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Resumen

Objetivo: Determinar la asociacion entre los polimorfismos IL-1B-511, IL-1RN, TNF-a-308, IL.-10-819 e IL-101082 y la infeccion por Helicobacter pylo-
ri CagA positivo en un grupo de pacientes con cancer gastrico y Ulcera duodenal en diferentes poblaciones en Colombia. Métodos: Estudio de
casos y controles con 341 pacientes: con gastritis no atréfica, 194; con cancer gastrico, 58; Ulcera duodenal con lesiones preneoplasicas, 54; y con
Ulcera duodenal, 35. La genotipificacion de los polimorfismos se hizo por discriminacion alélica usando PCR en tiempo real, y la del IL-1RN, por PCR
convencional y electroforesis en agarosa. La infeccion por Helicobacter pylori CagA se determiné mediante ELISA. Se utilizé la regresion logistica
en el andlisis estadistico. Resultados: Ser portador del genotipo IL-1B-511TT (OR=4,69; IC 95% 1,22-18,09) y tener una infeccién por Helicobacter
pylori CagA positivo (OR=4,43;1C 95% 1,72-11,4) se asociaron a cancer gastrico. Tener una infeccién por Helicobacter pylori CagA positivo (OR=4,39;
1C95% 1,82-10,59) se asocid a la presencia de Ulcera duodenal con lesiones preneoplasicas, y ser portador del genotipo IL.-1B-511CT se asoci6 a
Ulcera duodenal (OR=0,30; IC 95% 0,10-0,91). Conclusién: | os resultados sugieren que la respuesta pro-inflamatoria y la genética virulenta de la
bacteria son factores relacionados con los diferentes desenlaces ocasionados por la infeccion por Helicobacter pylori en la poblacion estudiada; asi,
el polimorfismo IL-1B-511 es un factor relacionado con cancer gaéstrico y Ulcera duodenal, y la infeccién por Helicobacter pylori CagA positivo es un
factor asociado a cancer gastrico y Ulcera duodenal con lesiones preneoplasicas.
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nal.
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Abstract

Objective: To determine the association between the IL-1B-511, IL-1RN, TNF-a-308, IL-10-819 and IL.-101082 polymorphisms and positive Helio-
cobacter pylori CagA infection in a group of patients with gastric cancer and duodenal ulcer in different populations in Colombia. Methods: A
case-control study was performed on 341 patients: those with non-atrophic gastritis, 194; with gastric cancer, 58; duodenal ulcer with preneoplas-
tic lesion, 54; and with duodenal ulcer, 35. The genotyping of polymorphisms was done with allelic discrimination using PCR in real time, and that
for IL-TRN with conventional PCR and agarose electrophoresis. Helicobacter pylori CagA infection was ascertained with ELISA. Logistic regression
was used in statistical analysis. Results: Being a carrier of genotype IL-1B-511TT (OR=4.69; Cl 95% 1.22-18.09) and being positive for Helicobacter
pylori CagA infection (OR=4.43; CI 95% 1.72-11.4) are associated with gastric cancer. Positive Helicobacter pylori CagA infection (OR=4.39; Cl 95%
1.82-10.59) is associated with the presence of duodenal ulcer with preneoplastic lesions, being a carrier of genotype IL-1B-511CT is associated with
duodenal ulcer (OR=0.30; Cl 95% 0.10-0.91). Conclusion: The results suggest that pro-inflammatory response and virulent bacterial genetics are
factors related to the different outcomes brought about by Helicobacter pylori infection in the population studied; that is, the IL.-1B-511 polymor-
phism is a factor related to gastric cancer and duodenal ulcer, and positive Helicobacter pylori CagA infection is a factor associated with gastric
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cancer and duodenal ulcer with preneoplastic lesions.

Key words: Interleukins 1B, 10, tumor necrosis factor-alpha, Helicobacter pylori, cagA protein, stomach neoplasm, duodenal ulcer.

Introduccion

El cancer gastrico representa la segunda causa
de muerte por cincer en el mundo, con 700.000
muertes por afio (1), no obstante la progresiva dis-
minucion en la tasa de incidencia observada en casi
todos los paises durante las 6 dltimas décadas. En
Colombia el cancer gastrico fue la primera causa de
muerte por cancer en 2006, con 4.538 casos, y, al
igual que la tendencia mundial, ha presentado una
disminucién en su incidencia (2,3).

