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RESUMEN

OBJETIVO: Investigar la potencial contribucion de los alelos
#0102 y #0301 del gen HLADQAT1 en la infeccién por H. py-
lori y la enfermedad ulcerosa péptica en una poblacién cau-
casica espaiiola.

PACIENTES Y METODOS: Se incluyeron un total de 163 pacien-
tes con ulcera péptica (117 vlcera duodenal [UD] y 46 tlcera
gastrica [UG]; 111 con hemorragia digestiva alta reciente) y
90 controles. Los alelos 0102 y *0301 del gen HLADQAT1 se
tipificaron mediante PCR a partir de ADN genémico. La in-
feccion por H. pylori se determiné en los pacientes mediante
test de aliento y/o histologia y en los controles por test de
aliento y/o serologia. En 98 pacientes y en 48 controles con
infeccion por H. pylori se investigaron las citotoxinas CagA
y VacA mediante serologia (Western-blot).

REsuLTADOS: La infeccion por H. pylori estaba presente en el
94,6 % de UD, el 84,4% de UG y el 67,4% de los controles (p
< 0,001). El alelo #0102 del gen HLADQA1 presenté una
distribucion similar en pacientes (31,9%) y controles
(36,7%). El alelo #0301 fue mas frecuente en el grupo de UG
(32,6%) con respecto a la UD (16,2%) (p < 0,05), pero no se
observaron diferencias cuando se comparé con el grupo
control (24,4%). Tampoco se encontraron diferencias cuan-
do se analizaron los grupos de acuerdo con la presencia de
infeccion por H. pylori, cepas CagA y VacA positivas, consu-
mo de antiinflamatorios no esteroides o historia previa ulce-
rosa o de hemorragia

CONCLUSIONES: Ser portador de los alelos #0102 y #0301 del
gen HLADQA1 no modifica ni la susceptibilidad a la infec-
cion por H. pylori ni su evolucién a tlcera péptica en una po-
blacion caucasica del sur de Europa.
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HELICOBACTER PYLORI AND INMUNOGENETIC
HOST FACTORS: ROLE OF THE *0102 AND *0301
ALLELES IN PEPTIC ULCER DISEASE

AmM: To investigate the potential contribution of the #0102
and *0301 alleles of the HLADQAT1 gene in Helicobacter py-
lori infection and peptic ulcer disease in a Spanish Cauca-
sian population.

PATIENTS AND METHODS: We studied 163 patients with peptic
ulcer (117 duodenal ulcers and 46 gastric ulcers; 111 with
recent upper gastrointestinal hemorrhage) and 90 controls.
The #0102 and *0301 alleles of the HLADQA1 gene were ty-
ped by polymerase chain reaction using genomic DNA. H.
pylori infection were determined by breath test and/or sero-
logy. The cytotoxins CagA and VacA were investigated
using serology (Western-blot) in 98 patients and 48 controls
with H. pylori infection.

REesuLTS: H. pylori infection was found in 94.6% of patients
with duodenal ulcer, in 84.4% of those with gastric ulcer
and in 67.4% of controls (p < 0.001). The distribution of the
#0102 allele of the HLADQA1 gene was similar in patients
(31.9%) and in controls (36.7%). The *0301 was more fre-
quent in patients with gastric ulcer (32.6%) than in those
with duodenal ulcer (16.2%) (p < 0.05) but no differences
were found on comparison with the control group (24.4%).
No differences were found when the groups were analyzed
according to H. pylori infection, CagA- and VacA-positive
strains, consumption of non-steroidal antiinflammatory
drugs or previous history of ulcer or hemorrhage.
ConcLusioN: The #0102 and #0301 alleles of the HLADQA1
gene did not alter susceptibility to H. pylori infection or the
evolution of peptic ulcer disease in a Caucasian population
in Spain.

