticas asociadas a cancer. La adherencia a
través de Bab A también mejora la secrecion tipo IV, lo que conduce a una respuesta
inflamatoria mas fuerte.5? 56

Independientemente de la union de Bab A a antigenos de grupo sanguineo, H. pylori
se une al acido sialico, en particular al antigeno Lewis-sialil x/a (sLe* y sLe?)
mediante la adhesina Sab A. Curiosamente, sLe* estd ausente en la mucosa
gastrica saludable (sin procesos inflamatorios), y por lo tanto, la adhesion mediada
por Sab A se convierte en un factor relevante en la persistencia bacteriana después
de su colonizacién y establecimiento satisfactorios en el estémago.5® 57

H. pylori sintetiza grandes cantidades de una enzima hexamérica para la urea,
llamada ureasa, integrada en seis mondmeros. Su funcion es amortiguar el pH del
estomago mediante la conversion de urea a CO2 y amonio, pues con ello se
neutraliza el medio acido que rodea a la bacteria y le facilita su colonizacion y
persistencia.>® %9

También, este agente produce cantidades elevadas de catalasa y superoxido
dismutasa, fosfolipasa A2 y C, GGT y glucofosfatasa degradadora de moco y leucin-
aminopeptidasa.*®

GGT se ha asociado con el desarrollo de ulcera péptica, incrementa la secreciéon de

IL-8 y la produccién de perdxido de hidrégeno en las células epiteliales gastricas.®’
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2.4 Inmunidad a H. pylori
La inflamacién por la infeccion es causada por multiples vias donde participan tanto
las células epiteliales gastricas, siendo la primera linea de defensa, como las células
inmunes circulantes reclutadas al sitio dafiado.?*
La respuesta inflamatoria se caracteriza por la expresion local de citocinas,
quimiocinas y moléculas de adhesion, las cuales regulan el reclutamiento de
leucocitos y estimulan a fibroblastos y células endoteliales para dividirse y producir
componentes de remodelacion de tejido y neovascularizacion. Esta reaccion es
modulada en particular por la via NF-kB que activa la transcripcion de factores de
crecimiento, genes antiapoptéticos y otras proteinas.?
En condiciones normales, una reaccion inflamatoria se autolimita a través de la
disminucién de factores pro-inflamatorios y el incremento de anti-inflamatorios. Las
células inmunitarias sufren apoptosis y son fagocitadas, ademas, se revierten los
cambios vasculares que facilitaron su conjuncion. Se conoce poco acerca del
mecanismo de resolucion de la inflamacion, sélo se sabe que la permanencia de los
leucocitos es una de las principales caracteristicas del proceso de la inflamacion
crénica.? ©°
La respuesta inflamatoria por esta bacteria inicia con el reconocimiento de ligandos
por células del sistema inmune innato, con la utilizacién de receptores localizados
en la superficie celular, en compartimientos intracelulares o secretados a la
circulacién, los denominados PRR (receptores de reconocimiento patron). Los mas
importantes son los receptores tipo toll (TLR) y los de dominio de oligomerizacion

de unidén a nucledtidos (NOD).? 6
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Los NOD son receptores citoplasmaticos, y su activacién se inicia cuando los
peptidoglucanos internalizados o de microorganismos intracelulares son
reconocidos, con ello se lleva a cabo la activacién de NF-kB, que a su vez induce la
expresion de citocinas pro-inflamatorias. Los TLR son proteinas de membrana tipo
[, con un dominio extracelular que reconoce los ligandos, y un dominio intracelular,
transductor de sefiales. Las células epiteliales del estomago expresan TLR2, TLR4,
TLR5y TLR9.81.62

H. pylori induce infiltracién en la mucosa gastrica de leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos, células dendriticas (CD), linfocitos T y B (Fig. 3). Las integrinas pueden
reconocer factores de virulencia provenientes de la bacteria y los TLR, asi como los
NOD1 pueden interactuar con los PAMPs. La activacion de las CD gastricas induce
a las células T CD4* a diferenciarse a Th1 mediante la produccién de IL-12. Las
células Th1 secretan citocinas tales como IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y. Esta
diferenciacion es dependiente de IL-18, la cual promueve la produccién de IFN-y
por las células T y NK en presencia de IL-12 y se relaciona con la inflamacion
gastrica. La respuesta inicial Th1 parece erradicar la infeccidn, sin embargo, en
algunos individuos las citocinas producidas por Th1 mantienen la inflamacién de la
mucosa, lo que contribuye al desarrollo de gastritis atréfica, hiperplasia epitelial y
metaplasia intestinal.?*