La infeccién por el Helicobacter pylori (H. pylo-
ri) induce una respuesta inflamatoria mixta en la
mucosa géstrica, caracterizada por la infiltracion
de linfocitos B y T, células plasmaticas, polimorfo-
nucleares y macréfagos (4). Las cepas de H. pylo-
ri cagA positivas estimulan mayor migraciéon de
polimorfonucleares (4). Las células inflamatorias
infiltradas modulan la respuesta del huésped para
eliminar la infeccion, y su activacion se caracteri-
za por la producciéon de citocinas proinflamato-
rias (IL-8, IL-6, IL-1B, factor de necrosis tumoral
alpha (Tumor Necrosis Factor-a [TNF-a]), inter-
feron gamma (IFN-y), IL-2, IL-2R) (5,6). Una
subclase de linfocitos T, los Th3, influyen en el re-
sultado de la infeccion por H. pylori reduciendo el
grado de inflamacion a través de la produccion de
la citocina antiinflamatoria IL-10 (7). La cantidad

de citocinas producidas modulan el tipo y la seve-
ridad de la inflamacion (8,9).

La respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica
inducida por la infeccién por H. pylori causa tres al-
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teraciones histolégicas principales: gastritis crénica
simple; tlcera duodenal, en el 15% de los sujetos
infectados (10); y céncer géstrico, en el 1% (11).
En cada una de estas alteraciones la respuesta in-
flamatoria individual es regulada por citocinas pro-
inflamatorias y antiinflamatorias que contribuyen
al resultado clinico final.

La variacion amplia de la incidencia de céncer
gastrico en el mundo puede ser causada por dife-
rencias en la susceptibilidad genética, la virulencia
del H. pylori y factores ambientales. El efecto bio-
logico de los polimorfismos genéticos IL-1B e IL-
1RN muestra resultados controversiales, asociacio-
nes y no asociaciones, entre poblaciones caucasicas
y asidticas en cancer gastrico (12-14), al igual que
para tlcera duodenal (8,15,16); se presentan resul-
tados similares para los estudios de los polimorfis-
mos TNF-0-308 (17-19) e IL-10 (20-23).

En Colombia son pocos los estudios que han
analizado la susceptibilidad genética al cancer
gastrico, como la prevalencia de IL-1B en enfer-
medades gastricas benignas y malignas (24), y la
asociacion de TNF-a-308 con cancer gastrico (25).
Otros polimorfismos pro-inflamatorios y antiinfla-
matorios relacionados con cancer géstrico y dlcera
duodenal no se han evaluado; igualmente, no hay
reportes en la literatura indexada que muestren la
asociacion entre tener anticuerpos IgG anticagA
de H. pylori y el riesgo de cancer géstrico o tdlcera
duodenal. El presente estudio tiene como objetivo
determinar la asociacién entre los polimorfismos
IL-1B-511, IL-1RN, TNF-a-308, IL-10-819 e IL-
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10-1082 y tener una infeccion por H. pylori cagA
positivo con cancer gastrico y tlcera duodenal en
diferentes poblaciones en Colombia.

Métodos

La poblacién de este trabajo es parte del estudio
“Helicobacter pylori: prevalencia internacional, al-
cera duodenal y neoplasia gastrica”. Se selecciond6 a
pacientes de 30 y més afios de edad, con sintoma-
tologia gastrica, a quienes se les realiz6 un examen
de endoscopia de vias digestivas altas, y proceden-
tes de las ciudades de Tunja y Bogot4, ubicadas en
la zona de riesgo alto para cincer géstrico, y de las
ciudades de Barranquilla, Santa Marta y Cartage-
na, ubicadas en la zona de riesgo bajo para cancer
gastrico.

Los criterios de exclusiéon fueron: tener tdlcera
géstrica, vérices esofdgicas u otras condiciones que
dificultaran el procedimiento de endoscopia; tam-
bién, enfermedades crénicas severas, incluyendo
otros tipos de cancer diferentes del adenocarcino-
ma gastrico.

De los 353 pacientes que firmaron el consen-
timiento informado se excluy6 a 12 (3,4%): dos,
por linfomas gastricos; dos, por proceder de otras
zonas de riesgo para cancer gastrico; cinco, porque
no contestaron la encuesta; y tres, porque presen-
taron tlcera gastrica. Se estudio a 341 pacientes; se
defini6 como controles a 194 pacientes con diag-
nostico histolégico de gastritis cronica superficial,
gastritis antral difusa y normal; 58 pacientes pre-
sentaron cancer gastrico y los 89 restantes, dlcera
duodenal.

El ingreso de los pacientes al estudio se hizo de
forma consecutiva de febrero del 2000 a julio del
2008. Con posterioridad a la firma del consenti-
miento informado los pacientes contestaron una
encuesta de factores demograficos, estilos de vida
y consumo de alimentos; luego se les tomé una
muestra de 10 ml de sangre, y, finalmente, se les
realiz6 el examen de endoscopia con toma de biop-
sias géstricas. El estudio fue aprobado por el Comi-
té de Etica e Investigaciones del Instituto Nacional
de Cancerologia (INC).