(Gastroenterol Hepatol 2001; 24: 117-121)
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La infeccion por Helicobacter pylori es el principal factor
etiolégico implicado en la enfermedad ulcerosa péptica.
Los datos de que disponemos hasta el momento sugieren
que se trata de una infeccién muy frecuente, que puede
afectar a més del 50% de la poblacién mundial. Sin em-
bargo, a pesar de que la practica totalidad de los indivi-
duos infectados desarrollan gastritis crénica, se descono-
ce por qué sélo un pequefio grupo de sujetos desarrollan
entidades clinicas asociadas a la infeccién como tulcera
péptica, carcinoma gastrico o linfoma del tejido linfoide
asociado a la mucosa (MALT)!. Diversos estudios han
demostrado que los individuos infectados con cepas de H.
pylori que expresan la citotoxina CagA, marcador del is-
lote de patogenicidad, tienen un riesgo mayor de desarro-
llar dlcera péptica y cdncer gastrico®*. Asimismo, las ce-
pas de H. pylori que presentan el alelo sl del gen VacA
se asocian mds frecuentemente con el desarrollo de enfer-
medad ulcerosa*>. Sin embargo, todavia existen muchos
individuos infectados por estas cepas de H. pylori que no
desarrollardn patologia®. Asf pues, parece razonable supo-
ner que ciertos factores dependientes del huésped podrian
ser determinantes en la evolucién de la infeccién por H.
pylori, tal y como han evidenciado diversos estudios en
gemelos’S,

Entre los factores dependientes del huésped, se conoce
que la intensidad o naturaleza de la respuesta inmune
puede presentar variaciones interindividuales®. Una parte
de la respuesta inmune estd controlada por los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad, un grupo de ge-
nes altamente polimérficos que codifican los antigenos
leucocitarios humanos (HLA)'. Diversos estudios han
demostrado un incremento significativo en la expresion
del antigeno HLA-DR (clase II) en la mucosa gastrica de
pacientes con gastritis asociada a H. pylori'"*. Asi, deter-
minados alelos especificos de los genes del HLA de clase
II podrian predecir la susceptibilidad a la infeccién por H.
pylori y su evolucidén clinica. Estudios recientes realiza-
dos en la poblacion japonesa sugieren que los alelos
*0102 y *0301 del gen HLADQA1 pueden ser importan-
tes para determinar la susceptibilidad y la evolucién de la
infeccién por H. pylori'*", pero se desconoce si esta aso-
ciacién estd presente en otras poblaciones. El objetivo de
este estudio ha sido investigar la potencial contribucién
de los alelos *0102 y *0301 del gen HLADQAI1 en la in-
feccién por H. pylori y la enfermedad ulcerosa péptica en
una poblacién caucdsica espafiola.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se estudi6 de forma prospectiva a 163 pacientes consecutivos, que pre-
sentaban tlcera péptica diagnosticada mediante endoscopia en el Hospi-
tal Clinico Universitario de Zaragoza. Un total de 117 pacientes tenfan
dlcera duodenal y 46 ulcera gastrica. El diagndstico de tlcera péptica se
basé en los hallazgos endoscépicos convencionales (disrupcion circuns-
crita de la mucosa de al menos 5 mm de diametro, con un crater bien de-
finido). Como grupo control, se ha estudiado a 90 individuos sanos, sin
historia previa ulcerosa y no relacionados étnicamente. Los datos clini-
cos se obtuvieron siguiendo un cuestionario estandarizado con especial
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atencion a los siguientes datos: historia ulcerosa previa, historia de he-
morragia digestiva y complicaciones, asi como consumo de antiinflama-
torios no esteroides (AINE) o aspirina.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité del Hospital Univer-
sitario de Zaragoza y todos los pacientes y controles dieron su consenti-
miento informado para el estudio.