H. pylori es una bacteria extracelular, por lo tanto, se esperaria una respuesta
inmune tipo Th2, no obstante, ésta se encuentra débilmente asociada con la
infeccion.®3 La respuesta Th2 ha sido observada en pacientes con metaplasia y CG
intestinal, lo que sugiere que las células Th2 podrian estar involucradas solamente

en diferentes resultados de la infeccion por H. pylori.?
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En las personas infectadas, una respuesta Th2 induce produccion de anticuerpos
IgG1, mientras que una respuesta Th1 contribuye a un incremento significativo en
los niveles de 1gG2. Los titulos de IgG2 por lo regular son mas elevados que los de
lgG1, particularmente en aquellos pacientes con Ulcera gastrica.®*

Ademas de las respuestas inmunes Th1/Th2, las células Th17 también contribuyen
en la defensa de la mucosa, ya que funcionan como mediadoras de la inflamacién
con la produccion de IL-17 e IL-8, las cuales son capaces de atraer granulocitos al
sitio de infeccion.®® Un aumento de IL-17 depende de la secrecion de IL-6 e IL-23
por los macréfagos estimulados con la bacteria. Las células Th17 persisten en la
sangre y mucosa gastrica después de la erradicacién de H. pylori, y pueden estar
involucradas con la permanencia de la inflamacion gastrica; se ha visto que esta
persistencia es una consecuencia de los niveles de IL-1B, que siguen siendo
elevados en la mucosa gastrica para entonces.%®

Por otra parte, las células Treg son potentes supresores de las células T, por lo tanto
se han relacionado con la limitacién de la respuesta inflamatoria, ya que producen
citocinas anti-inflamatorias tales como IL-10 y TGF-B.¢”

Finalmente, se sabe que la infeccién de H. pylori puede suprimir la respuesta
inmune del hospedero, sin embargo, el mecanismo de ello esta escasamente

comprendido.?
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Fig. 3 Respuesta inmunolégica a la infeccion por Helicobacter pylori. La presencia de
H. pylori, sus citotoxinas (VacA y CagA), y sus PAMPs (flagelos y lipopolisacaridos) en la
mucosa gastrica activa a células presentadoras de antigeno (células dendriticas y
macrofagos). Esas células estimulan la respuesta inmune adaptativa por medio de la
produccién de citocinas, tales como IL-12 e IL-23, las cuales activan a las células Th1 y
Th17, respectivamente. Las citocinas inducen un proceso inflamatorio caracterizado por el
reclutamiento de neutrdfilos, linfocitos, macréfagos y células dendriticas. (Tomado de
Figueiredo CV et al. 2014).

2.5 Gen IL-6
El gen IL-6 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 7 (7p21). Este gen
codifica para la citocina |IL-6, que participa en procesos inflamatorios, asi como en
la maduracion de las células B.58
Las citocinas son polipéptidos producidos en los primeros instantes de la activacion
celular en respuesta a microorganismos y otros antigenos. Su funcién es mediar y
regular las reacciones inmunitarias e inflamatorias.®® La familia de citocinas regula

la duracion y la amplitud de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa. Las
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interleucinas reclutan células a la zona en conflicto e inducen la generacion de
nuevas células a partir de los precursores hematopoyéticos.”® Aunque hay gran
numero de citocinas distintas, todas comparten ciertas caracteristicas: a) tienen bajo
peso molecular, b) son producidas de novo cuando comienza la activacion celular,
c) tienen una vida media muy limitada y d) sélo son capaces de estimular a aquellas
células que posean receptores especificos, generalmente formados por varias

cadenas polipeptidicas.6% 70

IL-6 es una citocina pleiotropica, producida por macrofagos, células Th1, Th2,
células endoteliales y fibroblastos.”! Principalmente se ha reconocido por su
actividad pro-inflamatoria, aunque, en realidad también tiene caracter anti-
inflamatorio. Por un lado, IL-6 es un activador del sistema inmune, pues tiene una
participacion vital durante la transicion de la inmunidad innata a la adquirida, pero
por otra parte, también se ha observado que sus niveles elevados participan en
procesos regenerativos, por ejemplo en la restauracion del higado después de una
hepatectomia parcial.”" 2

Se ha documentado que IL-6 es indispensable para la transformacion celular
inducida por oncogenes.”"- 73 La proteina es producida en los sitios de inflamacion
aguda y crénica, luego es secretada al suero e induce una respuesta inflamatoria
transcripcional a través del receptor de interleucina 6 alfa (IL-6R-a). El
funcionamiento de este gen esta implicado en una amplia variedad de
enfermedades asociadas a inflamacién; incluyendo la susceptibilidad a diabetes

mellitus, artritis reumatoide juvenil sistémica.%® 72
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Asi mismo, se ha mostrado que IL-6 es un pirébgeno enddgeno capaz de inducir
fiebre en personas con enfermedades autoinmunes o infecciones.” 74

El gen esta compuesto por 4,856 pb; contiene un promotor, el cual es la secuencia
de DNA inmediatamente cercana al sitio de inicio de la transcripcion. El promotor es
el sitio donde la RNA polimerasa y los factores de transcripcion se unen. (Fig. 4).
Ademas posee cinco exones (region codificante) y cuatro intrones (region no

codificante).”