Para el diagnéstico histologico se tomaron 6
biopsias gastricas: dos, en antro; una, en la cisura
Angularis; una, en la curvatura mayor; y dos, en el
cuerpo. Las biopsias se fijaron en formalina neutra

al 10% con fosfatos, para su inclusién en parafina,
y se realizaron cortes histologicos a 5 micras. Las
biopsias fueron tefiidas con PAS-azul alciano para
los casos de metaplasia intestinal. La clasificacion
de la gastritis se hizo con base en la escala visual
analoga propuesta por el Sistema Actualizado de
Sidney (26): gastritis no atrofica (gastritis cronica
superficial y gastritis antral difusa) y gastritis mul-
tifocal atrofica (gastritis crénica atrofica sin meta-
plasia y gastritis cronica atréfica con metaplasia). El
diagnostico de cancer sigui6 la clasificacion histo-
patologica de Lauren (27), tipos: intestinal, difuso
y mixto. La dlcera duodenal fue definida como la
presencia de una lesion activa en el duodeno detec-
tada en el examen de endoscopia de vias digestivas
altas.

Determinacion de los polimorfismos IL-1B-
511, IL-IRN, TNF-a, IL-10-819 e IL-10-
1082

La genotipificaciéon de los polimorfismos de los
genes 1L-1B-511, TNF-a-308, 1L-10-819 e IL-10-
1082 se realiz6 a partir de ADN gendémico extraido
de las biopsias del antro gastrico (28). Para la ge-
notipificacion con PCR en tiempo real se utiliza-
ron iniciadores directo (F) y reverso (R), y sondas
marcadas con fluorocromos TET y FAM, segtn lo
reportado por Johnson et al. (29), que se muestran

en la Tabla 1.

Tabla 1. Combinacion de sonda e iniciadores empleados para determi-
nar los polimorfismos por discriminacion alélica en tiempo real

Citocina Secuencia del iniciador y sonda (5-3°)
IL-1B-511C/T  F-CAGAGGCTCCTGCAATTGACA
R-GGTCTCTACCTTGGGTGCTGTTC
Sonda-C 5’-FAM- AGAGCTCCCGAGGC -3"BHQ -1
Sonda-T 5°- TET- AGCTCCTGAGGCAGA- 3"BHQ -2
TNF-a-308G/A  F-CCCCAAAAGAAATGGAGGC
R-TCTTCTGGGCCACTGACTGAT
Sonda-G 5’- FAM - TGAGGGGCATGAGGACGGG - 3BHQ -1
Sonda-A 5~ TET - AGGGGCATGGGGACGG - 3"BHQ -2
IL-10-819C/T  F-GAGGAAACCAAATTCTCAGTTAGCA

R-TTATAGTGAGCAAACTGAGGCACG
Sonda-C- 5-FAM-AGGTGATGTAACATCT-3'BHQ-1
Sonda-T 5-TET- AGGTGATGTAATATCT -3'BHQ - 2

IL-10-1082G/A  F- ACACACACAAATCCAAGACAACACT
R- CTGGATAGGAGGTCCCTTACTTT
Sonda-A 5-FAM -TCCCCTTCCCAAAGA-3'BHQ-1

Sonda- G 5-TET-TCCCCCTCCCAAAG -3'BHQ-2
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La genotificacion se realiz6 en reacciones de 20
pl, con 40 ng de ADN genémico, 300 nM de cada
iniciador, 250 nM de cada sonda, 10 pl de PCR
master mix 2X kit DyNamo Probe qPCR (Finnzy-
mes). La amplificacién se realizé en un termocicla-
dor Chromo 4TM System for Real-Time PCR De-
tection (MJ Research). Las condiciones de ciclado
para las diferentes citocinas fueron: -TNF-A-308:
denaturacién de 15 minutos a 95 °C, 45 ciclos de
30 segundos a 92 °C y 1 minuto a 65 °C; -IL-1B-
511 e IL-10-1082: denaturacion de 15 minutos a
95 °C, 45 ciclos de 30 segundos a 92 °C y 1 minuto
a 60 °C, y -IL-10-819: denaturacion de 15 minutos
a 95 °C, 45 ciclos de 30 segundos a 92 °C y 1 mi-
nuto a 53 °C. Se utilizaron patrones homocigotos
y heterocigotos de cada polimorfismo, obtenidos
mediante el anilisis de polimorfismo de longitud
de fragmentos de longitud (29,30).

De la muestra total se identifico el 97,9% (334)
de los polimorfismos IL-1B-511, TNF-a-308, IL-
10-819 e IL-10-1082.