Diagnostico de infeccion por Helicobacter pylori

La existencia de infeccion por H. pylori se determind en los pacientes
mediante test de ureasa (CLO-test; Delta West LTd, Canning Vale, Ben-
tley, Australia) y examen histolégico de muestras de mucosa tomadas
del antro y cuerpo del estomago durante la endoscopia. Ademas, se rea-
lizé un test del aliento con urea marcada con *C (Isomed, Madrid, Es-
pafia) en aquellos pacientes que resultaron negativos por los test anterio-
res. En los controles, la infeccion por H. pylori se diagnosticé por
serologia utilizando un kit comercial de ELISA (Plate Helicobacter IgG,
Boehringer Mannheim; Cortesec Diagnostic Ltd., Clwyd, England), rea-
lizandose ademads un test de aliento con urea-'*C en 44 de ellos.

En un subgrupo de pacientes con infeccién por H. pylori, se determiné
la existencia de anticuerpos frente a las citotoxinas CagA y/o VacA me-
diante Western blot (Bioblot Helicobacter, Biokit SA, Barcelona, Espa-
fia). Este test determina la presencia/ausencia de bandas proteicas de
116 kD (CagA), 89 kD (VacA), 35 kD (ureasa B), 30 kD (ureasa H),
26,5 kD (ureasa A) y 19,5 kD (ureasa E). Se consider6 indicador de in-
feccion la presencia de una banda de 116, 89 o 35 kD o la presencia de
dos bandas de 30, 26,5 0 19,5 kD.

Alelos del gen HLADQA1

En todos los pacientes y controles se aisl6 ADN gendmico a partir de
muestras de sangre periférica mediante digestiéon con proteinasa K y
posterior extraccién con fenol/cloroformo segiin procedimiento estdn-
dar. La tipificacién de los alelos *0102 y *0301 se realiz6 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con primers especificos de
secuencia (PCR-SSP)'. El ADN amplificado se analiz6 mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 3%.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa SPSS/PC+
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). La fuerza de asociacién de los alelos
#0102 y *0301 del gen HLADQA1 con los diferentes grupos se estimé
mediante el test de la % (o test exacto de Fisher), tras la realizacién de
tablas de contingencia 2 X 2. Se realizé ademads, un anélisis multivaria-
ble mediante la construccion de un modelo de regresion logistica paso a
paso, considerando la presencia de tlcera péptica como variable depen-
diente y edad, sexo, H. pylori, portador del alelo *0102 y del alelo
#0301 como variables independientes. En un segundo modelo se inclu-
yeron solamente los pacientes con presencia de infeccién por H. pylori,
afiadiendo como variables independientes la presencia de anticuerpos
frente a CagA y VacA. Se consider6 que las diferencias eran estadistica-
mente significativas cuando p < 0,05 y se muestran las odds ratio (OR)
con sus intervalos de confianza del 95% (IC del 95%) de los factores de
riesgo asociados de forma independiente con la presencia de tlcera pép-
tica.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas
de pacientes y controles

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacien-
tes con ulcera duodenal o géstrica y los controles se expo-
nen en la tabla I. Ciento once pacientes presentaron algiin
episodio de hemorragia digestiva, que se asoci6 al consu-
mo de AINE en el 40% de las dlceras duodenales (UD) y
el 84,8% de las tlceras gastricas (UG). Los pacientes con
ulcera péptica presentaron con mayor frecuencia infec-
cion por H. pylori (UD: 94,6%; UG: 84,4%) que los con-
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TABLA 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes estudiados

Control, n =90

Ulcera péptica, n = 163

Ulcera duodenal, n = 117

Ulcera géstrica, n = 46

Edad
Sexo varén

Consumo de AINE

CagA+
VacA+
CagA'y VacA

Infeccion por H. pylori

Antecedentes familiares de tlcera
Historia previa ulcerosa
Historia de hemorragia digestiva

46,5 20,8
55 (61,1%)

58/86 (67.4%)
16/48 (33,3%)
13/48 (27,1%)
10/48 (20,8%)