Region de
Potenciador Promotor terminacion de
| \ Secuencia poli A [a transcripeion
i A \

o | I I}

Rio arriba Rio abajo

SNP-174,-572, SNP 1807

Fig. 4 Gen IL-6. El gen IL-6, con sus 5 exones, 4 intrones y region promotor.
Localizacién de los SNPs de estudio.

La expresion geénica es el proceso por el cual la informacién a partir de un gen es
empleada en la sintesis de un producto génico funcional, su control es a menudo
llevado a cabo al inicio de la transcripcion. Existen proteinas reguladoras que se
unen al DNA para bloquear o estimular la transcripcion. Actualmente se conocen
mas mecanismos de regulacion génica.”® En estos términos, hay muchos SNPs

presentes en regiones reguladoras no codificantes, las funciones exactas de éstos
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aun no esta completamente clara. No obstante, SNPs presentes en la region
promotor de ciertos genes pueden influir en la afinidad de union de factores de
transcripcion, y con ello regulan o alteran su expresion génica.”’

Finalmente, aunque mas del 99% de las secuencias de DNA humano son las
mismas en todas las poblaciones, algunos SNPs pueden tener gran impacto en
coémo los seres humanos responden a las enfermedades y agresiones ambientales,
tales como bacterias, virus, toxinas y productos quimicos; de modo que este puede

ser el caso de los SNPs presentes en el gen IL-6.77:78
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En la poblacion mexicana el cancer gastrico representa una de las tres primeras
causas de muerte por cancer. Su principal causa es la infeccion por Helicobacter
pylori; la cual afecta aproximadamente a la mitad de la poblacién. Del total de los
casos infectados, solamente del 1 al 3% de los pacientes llegan a desarrollar cancer
gastrico, sin embargo, no se han dilucidado por completo los factores de riesgo que
los motivan a evolucionar a neoplasia. Al respecto, existen reportes donde la
sobreexpresion de genes de citocinas pro-inflamatorias provoca inflamacién
acronica, lo que promueve la aparicion de lesiones gastricas. Aunque, no se ha
evaluado la asociacion de SNPs presentes en la region promotor e intron del gen
IL-6 con carcinogénesis gastrica en poblacién mexicana. Es por ello que realizar un
estudio genotipico de los SNPs -572 C/G, -174 C/G y 1807 C/G en diferentes grupos
de pacientes, podria esclarecer un posible factor de riesgo del cancer gastrico y con
ello aportar una explicacion de por qué unicamente un pequefo porcentaje de casos

lo desencadena.
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4. HIPOTESIS
Si la sobreexpresion de la citocina IL-6 colabora con la respuesta inflamatoria
cronica que da lugar al proceso de carcinogénesis, entonces los SNPs -572 C/G, -
174 C/G y 1807 C/G presentes en la regién promotor e intron del gen IL-6

representaran factores de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico.
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. OBJETIVOS

5.1 General

Analizar la participacion que tienen los alelos de los SNPs -572 C/G, -174
C/G y 1807 C/G del gen IL-6 como factores de riesgo en el proceso de

carcinogénesis gastrica.

5.2 Particulares

Genotipificar los alelos pertenecientes a los SNPs -572 C/G, -174 C/G y 1807
C/G del gen IL-6 en controles, pacientes con gastritis no atréfica, metaplasia
intestinal y cancer gastrico.

Obtener las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas para cada grupo.
Determinar diferencias en los genotipos y haplotipos de los controles,

pacientes con gastritis no atréfica, metaplasia intestinal y cancer gastrico.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Casos y controles.

6.2 Universo de estudio
Pacientes adultos con lesiones gastricas que acuden al Hospital de Oncologia del

Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

6.3 Poblaciéon de estudio
Pacientes
Se analizaron 561 muestras de DNA, clasificadas en: 296 con gastritis no atréfica,

81 con metaplasia intestinal y 184 con cancer gastrico.

Asintomaticos

Se analizaron 190 muestras de sujetos clinicamente sanos, sin reportes de
enfermedades gastricas y sin antecedentes familiares de cancer, obtenidas del

banco de sangre central del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del IMSS.

6.4 Criterios de inclusiéon

o Pacientes con diagnostico definido de gastritis no atréfica, metaplasia
intestinal y cancer gastrico.

o Pacientes con autorizacion para participar en el estudio mediante
consentimiento informado por escrito.

o Pacientes adultos, a partir de 18 afos en adelante.

o Ser mexicano con ascendencia de dos generaciones mexicanas 0 mas.

25



Esteffy Rosales Hortiales

Masculino o femenino.

6.5 Criterios de exclusion

Estar embarazada.

Diagnéstico de alguna enfermedad autoinmune: diabetes,
espondiloartropatia u otro tipo de cancer.