Para la genotipificacién del gen IL-1RN se utilizo
el ADN genomico de las biopsias obtenidas del antro
gastrico (28). El polimorfismo se determin6 mediante
amplificacion por PCR vy visualizacién del tamafio de
los fragmentos amplificados en geles de agarosa, se-
gtn la metodologia descrita por Perri et al. (31). Cada
reaccion de PCR tenia un volumen final de reaccién
de 25ul: 51l de solucién de ADN obtenida a partir de
cada biopsia, Spl de buffer 1x de la Taq polimerasa
(Tris-HCI 10 mM pH 8 KCI 50 mM), 1,25 mM de
MgCl2, 0,2 mM de la mezcla de dNTPs, 1 U de Go
Taq Flexi DNA Polimerasa marca Promega, y 0,5 uM
de cada oligonuclestido (directo 5%-CTCAGCAA-
CACTCCTAT-3" y reverso 5- TCCTGGTCTGCA-
GGTAA-3).

Los productos de amplificacién se separaron en
geles de agarosa al 2,5%, se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 pg/mL) y se visualizaron mediante elec-
troforesis en un analizador de imagenes Gel Doc
EQ (Bio Rad); posteriormente, la imagen del gel se
analiz6 con el programa Quanty One 1-D, versién
4,4 (bio-Rad). Se identific6 este polimorfismo en el
91,5% (312) de la muestra.

ELISA para IgA/IgG Helicobacter pylori e
IgG anti-CagA

Se utilizo la prueba de ELISA de Camorlinga-Pon-
ce M. et al. (32,33) para la deteccion de anticuer-
pos humanos IgA/IgG de H. pylori y de CagA de H.
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pylori en suero. Brevemente, como antigeno para
la determinacion de anticuerpos IgG antiCagA, se
utilizé proteina CagA recombinante a una concen-
traciéon de 0,1ug/pozo; el suero se us6 a una dilu-
cién 1:200. Enseguida, fue aplicada una dilucién
1:1000 de anticuerpos monoclonales conjugados a
fosfatasa alcalina. El sustrato fue una solucion de
p-nitrofenilfosfato en concentracion de 1mg/ml, y
la lectura se realizé en un lector de ELISA, a una
absorbancia de 405 nm.

Todas las muestras se analizaron por duplicado;
el valor final se dio por el promedio de las dos me-
diciones. Este mismo procedimiento se sigui6 para
el analisis de los anticuerpos IgA/IgG de H. pylori.
Se definieron como positivos para una infeccion
por H. pylori de extracto total los valores >1,0 U/
ELISA, y para la infeccién por el gen cagA de H.
pylori, los valores >1,5 U/ELISA (32,33).

Analisis estadistico

Se evaluo el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
de los polimorfismos estudiados en el grupo con-
trol con la prueba exacta de Fisher.

Se establecieron diferencias de proporcio-
nes utilizando la prueba X* de diferencia para la
distribucion de los polimorfismos entre el grupo
control y los grupos de céncer gastrico y tlcera
duodenal. Los odds ratio (OR) y sus intervalos de
confianza del 95% (IC 95%) se obtuvieron a tra-
vés de la regresion logistica. Los OR se ajustaron
por sexo, edad, nivel de educacién, zona de riesgo
de procedencia, antecedente de infeccion por H.
pylori CagA, y por todos los polimorfismos simul-
tdneamente, para ajustar por el efecto potencial
de unos sobre otros; ademas, se hizo un ajuste
adicional para céncer gastrico por el consumo de
carnes procesadas, con base en el estudio Martinez
et al. (34). También se analizé la asociacion entre
los polimorfismos y el cancer gastrico o la dlcera
duodenal, a través de un anélisis estratificado segin
el tipo de infeccion por H. pylori CagA, positivo o
negativo.

Los resultados se presentan segtin los grupos de:
céncer géstrico, tlcera duodenal con lesiones pre-
neoplasicas (gastritis cronica atréfica o metaplasia
intestinal) y tlcera duodenal.

Se consideraron significativos los analisis de X
con una p<0,05; se utilizé el programa estadistico
SPSS version 18,0.
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Resultados

De los 58 pacientes con cancer géstrico, 42 te-
nian cancer tipo intestinal; 12, tipo difuso; y 4,
mixto. Los 89 pacientes con tlcera duodenal pre-
sentaron las siguientes caracteristicas: 35, tlcera

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes estudiados

duodenal sin cambios histologicos neoplasicos;
27, dlcera duodenal y gastritis cronica atrofica;
y 27, tlcera duodenal y metaplasia intestinal. La
distribucion de las caracteristicas de los pacientes

con cancer gastrico y alcera duodenal se muestra
en la Tabla 2.