50,3 14,2
120 (73,6%)
46/151 (30,5%)
111/158 (48,1%)
111 (68,1%)
85/161 (52,8%)
144/157 (91,7%)™
72/98 (73,5%)"
44/98 (44,9%)"
39/98 (39,8%)"

47,6 134
92 (78,6%)
35/106 (33%)
61/112 (54,5%)
70 (59,8%)
46/115 (40%)
106/112 (94,6%)""
49/67 (73,1%)™
32/67 (47.8%)"
28/67 (41,8%)"

572+ 14,1
28 (60,9)
11/45 (24.4%)
15/46 (32.6%)
41 (89,1%)
39/46 (84.8%)
38/45 (84.4%)"
23/31 (74.2%)"
12/31 (38.7%)
11/31 (35.5%)

"p <0,05; “p < 0,001 frente a control. AINE: antiinflamatorios no esteroides

TABLA II. Portadores de los alelos HLADQA1*0102 y *0301
en pacientes y controles en relacion con la presencia de
infeccion por H. pylori.

TABLA IV. Portadores de los alelos HLADQA1*0102 y *0301
en pacientes con ulcera péptica en relacion con el consumo
de AINE, historia previa ulcerosa y hemorragia digestiva

“p < 0,05 frente a dlcera duodenal.

TABLA I1I. Portadores de los alelos HLADQA1*0102 y *0301
en pacientes y controles con infeccién por H. pylori, en
relacion con la presencia de anticuerpos frente a las
citotoxinas CagA y VacA

| n | *0102 #0301

Controles

CagA (+) 16 7 (43,8%) 3 (18,8%)

CagA (-) 32 14 (43,8%) 6 (18,8%)

VacA (+) 13 8 (61,5%) 2 (15,4%)
_ VacA (-) 35 13 (37,1%) 7 (20%)
Ulcera péptica

CagA (+) 72 25 (34,7%) 18 (25%)

CagA (-) 26 7 (26,9%) 6 (23,1%)

VacA (+) 44 12 (27,3%) 11 (25%)

VacA (-) 54 20 (37%) 13 (24,1%)

troles (67,4%). En 48 de los 58 controles positivos para
H. pylori y en 98 de los 144 pacientes ulcerosos con in-
feccion, seleccionados al azar, se realizd determinacion
de anticuerpos séricos frente a los antigenos CagA y
VacA. Las cepas CagA fueron mucho mas frecuentes en
los pacientes con ulcera duodenal y gastrica que en los
controles, mientras que las cepas VacA solamente fueron
mas frecuentes en los pacientes con tlcera duodenal (ta-
blaI).

Alelos *0102 y *0301 del gen HLADQA1

El alelo *0102 present6 una distribucién similar en los pa-
cientes (31,9%) y en los controles (36,7%). El alelo *0301

| n | *0102 *0301 | n | *0102 *0301
Controles Consumo de AINE
H. pylori (+) 58 23 (39,7%) 13 (22,4%) +) 85 26 (30,6%) 19 (22,4%)
H. pylori (-) 28 8 (28,6%) 9 (32,1%) =) 76 26 (34,2%) 15 (19,7%)
_ Total 90 33 (36,7%) 22 (24.,4%) Historia previa ulcerosa
Ulcera duodenal (+) 76 25 (32,9%) 14 (18,4%)
H. pylori (+) 106 32 (30,2%) 18 (17%) =) 82 23 (28%) 20 (24,4%)
H. pylori (-) 6 4 (66,7%) 1(16,7%) Historia de hemorragia digestiva
_ Total 117 39 (33,3%) 19 (16,2%) (+) 111 33 (29,7%) 27 (24,3%)
Ulcera géstrica =) 52 19 (36,5%) 7 (13,5%)
H. pylori (+) 38 11 (28,9%) 13 (34,2%)
H. pylori (-) 7 1(14,3%) 2 (28,6%)
Total 46 13 (28,3%) 15 (32,6%)"