Diagndstico de enfermedad cardiovascular: cardiopatia coronaria, reumatica

0 congeénita.

6.6 Criterios de eliminacion.

Muestra de sangre periférica insuficiente.
Obtencién de DNA degradado.

Cantidad insuficiente de DNA extraido.

Resultados incompletos de genotipificacion.

6.7 Material biolégico

Muestras de sangre periférica para la extraccion de DNA gendmico por el método

de salting-out.

6.8 Variables

Dependiente: Gastritis no atrofica, metaplasia intestinal y cancer gastrico.

Independiente: SNPs -174 C/G, -572 C/G y 1807 C/G del gen IL-6.

6.9 Método

Toma de muestra

Puncion venosa con tubos Vacutainer de 6 mL marca BD en el antebrazo del

paciente, con EDTA como anticoagulante.

26



Esteffy Rosales Hortiales

Extraccion de DNA genémico

Se obtuvo DNA gendmico mediante la técnica de salting-out. Cada muestra se trat
con una solucion de lisis de glébulos rojos que contiene Sucrosa 0.3 M, Tris-HCI pH
7.5 10 mM, MgCl2 5§ mM y Triton 100X 1%, luego de lo cual, se centrifugd y se
decantd el sobrenadante. Posteriormente se procedio a lisar los leucocitos con un
buffer pH 8 (NaCl 0.075 M y Na-EDTA 0.024 M); se adicioné SDS al 20% y NaClO4
5M, se agité algunos minutos y se agregé NaCl 5M para separar el DNA de las
proteinas. Se centrifugd y se recolectd el sobrenadante, al cual se le adicion6
isopropanol a -20 °C para precipitar el DNA. El pellet obtenido se lavé con una

solucion de etanol frio al 70%, para finalmente resuspenderlo en agua inyectable.

Cuantificacion e integridad del DNA

Se tomd 1 yL de muestra de DNA y se coloco en el pedestal inferior del equipo
NanoDrop ND 1000, programado previamente con 1 yL de agua inyectable como
blanco. Después de colocar la muestra, la medicidén espectral se realizé empleando
el software asociado al equipo (Start---Programs---Nanodrop---ND-1000 3.3.0).

La integridad del DNA fue revelada mediante electroforesis en gel de agarosa.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La amplificacion y genotipificacion del DNA se realiz6 mediante la técnica de PCR

tiempo real. Para ello la mezcla de reaccién se prepard de la siguiente manera:
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Componente Volumen de reaccion por
pocillo (pL)
Master Mix TagMan® Universal PCR (2X) 12.50
Sonda SNP de ensayo (20X) 1.25
Templado de DNA gendmico (20 ng/pL) + agua 11.25
libre de DNAsa
Volumen total de mezcla de reaccion 25.00

La placa preparada se centrifuga y se coloca en el equipo para PCR tiempo real
Applied Biosystems StepOne Plus. Se realizan 40 ciclos con tres fases cada uno:
desnaturalizacion (95°C), anillamiento (55°C) y elongacion (70°C). Al terminar,
empleando el software del equipo, se visualizan los resultados en un grafico donde

se muestran los alelos pertenecientes al SNP de estudio por cada paciente.

6.10 Analisis estadistico
Las frecuencias alélicas y haplotipicas se obtendran con el programa Haploview. La
frecuencia genotipica se realizara por conteo directo. Se analizaran las frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas de los SNPs en estudio con la prueba de Chi
cuadrada (X?). El vigor de asociacion entre los SNPs con cancer gastrico se
determinara calculando el OR (Odds Ratio) con un IC 95%, mediante el programa

EPIDAT 3.1.
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6.11 Diagrama de flujo
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Extraccion de DNA
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Analisis de resultados
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7. RESULTADOS
Los SNPs -572 C/G, -174 C/G y 1807 C/G del gen IL-6, los dos primeros localizados
en promotor y el tercero en intron 3, fueron tipificados con sondas TagMan mediante
la técnica de PCR tiempo real, para cada SNP se determinaron los alelos Cy G en

cada grupo de estudio.

Poblacion de estudio

Se incluyeron 561 pacientes en total, incluyendo aquellos con diagndstico de
gastritis no atrofica, metaplasia intestinal y cancer gastrico; ademas se trabajé con
190 individuos asintomaticos, dando un total de 751 muestras, de las cuales el 56%
correspondio a mujeres y 44% a hombres. En cada grupo se observo que la edad
presentaba una distribucién libre, por lo que se calculd la mediana y los percentiles

25y 75 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion de la poblacién de estudio.