Ulcera duodenal

» Control Cancer gastrico con lesién Ulcera duodenal
Caracteristicas (n=194) (n =58) preneoplasica (n =35)
(n =54)
n (%) n (%) p n (%) P n (%) P
Sexo Femenino 101 (52,1) 25 (43,1) 0,23 23 (42,6) 0,21 15(42,9)
Masculino 93 (47,9) 33(56,9) 31(57,4) 20(57,1 0,31
Edad 30 -39 55(28,4) 101,7) <0,001 7(13,0) 0,002 13(37,1) 0,21
(afios) 40 - 49 65 (33,5) 6(10,3) 16 (29,6) 5(14,3)
50 -59 39(20,1) 10(17,2) 8(14,8) 8(22)9)
60 - 69 23(11,9) 19(32,8) 18(33,3) 5(14,3)
> 70 12(6,2) 22(37,9) 5(93) 4(11,4)
Nivel de Ninguno 8(4,1) 19(32,8) <0,001 16(29,6)  <0,001 5(14,3) 0,026
educacion Primaria 70 (36,1) 28 (48,3) 26 (48,1) 14 (40,0)
Secundaria 75(38,7) 10(17,2) 10(18,5) 14 (40,0)
Universidad 41(21,1) 1(1,7) 2(3,7) 2(57)
Zonade Baja 95 (49,0 12(20,7) <0,001 1(1,9  <0,001 6(17,1) <0,001
riesgo Alta 99 (51,0) 46 (79,3) 53(98,1) 29 (82,9)
Uso de No 104 (53,6) 24 (44,4) 0,26 13(37,1) 0,07
aspirina Si 90 (46,4) 30(55,6) 22(62,9)

Los alelos de los diferentes polimorfismos estaban
en equilibrio de Hardy-Weinberg, a excepcién del
polimorfismo IL-1RN (p=0,004). El desequilibrio
en este polimorfismo se debe a un aumento del
homocigoto variante IL-1RNA2-A2 observado
(16%) en el grupo control, en comparacién con el
esperado (11,9%), segtin la frecuencia de los ale-
los para el equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual
origina una disminucién del efecto en la compa-
racion entre los casos y los controles de este poli-
morfismo.

La distribucién de los genotipos del polimorfismo
IL-1B-511 fue similar entre el grupo control y los
grupos de céncer géstrico y tlcera duodenal; la dis-
tribucion de los alelos mostré que los pacientes con
tlcera duodenal presentan una disminucién del Ale-
lo T, en comparacion con los controles, aunque dicha
disminucién es limitrofe (Tabla 3). Los pacientes
portadores del genotipo IL-1B-511TT presentaron
una asociacion positiva al cancer, OR=4,69; IC 95%
1,22-18,09, y los portadores del genotipo IL-1B-

511CT mostraron una asociacion negativa a la pre-
sencia de tlcera; no se observé ninguna asociacién
de este polimorfismo en los pacientes a tilcera duo-
denal con lesiones preneoplasicas (Tabla 4).

El genotipo TNF-a-308AA esta ausente en todos
los pacientes, a excepcién de uno con cancer géstri-
co. El grupo control presenté una mayor frecuen-
cia del genotipo TNF-a-308GA, en comparacién
con los grupos de tlcera duodenal (Tabla 3). No se
observ6 asociacion entre los genotipos de TNF-a-
308 y cancer gastrico, tlcera duodenal con lesién
preneoplasica o tlcera duodenal (Tabla 4).

Las distribuciones de los genotipos de IL-10-819
(p=0,08) y los portadores IL-10-819T (p=0,03) di-
fieren entre los grupos control y dlcera duodenal (Ta-
bla 3). El genotipo IL-10-1082AA es el méis comtn
en todos los grupos estudiados (Tabla 3). No se hallo
asociacién entre estos dos polimorfismos y cincer
gastrico, tlcera duodenal con lesiones preneoplasicas,

ni a tlcera duodenal (Tabla 4).
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Tabla 3. Distribucion de los genotipos y alelos de los polimorfismos IL1B-51, IL1-RN, TNF-a-308, IL-10-819 e IL-10-1082 e IgG CagA de H. pylori en
pacientes con cancer gastrico y Ulcera duodenal