fue més frecuente en la UG (32,6%) con respecto a la UD
(16,2%) (p < 0,05), pero no se encontraron diferencias
cuando se comparé con el grupo control (24,4%) (tabla
II). Tampoco se encontraron diferencias cuando ambos
alelos se analizaron de acuerdo con la presencia de infec-
cién por H. pylori, presencia de anticuerpos frente a las
citotoxinas CagA y VacA (tabla III), consumo de AINE o
antecedente de HDA o historia previa ulcerosa (tabla IV).
El andlisis de regresion logistica identificé la infeccion
por H. pylori (OR: 5,34; IC del 95%: 2,57-10,97) y el es-
tatus CagA+ (OR: 5,53; IC del 95%: 2,6-11,69) como
factores de riesgo independientes para tlcera péptica. Ni
el alelo *0102 ni el ¥0301 del gen HLADQAI ni la inter-
accion de ambos alelos con la infeccion por H. pylori fue-
ron factores de riesgo independientes para tlcera péptica.

DISCUSION

En la actualidad, es conocido que factores inmunogenéti-
cos del huésped, como los asociados a determinados ge-
nes que codifican determinados antigenos HLA o citoci-
nas como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la
interleucina-1 (IL-1), pueden determinar (al menos en
parte) la respuesta a la infeccién por H. pylori y su evolu-
cién clinica!#!*22, Este estudio se disefi6 con el objetivo
de evaluar si en una poblacién caucdsica los alelos ¥0102
y #0301 del gen HLADQAT se asocian con una diferente
evolucion de la infeccién por H. pylori, como se habia re-
lacionado previamente en la poblacién japonesa. Los re-
sultados obtenidos sugieren que ser portador de estos ale-

119



GASTROENTEROLOGIA Y HEPATOLOGIA, VOL. 24, NUM. 3, 2001

los no se asocia con diferente susceptibilidad o evolucién
de la infeccién por H. pylori en una poblacion caucdsica
del norte de Espafia. Sin embargo, encontramos una dife-
rente distribucién del alelo *0301 dependiendo de la loca-
lizaciéon de la tlcera, siendo més frecuente en pacien-
tes con ulcera gastrica cuando se comparaban con pa-
cientes con ulcera duodenal.

Hasta la fecha, existen diversos estudios que han analiza-
do la influencia de los alelos del gen HLADQAI en la
susceptibilidad a la infeccién por H. pylori y su evolucién
a tlcera péptica. Azuma et al'*!> observaron que la fre-
cuencia del alelo DQA1*0102 era significativamente mas
frecuente en sujetos controles H. pylori negativos (25%)
que en pacientes con ulcera duodenal H. pylori positivos
(9%), y que la frecuencia del alelo DQA1*0301 era signi-
ficativamente mds baja en los controles H. pylori negati-
vos (21%) que en los pacientes con tlcera duodenal H.
pylori positivos (41,8%). Entre los pacientes con tlcera
duodenal la frecuencia alélica del *0102 fue mayor en los
pacientes H. pylori negativos y la del *0301 fue mads alta
en los pacientes H. pylori positivos'®. En otro trabajo, en-
contraron diferencias en el alelo *0102 entre pacientes
con infeccidn y gastritis atréfica y adenocarcinoma géstri-
co, y los pacientes con gastritis superficial, concluyendo
que este alelo podria tener un papel protector en la evolu-
cion de la infeccion por H. pylori hacia la gastritis atr6fi-
ca y el céncer gdstrico'’. Estos hallazgos sugieren que
factores inmunogenéticos del huésped asociados al gen
HLADQATI podrian determinar la evolucién clinica de la
infeccién por H. pylori. Sin embargo, recientemente, Kar-
hukorpi et al** no han encontrado ninguna asociacién en-
tre los alelos del gen HLADQAT1 y la infeccién por H. py-
lori en una poblacién finlandesa. Estos autores estudiaron
199 individuos con sintomas de dispepsia, en los cuales
se determind la infeccién por H. pylori por serologia. En
contraste con los resultados de Azuma et al'*", las fre-
cuencias de los alelos ¥*0102 y *0301 fueron similares en
los sujetos H. pylori positivos y negativos.