Grupo n  Mujeres Edad Percentiles Hombres Edad Percentiles

n (%) (afos) (25 - 75) n (%) (afios) (25 - 75)
Mediana Mediana

Asintomaticos 190 79 36 28 - 46 111 30 24 — 41
(41.6) (58.4)

Gastritis no 296 182 47 40 - 57 114 46 38 - 56

atréfica (61.5) (38.5)

Metaplasia 81 60 58 49 - 67 21 53 50-72

intestinal (74.0) (26.0)

Cancer gastrico 184 100 61 49 - 71 84 64 55-73
(54.3) (45.7)

Total 751 421 330
(56.0) (44.0)
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Polimorfismos de un solo nucledétido
De las 751 muestras obtenidas, se tipificaron 741 para el SNP IL-6 -572, 744 para

el SNP IL-6 -174 y 751 para el SNP IL-6 1807 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de muestras tipificadas.

SNP  Asintomaticos Gastritis Metaplasia Cancer Total
IL-6 n=190 no atréfica intestinal gastrico muestras
n=296 n=81 n=184 n=751
-572 190 295 80 176 741
-174 190 296 81 177 744
1807 190 296 81 184 751

Frecuencias alélicas

Se obtuvo el numero de pacientes e individuos asintomaticos que presentaron los
alelos G y C para cada SNP, con ello se calcularon las frecuencias alélicas. Se
obtuvo el OR (Odds ratio) con un intervalo de confianza de 95% (IC 95%), ademas
se calculd la significancia mediante la prueba de X>.

De manera general se observo una frecuencia elevada para el alelo G y baja para
el alelo C en todos los grupos de estudio. Sin embargo, se obtuvieron diferencias

no significativas al comparar a los grupos de pacientes contra el grupo control.
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Cuadro 5. Distribucion de las frecuencias alélicas del SNP IL-6 -572 entre los

diferentes grupos de estudio.

Grupo Alelo n (FA) OR IC 95% p*
Asintomaticos G 241(0.63) 1.00
C 139(0.37)

Gastritis no atrofica G

Metaplasia intestinal G

Cancer gastrico G

C

356 (0.60) 0.88
234 (0.40)

95 (0.59) 0.84
65 (0.41)

216 (0.61) 0.92
136 (0.39)

0.67-1.14 0.33

0.58-1.23 0.37

0.68-1.24 0.56

*Prueba de X2.

FA: Frecuencia alélica.

OR: Odds Ratio.

Frecuencia

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Distribucion de frecuencias alélicas

Asintomaticos

GS
Grupo

G
mC

Grafico 1. Histograma que muestra la distribucién de frecuencias alélicas en los
grupos de estudio para el SNP IL-6 -572.
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Cuadro 6. Distribucion de las frecuencias alélicas del SNP IL-6 -174 entre los
diferentes grupos de estudio.

Grupo Alelo n(FA) OR IC95% p*
Asintomaticos G 341(0.90) 1.00

C 39 (0.10)

Gastritis no atréfica G 542(092) 1.24 0.80-1.93 0.34
C 50 (0.08)

Metaplasia intestinal G 150(0.93) 1.43 0.73-2.81 0.30
C 12 (0.07)

Cancer gastrico G 318(0.90) 1.01 0.63-1.63 0.97
C 36 (0.10)

*Prueba de X2. FA: Frecuencia alélica. OR: Odds Ratio.

Distribucion de frecuencias alélicas
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

BG

Frecuencia

mC

Asintomaticos GS
Grupo

Grafico 2. Histograma que muestra la distribucién de frecuencias alélicas en los
grupos de estudio para el SNP IL-6 -174.
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Cuadro 7. Distribucion de las frecuencias alélicas del SNP IL-6 1807 entre los

diferentes grupos de estudio.

Grupo Alelo n(FA) OR 1C95% p*
Asintomaticos G 239(0.63) 1.00

141 (0.37)

Gastritis no atréfica G 399(0.67) 122 093-1.60 0.15
C 193(0.33)

Metaplasia intestinal G 107(0.66) 1.15 0.78-1.69 0.48
C 55 (0.34)

Cancer gastrico G 240(0.65) 1.11 0.82-1.49 0.51
C 128(0.35)

*Prueba de X2. FA: Frecuencia alélica. OR: Odds Ratio.

0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Frecuencia

Asintomaticos

Grupo

Distribucion de las frecuencias alélicas

BG

mC

Grafico 3. Histograma que muestra la distribucién de frecuencias alélicas en los
grupos de estudio para el SNP IL-6 1807.
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Frecuencias genotipicas

El genotipo para cada SNP de IL-6, -572, -174 y 1807 fue clasificado en tres
categorias: homocigoto G/G, heterocigoto C/G y homocigoto C/C. Al comparar las
frecuencias genotipicas se encontré que el genotipo G/G fue mas frecuente tanto
en pacientes como en controles (Cuadro 8). Por otra parte, en general, no se
observaron diferencias significativas entre los genotipos de pacientes contra

asintomaticos.

Cuadro 8. Distribucion de frecuencias genotipicas (FG) entre los diferentes grupos
en estudio.