Ulcera duodenal con

Control Cancer gastrico lesié \asi Ulcera duodenal
Genotipos esion preneoplasica EHW
n (%) n (%) P n (%) P n (%) P
IL-1B-511
cC 34(18,0) 9(15,5) 0,13 12(22,2) 0,73 11(31,4) 0,12 )
cT 106 (56,1) 26 (44,8) 30 (55,6) 14 (40,0 X"=1,28
T 49 (25,9) 23(39,7) 12(22,2) 10(286) p= 0,257
Portador T 155 (82,0) 49 (84,5) 0,66 42(77,8) 0,48 24 (68,6) 0,07
Alelos
C 210 (0,46) 44 (0,37) 54 (0,50) 36 (0,51)
T 238(0,53) 72(0,62) 54 (0,50) 34 (0,49)
IL-1RN
L-L* 79 (46,7) 31(54,4) 0,12 30 (55,6) 0,47 17 (53,1) 0,6
L-A2** 63(37,3) 23 (40,4) 18(33,3) 12(37,5) 2_g 350
A2-A2 27(16,0) 3(53) 6(11,1) 3094) * 0,004
Portador A2 90 (53,3) 26 (45,6) 0,32 24 (44,4) 0,26 15 (46,9) 0,5 p="5
A2 -A2vs 27 (16,0) 3(53) 0,04 6(11,1) 0,38 3(94) 0,33
Portador L
Alelos
L 267 (0,66) 85(0,73) 78 (0,66) 46 (0,72)
A2 135(0,33) 29 (0,26) 42(0,33) 18 (0,28)
TNFa-308
GG 159 (84,1) 52 (89,7) NA 50(94,3) 0,06 31(91,2) 0,02 20084
GA 30(159) 5(86) 3(57) 3(88) X:o 7
AA 0(0,0) 1(1,7) 0(0,0) 0(0,0) p="5
Portador A 30(15,9) 6(10,3) 03
Alelos
G 412(0,92) 109 103 (0,97) 65 (0,95)
(0,94)

A 34(0,08) 7(0,06) 3(0,03) 3(0,04)
IL-10-819
cc 67 (35,4) 26 (45,6) 0,32 23 (43,4) 0,56 19 (54,3) 0,08 > 0,062
cT 96 (50,8) 26 (45,6) 23 (43,4) 11(31,4) X =0/
T 26 (13,8) 5(8,8) 7(13,2) 5(14,3) p= 0,803
Portador T 122 (64,6) 31 (544) 0,17 30 (56,6) 0,29 16 (45,7) 0,03
Alelos
C 279(0,62) 78(0,67) 69 (0,65) 49 (0,70)
T 169 (0,37) 36 (0,33) 37 (0,35) 21(0,30)
IL-10-1082
GG 14 (7,4) 4(7,0) 0,94 1(1,9) 0,32 3(8,6) 0,86
GA 74(39,2) 21(36,8) 23 (43,4) 15 (42,9) X =0,969
AA 101 (53,4) 32(56,1) 29 (54,7) 17 (48,6) p= 0,750
Portador A 175 (92,6) 53(93,0) 0,92 52(98,1) 0,14 32(914) 0,81
Alelos
G 123(0,27) 29(0,25) 25 (0.24) 21(0,30)
A 325(0,72) 85 (0,75) 81(0.76) 49 (0,70)
IgG antiCagA H pylori
Negativo 83 (47,2) 15(27,3) 0,009 16 (30,2) 0,03 18(51,4) 0,64
Positivo 93 (52,8) 40(72,7) 37 (69,8) 17 (48,6)

EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.
L-L¥ incluye: A1-A1, A1-A5, A4-A1.
L-A2** incluye: A2-A1, A2-A4, A2-A5.

Portador L:incluye A1-A1, A1-A4, A1-A5, A2-A1, A2-A4y A2-A5.

p:X* de diferencia.
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La infecciéon por H. pylori se presenté en el 93,5%
de los pacientes estudiados (319); el 58,6% de los
casos fueron H. pylori CagA positivas.

En los pacientes con cancer gastrico y tlcera
duodenal con lesiones preneoplasicas la infeccién
por H. pylori CagA positivo fue mayor, en compa-
racién con los controles (p<0,05) (Tabla 3). Tener
una infeccion por H. pylori CagA positivo se asoci6
a la presencia de cancer géstrico y de tlcera duode-
nal con lesiones preneoplasicas; no se evidenci6 la
misma asociacion en los pacientes con tlcera duo-

denal (Tabla 4).

El analisis estratificado segtn el tipo de infec-
cién por H. pylori CagA de los polimorfismos estu-
diados no mostré diferencias en cuanto a la distri-
bucién de los genotipos, ni asociaciones a ninguno
de los grupos analizados (datos no mostrados).