En nuestro estudio tampoco se ha confirmado la asocia-
ci6n entre el gen HLADQA1 y la susceptibilidad a la in-
feccion por H. pylori y dlcera péptica hallada en la pobla-
cién japonesa, si bien existen diferencias importantes
entre estos estudios que deben ser consideradas. En pri-
mer lugar, las diferencias étnicas de los pacientes estudia-
dos. Como es conocido, los genes del CMH estan locali-
zados en el cromosoma 6p y son altamente polimérficos,
lo que determina que existan diferencias genéticas impor-
tantes entre poblaciones de distinto origen geografico y
racial®. Estas diferencias étnicas podrian explicar las di-
ferencias en la frecuencia de los alelos HLADQA1 que
han sido halladas en las poblaciones europea y japonesa.
En segundo lugar, Azuma et al'*!> determinaron la fre-
cuencia de todos los alelos del gen HLADQA1, mientras
que nosotros s6lo hemos estudiado la presencia de los
alelos que ellos encontraron asociados con una diferente
evolucién de la infeccién por H. pylori. Por tanto, en
nuestro estudio no conocemos la frecuencia alélica global
y solamente conocemos si los pacientes son portadores o
no del alelo *0102 o *0301.
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Un hallazgo interesante de este estudio es la diferente dis-
tribucion del alelo *0301 en pacientes con tulcera duode-
nal y géstrica. Como ya se ha comentado, los genes HLA
son muy polimérficos, lo cual determina que existan im-
portantes diferencias interindividuales en los antigenos de
histocompatiblidad y, por tanto, en la respuesta inmuno-
l6gica (estos antigenos son particularmente importantes
en controlar el reconocimiento del antigeno por el sistema
inmune)!®. A pesar de que no existieron diferencias cuan-
do se compararon con el grupo control, los resultados
apoyan la hipdtesis de que las tlceras gastrica y duodenal
presentan una base inmunogenética diferente, tal y como
se ha evidenciado en estudios familiares y epidemiol6gi-
cos previos?%,

Por otra parte, la infeccién por cepas de H. pylori con el
islote de patogenicidad CagA se ha asociado con formas
mas graves de lesion gastroduodenal®, por tanto investiga-
mos si la asociacion entre cepas virulentas de H. pylori 'y
los alelos *0102 y *0301 del gen HLADQAI se asociaba
con una diferente evolucién de la infeccién. Determina-
mos la presencia de anticuerpos en suero frente a las cito-
toxinas CagA y VacA en un subgrupo de pacientes y con-
troles con infeccién activa por H. pylori, basados en
evidencias que sugieren que un test serolgico positivo
para CagA es un marcador fiable de colonizacién por una
cepa de H. pylori que posea el islote de patogenicidad
CagA?. Tal y como se esperaba, los pacientes estaban
mas frecuentemente infectados con cepas CagA y VacA
positivas que los controles, pero la distribucion de los ale-
los #0102 y *0301 no fue diferente en dependencia del
tipo de cepa. Aunque este estudio no fue disefiado especi-
ficamente para resolver esta cuestion, y los datos presen-
tados se limitan a un subgrupo de pacientes con infeccién
activa, creemos que éstos son suficientes para sugerir que
ser portador de los alelos *0102 y *0301 no aumenta el
riesgo para la aparicion de ulcera en pacientes infectados
por cepas de H. pylori mas virulentas.

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que
ser portador de los alelos *0102 y *0301 del gen HLAD-
QA1 no modifica ni la susceptibilidad a la infeccién por
H. pylori ni su evolucién a tlcera péptica en una pobla-
cion caucésica del sur de Europa.
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