SNP Genotipo Asintomaticos Gastritis no Metaplasia Cancer
IL-6 n (FG) atréfica intestinal gastrico
n (FG) n (FG) n (FG)

G/G 75 (0.39) 141 (0.48) 31 (0.38) 79 (0.43)

1807 C/IG 89 (0.47) 117 (0.39) 45 (0.56) 82 (0.44)
C/IC 26 (0.14) 38 (0.13) 5 (0.06) 23 (0.13)

G/G 154 (0.81) 247 (0.83) 69 (0.85) 144 (0.81)

-174 C/IG 33 (0.17) 48 (0.16) 12 (0.15) 30 (0.17)
C/C 3 (0.02) 1 (0.01) 0 (0.0) 3 (0.02)

G/G 76 (0.40) 111 (0.38) 29 (0.36) 66 (0.37)

-572 C/IG 89 (0.47) 134 (0.45) 37 (0.46) 84 (0.48)
C/IC 25 (0.13) 50 (0.17) 14 (0.18) 26 (0.15)
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Para el SNP IL-6 -572 el grupo control se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg

(p=1.0).

Cuadro 9. Asociacion entre los genotipos del SNP IL-6 -572 con los grupos de
estudio.

Grupo Referencia Genotipo OR IC 95% p*

Gastritis no atroéfica GG CG 0.97 0.65-1.44 0.88
CcC 0.73 0.42-1.28 0.27

Metaplasia intestinal GG CG 0.92 0.52-1.63 0.77
CcC 0.68 0.31-1.49 0.33

Cancer gastrico GG CG 0.92 0.59-1.44 0.71
CC 0.84 0.44-1.58 0.58

Cada caso se comparoé contra el grupo control (OR=1.0)
*Prueba de X2. OR: Odds Ratio.

En el SNP IL-6 -174 el grupo control también presenté equilibrio de Hardy-Weinberg

(p=0.62).

Cuadro 10. Asociacion entre los genotipos del SNP IL-6 -174 con los grupos

de estudio.
Grupo Referencia Genotipo OR IC 95% p*
Gastritis no atrofica GG CG 1.10 0.68-1.79 0.69
CC 481 0.50-46.67 0.14
Metaplasia intestinal GG CG 1.23 0.60-253 0.57
Cancer gastrico GG CG 1.03 0.60-1.77 0.92

CC 094 0.19-4.71 0.94

Cada caso se comparo contra el grupo control (OR=1.0).
*Prueba de X2, OR: Odds Ratio
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Asi mismo, para el SNP IL-6 1807 el grupo control se encontré en equilibrio de

Hardy-Weinberg (p=1.0).

Cuadro 11. Asociacion entre los genotipos del SNP IL-6 1807 con los grupos de
estudio.

Grupo Referencia Genotipo OR IC 95% p*

Gastritis no atrofica GG CG 143 097-2.12 0.07
CcC 1.29 0.73-2.28 0.38

Metaplasia intestinal GG CG 0.82 047-142 0.47
CC 215 0.76-6.11 0.14

Cancer gastrico GG CG 1.14 0.74-1.77 0.55
CC 1.19 0.63-2.27 0.60

Cada caso se comparo6 contra el grupo control (OR=1.0).
*Prueba de X2. OR: Odds Ratio.

Frecuencias haplotipicas

Se realizaron los analisis de los posibles haplotipos formados con los SNP IL-6 -
572, -174 y 1807 mediante el programa Haploview, se obtuvieron sus frecuencias,
su OR y su significancia.

Se compararon todos los grupos de pacientes juntos contra el grupo asintomatico,
asi como cada uno por separado contra los controles, sin embargo, en ningun caso
se encontré diferencia significativa entre las frecuencias haplotipicas de pacientes
y controles.

De acuerdo a su posicion en el cromosoma 7, los SNPs fueron acomodados de la

siguiente manera: -572 (rs1800796), -174 (rs1800795) y 1807 (rs2069840).
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Haplotipos de pacientes contra controles
Para calcular las frecuencias haplotipicas se emplearon 190 controles (380 alelos)

y 547 pacientes (1094 alelos) en total.

Cuadro 12. Frecuencias haplotipicas en pacientes de todos los grupos de estudio
contra controles.
Haplotipo Asintomaticos Pacientes OR IC 95% p*

-572, -|1L7_2, 1807 n (FH) n (FH)
CGG 136 (0.358) 410 (0.374) 1.08 0.84—1.37 058
GGC 138 (0.362) 349 (0.319) 0.82 0.64-1.05 0.12
GGG 66 (0.173) 223 (0.204) 1.22 0.90-1.65 0.19
GCG 36 (0.095)  88(0.080) 0.84 0.56-1.26 0.36
CGC 2 (0.005) 18 (0.016) 3.16 0.73-13.69 0.09

*Prueba de X2. FH: Frecuencia haplotipica. OR: Odds Ratio.
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Para calcular las frecuencias haplotipicas se emplearon 190 controles (380 alelos)

y 294 pacientes con gastritis no atréfica (588 alelos).