Discusion

La secrecion de 4cido géstrico es uno de los factores
mas importantes en las enfermedades gastroduode-
nales relacionadas con la infeccién por H. pylori: la
baja cantidad de 4cido gastrico se asocia a cancer
géstrico (8,9,35), y su aumento, a tlcera duodenal
(8,10); factores determinantes de la cantidad de 4ci-
do gastrico son las citocinas activadas en la mucosa
gastrica por la respuesta inmune a la infeccién por H.
pylori. Los principales hallazgos del presente estudio
se relacionan con la accién biologica de la citocina IL-
1B en cancer gastrico y en tlcera duodenal, y con la
dindmica compleja y simultinea de las enfermedades
gastroduodenales benignas y malignas debidas a la ac-
cién de la genética del huésped y de la bacteria; ade-
mas, se corrobora el antecedente de la infeccién por
H. pylori CagA positivo como factor de riesgo para la
carcinogénesis gastrica.

El gen interleucina 1B (IL-1B) codifica la citoci-
na IL-1B que inicia y amplifica la respuesta inflama-
toria, y es un potente inhibidor de la secrecién de
acido gastrico que conduce a hipoclorhidria y atrofia
(8). El gen interleucina 1 antagonista del receptor,
con variable namero de repeticiones en tandem (IL-
1RN VNTR), codifica la citocina IL-1ra, que se une
al receptor del gen IL-1B para inhibir su bioactividad
(36). LaIL-1B estd aumentada en la mucosa géstrica
de sujetos infectados por H. pylori y portadores de
los genotipos IL-1BS11TT o IL-1RNA2-A2, vy, sig-
nificativamente, en sujetos portadores de estos dos
genotipos (9,37).

La evidencia aportada por diferentes metaana-
lisis ha mostrado que los genotipos IL-1B-511TT
e IL-1RNA2-A2 se asocian a un incremento en el
riesgo de cancer gastrico en poblaciones caucési-
cas, y no en poblaciones asiiticas (12-14), lo cual
indica diferencias étnicas en el efecto de este poli-
morfismo; en poblaciones latinoamericanas el po-
limorfismo IL-1B-511 no ha mostrado asociacion
al cancer gastrico: Costa Rica (38,39), Brasil (40),
Venezuela (41), Honduras (42), caso opuesto para
otros polimorfismo del gen IL-1B en México (43)
y Venezuela (41); este es el primer estudio en La-
tinoamérica que reporta la asociacion de este poli-
morfismo a cancer gastrico distal.

En el presente estudio, aunque la distribucién
del alelo IL-1B-511T es similar al de las poblacio-
nes asiaticas (12), la asociacion de riesgo a cancer
gastrico estd acorde con estudios en poblaciones
caucésicas, lo cual indica, posiblemente, la accién
de otros factores de la bacteria, del medio ambien-
te y culturales en la etiologia del cancer gastrico en
el pais.

En relacién con la dlcera duodenal se observa
una distribucién genética en contra de la hipoclor-
hidria —frecuencia menor del portador T, y mayor
de IL-1B-511CC—. La disminucién en el riesgo en
portadores del genotipo IL-1B-511CT difiere de la
literatura; los reportes son de un efecto protector
de otro polimorfismo del gen IL-1B (44), o de no
asociacién (5,19,22,45). Es posible que este resul-
tado se deba a una frecuencia menor del genotipo
IL-1B-511CT en los pacientes con tlcera, en com-
paracion con los controles, o a que los portadores
de este genotipo propenderian hacia la hipoclorhi-
dria, la inflamacién, la atrofia y un pH del jugo gas-
trico mayor (8), que aumentaria el riesgo de cancer
géstrico, y, en contraposicion, reduciria el riesgo de
ulcera duodenal; ese es un argumento que estaria
en el mismo orden de ideas de Garcia-Gonzalez
et al. (44); sin embargo, se necesitan estudios que
verifiquen este hallazgo.

Por otra parte, la frecuencia del alelo IL-1RNA2
en los controles del presente estudio (33,6%) es
superior a las poblaciones caucasicas (17%-29%) y
asiaticas (1%-9%), y similar a la poblacién mexica-

na (36%-38%) (12).

El resultado de no asociacion del gen IL-1RN
a cancer gastrico difiere de lo observado en las po-
blaciones caucésicas (12-14) y algunas latinoameri-
canas: Costa Rica (38,39), Brasil (40), y Venezuela
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(41); y es similar a lo observado en las poblaciones
asiaticas (12-14) y otras latinoamericanas: México
(43,46) y Brasil (47). Este hallazgo, posiblemente,
depende de la mayor frecuencia del genotipo IL-1-
RNA2-A2 y del alelo IL-IRNAZ2 en el grupo con-
trol, lo que lleva a una disminucion el efecto en los
casos; también, probablemente, a diferencias étni-
cas, propias de la poblacion Latinoamericana (48).