Cuadro 13. Frecuencias haplotipicas en pacientes de gastritis no atréfica contra

controles.
Haplotipo Asintomaticos Gastritis no OR IC 95% p*

IL-6 n (FH) atréfica

-572, -174, 1807 n (FH)
CGG 137 (0.360) 221 (0.375) 1.07 0.82-1.40 0.63
GGC 136 (0.359) 177 (0.301) 0.77 0.59-1.02 0.06
GGG 66 (0.173) 129 (0.220) 1.34 0.96-1.86 0.08
GCG 36 (0.096) 46 (0.078) 0.81 0.51-1.28 0.36
CGC 2 (0.005) 12 (0.021) 3.94 0.88-17.69 0.05

*Prueba de X2.

FH: Frecuencia haplotipica.
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Haplotipos de metaplasia intestinal contra controles

Para calcular las frecuencias haplotipicas se emplearon 190 controles (380 alelos)

y 80 pacientes con metaplasia intestinal (160 alelos).

Cuadro 14. Frecuencias haplotipicas en pacientes de metaplasia intestinal contra

controles.
Haplotipo Asintomaticos Metaplasia OR IC 95% p*
IL-6 n (FH) intestinal
-572, -174, 1807 n (FH)
CGG 138 (0.363) 62 (0.386) 1.11 0.76-1.62 0.61
GGC 137 (0.361) 52 (0.323) 0.85 0.57-1.26 0.39
GGG 65 (0.171) 32 (0.202) 1.21 0.76-1.94 0.38
GCG 36 (0.095) 11 (0.068) 0.71 0.35-142 0.29

*Prueba de X2.

FH: Frecuencia haplotipica.
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Haplotipos de cancer gastrico contra controles
Para calcular las frecuencias haplotipicas se emplearon 190 controles (380 alelos)

y 172 pacientes con cancer gastrico (344 alelos).

Cuadro 15. Frecuencias haplotipicas en pacientes de cancer gastrico contra
controles.

Haplotipo Asintomaticos Cancer gastrico OR IC 95% p*

IL-6 n (FH) n (FH)
-572, -174, 1807
CGG 137 (0.360) 129 (0.374) 1.06 0.79-1.44 0.69
GGC 139 (0.366) 118 (0.344) 0.91 0.67-1.23 0.53
GGG 65 (0.171) 61 (0.177) 1.04 0.71-1.53 0.83
GCG 35 (0.093) 30 (0.088) 0.94 0.56-1.57 0.82
*Prueba de X2. FH: Frecuencia haplotipica. OR: Odds Ratio.

Desequilibrio de ligamiento.
Se analizaron los diagramas de Haploview para el desequilibrio de ligamiento en
controles y pacientes con base en los valores de r?. Sin embargo, ningin grupo

presentd desequilibrio de ligamiento.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
El CG es una enfermedad multifactorial, y el principal factor de riesgo para
desarrollarlo es la infeccion por H. pylori, la cual afecta a mas de la mitad de la
poblacion, pero solamente 1 a 3% de ellos evoluciona a cancer.
La respuesta inmune a H. pylori es basicamente de tipo Th1, dentro del perfil de
citocinas que exhiben estos linfocitos se encuentra la IL-6, una citocina pro y anti-
inflamatoria, que junto con IL-1 y el TNF-a reclutan macréfagos para incrementar la
inflamacién en el sitio. Curiosamente, en los pacientes con CG se ha visto un
incremento en los niveles séricos de IL-6.
Esta enfermedad afecta con mayor frecuencia a los hombres, pues en el sexo
femenino se ha considerado que los estrogenos actuan como factores de
proteccidn, pero en este estudio se encontré mayor proporcion de mujeres con CG
(Cuadro 3), tomando en cuenta lo anterior, esto podria sugerir que las mujeres son
el grupo de pacientes que mas acuden a revision medica y que llevan a cabo su
seguimiento clinico en el hospital. En cuanto a la edad, después de los 60 afios es
cuando suele presentarse, pues la evolucién desde gastritis no atrofica, que en
general se detecta a los 40 anos, hasta cancer es un proceso que involucra varias
décadas.
Por otra parte, algunas variantes genéticas en el gen IL-6 se han asociado con la
evolucion de la infeccidon de H. pylori, donde se sugiere que la presencia de éstas
puede ser el mecanismo por el que los niveles de IL-6 incrementan y conducen a la
inflamacién croénica.
En el presente estudio se incluyeron pacientes con gastritis superficial, metaplasia

intestinal y CG para comparar las asociaciones en el curso de la enfermedad. Los
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SNPs fueron elegidos con base en su funcion, tomando en cuenta que la frecuencia
del alelo menor (MAF, Minor Allele Frecuency) fuera minima de 10% para la
poblacién mexicana de los Angeles, segun la base de datos de los 1000 genomas,
finalmente se contempld si se habian reportado previamente para CG u otras
enfermedades.

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas (p) en las frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas entre controles y pacientes, por ende, tampoco
variantes genéticas asociadas ni a riesgo ni a proteccion de cancer gastrico.
Algunos valores de OR resultaron superiores a 1.0, no obstante, sus intervalos de
confianza indicaron que en realidad no representaban una asociacion de riesgo.
Cabe mencionar que los grupos de estudio se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, es decir, que su tipificacion se llevo a cabo correctamente, ademas indica
que la poblacidén no estd sujeta a algun fendmeno evolutivo que altere sus
frecuencias alélicas.

Tanto en pacientes como en controles el alelo mas frecuente fue el G (Grafico 1-
3), el cual, es el alelo ancestral en los SNPs IL-6 -572 y -174, pero es el alelo
mutante del SNP IL-6 1807, probablemente la presencia de éste, favorece a la
poblacién de México; a diferencia de otras regiones de América y el mundo donde
resulta ser el alelo menos frecuente.

Los SNPs IL-6 -572 y -174 estan localizados en la region promotora del gen (Fig.
4), por esa razén podrian asociarse con el riesgo a desarrollar cancer gastrico, al
alterar la afinidad de los factores de transcripcion y de esa manera influir en la
regulacion del gen. Dado que en los resultados no se muestra asociacion, se

especula que la presencia de estos SNPs no afecta la expresion del gen por ese
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mecanismo en el proceso de carcinogénesis gastrica. Al respecto, se ha
documentado que el genotipo G/G del SNP IL-6 -174 es un biomarcador de riesgo
(Cuadro 1) para CG en poblacion Finlandesa, donde la MAF (C) en asintomaticos
es igual a 42% pero en pacientes con CG es de 8%, a diferencia de individuos
asiaticos, los cuales no presentan diferencias significativas en sus frecuencias
alélicas. Por otro lado, se ha mostrado que en poblaciones occidentales a
comparacion de las asiaticas, los genotipos C/G y G/G del SNP IL-6 -572 aumentan
el riesgo de desarrollar este cancer (Cuadro 2), pues la frecuencia del alelo G es
mayor en pacientes con CG que en controles. Con base en esas observaciones,
puede decirse que la participacion de estos polimorfismos cambia con el tipo de
poblacion.

El SNP IL-6 1807 se encuentra localizado en el intron 3, una regién no codificante,
donde existen secuencias de DNA involucradas en el splicing, lo que da lugar a la
formacion de mRNA; no obstante, ciertos SNPs podrian cambiar esas secuencias y
alterar el proceso de transcripcion. En este estudio, no se encontré6 ninguna
asociacion significativa con los alelos y genotipos de este SNP, por lo tanto se
sugiere que su presencia no afecta dicho proceso en los pacientes analizados. Cabe
mencionar que no existe nada documentado previamente en relacion de este SNP
con CG, sin embargo, el alelo C se ha asociado significativamente con esclerosis
multiple en poblacion espafiola (Bonferroni p=0.036, OR=1.14, IC 95%1.04-1.25),
una enfermedad en la que IL-6 participa de manera crucial.”®

También se buscéd la formacién de haplotipos entre los SNPs de estudio, las
frecuencias haplotipicas en general son bajas (Cuadro 12), y no existen diferencias

significativas entre pacientes y controles, es decir, que el hecho de que una persona
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posea cualquiera de esas combinaciones de alelos no lo hace estar en riesgo de
desarrollar CG. Con base en los valores de r? se observo que no hay desequilibrio
de ligamiento entre estos loci (Fig. 5 — Fig. 8), es decir que no se heredan juntos
por su cercania, pero posiblemente la formacion de esos haplotipos esté dada por

otros mecanismos como la recombinacion y la variabilidad génica.
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. CONCLUSIONES

Los SNPs -572 C/G, -174 C/G y 1807 C/G del gen IL-6 no participan como
factores de riesgo ni de proteccion en el proceso de carcinogénesis gastrica,
por lo que no pueden ser empleados clinicamente como biomarcadores.

La presencia de los SNPs de estudio no aporta una explicacion de porqué

unicamente del 1 al 3% de los casos infectados con H. pylori desarrolla CG.
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10. PERSPECTIVAS
Una diversidad de citocinas son liberadas en la respuesta inmune a H. pylori; entre
ellas IL-6. Este estudio no mostroé diferencias significativas de las frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas entre pacientes y controles, sin embargo,
podrian estudiarse polimorfismos de otros genes de citocinas liberadas por linfocitos
Th1, que son los principales responsables de esta inmunidad, en conjunto con su
expresion génica, mediante la obtencion de RNA y cDNA, e incluso podria tornarse

el rumbo de la investigacion hacia el campo de la epigenética.
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