En el presente estudio los resultados de no aso-
ciacién del mencionado polimorfismo con tlcera
duodenal son similares a la mayoria de estudios en
diferentes poblaciones (5,16,19,45,49,50), aunque

hay reportes tanto de disminucion en el riesgo (8,44)
como de aumento (15,51,52); esos son resultados
que indicarian la presencia de otras citocinas proin-
flamatorias en la etiologia de la tlcera duodenal di-
ferentes de las relacionadas con cancer gastrico. Para
algunos autores la presencia de tlcera duodenal no
afecta la expresion de citocinas (53); para otros, hay
una disminucién en la expresion de citocinas proin-
flamatorias en el epitelio de la mucosa del duodeno
en sujetos infectados con H. pylori, incluida la IL-1B,
en comparaciéon con la mucosa normal, u otros ge-
nes, en su concepto, son los que se expresarian (54).

Tabla 4. Odds ratio ajustado y su intervalo de confianza al 95% de los polimorfismo IL-1B-5, IL1RN, TNF-a-308, IL-10-819 e IL-10-1082 y anticuerpos IgG
antiCagA de H. pylori en pacientes con cancer gastrico y Ulcera duodenal

Cancer gastrico

Ulcera duodenal con
lesion preneoplasica

Ulcera duodenal

Genotipos
OR* 1C95% p OR** 1C95% p OR** 1C95% p

IL-1B-511
CcC 1,00 1,00 1,00
cT 2,74 0,77 9,70 1,12 038 3,33 0,30 0,10 0,91
T 4,69 1,22 18,09 0,03 1,25 036 4,33 08 0,78 024 2,57 0,71
Portador T 2,99 093 964 0,08 1,20 041 3,53 0,79 0,46 017 1,25 0,11
IL-1RN
L-L* 1,00 1,00 1,00
L- A2%* 0,62 024 1,58 0,70 029 1,70 0,77 0,28 2,10 0,50
A2 -A2 0,57 012 273 0,33 1,05 0,28 3,93 0,75 0,69 0,15 3,20
Portador A2 0,65 027 1,53 0,32 0,75 032 1,75 0,30 0,80 033 1,93 0,60
A2-A2 vs.
Portador L 0,82 0,19 3,54 0,69 1,04 0,26 4,16 0,60 0,90 0,23 3,61 0,89
TNFa -308
GG 1,00 1,00 1,00
AG 1,40 040 4,90 0,27 0,05 1,28 0,56 0,13 2,40
IL-10-819
cC 1,00 1,00 1,00
cT 0,50 019 1,30 0,58 024 141 0,46 0,16 1,30 0,41
T 0,20 0,03 1,16 0,22 1,06 0,25 4,42 0,21 1,08 0,24 4,92
Portador T 0,48 0,19 1,18 0,12 0,56 024 1,34 0,36 0,57 024 1,35 0,19
IL-10-1082
GG 1, 00 1,00 1,00
AG 117 0,19 7,15 7,95 0,63 99,68 0,86 0,15 4,85
AA 1,70 0,28 10,27 0,40 547 0,44 68,15 0,94 0,86 0,15 4,97 0,94
Portador A 1,62 028 932 0,63 3,63 029 4468 0,13 1,24 025 6,14 0,78
19G antiCagA H pylori
Negativo 1,00 1,00 1,00
Positivo 4,43 1,72 11,41 4,39 1,82 10,59 0,92 036 2,37

OR* ajustado: por sexo, edad, nivel de educacion, zona de riesgo, serologia CagA, todos los polimorfismos simultdneamente y carnes procesadas.
OR** ajustado: por sexo, edad, nivel de educacién, zona de riesgo, serologia CagA y todos los polimorfismos simultdneamente.

L-L* incluye: A1-A1, A1-A4, A1-A5.

L-A2** incluye: A2-A1, A2-A4, A2-A5.

Portador L:incluye A1-A1, A1-A4, A1-A5, A2-A1, A2-A4y A2-A5.
p: X2 de tendencia.
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El gen TNF-a codifica la citocina TNF-a; cito-
cina que estd incrementada en la mucosa gastrica
de sujetos infectados por H. pylori y participa de
las mismas propiedades biologicas de la IL-1 (55).
Portadores del alelo TNF-a-308A tienen un aumen-
to en la produccion de TNF-a y un riesgo mayor
de cancer gastrico (56), riesgo presente en poblacio-
nes cauciasicas (17,18), controversial en poblaciones
asiaticas (17,18) y ausente en pacientes colombia-
nos con cancer gastrico (25).

La ausencia del genotipo TNF-a-308AA en to-
dos los grupos del estudio confirma los hallazgos
previos de Torres et al. (25) y de Sugimoto et al.,
en Japon (57); no se encontré asociacion entre este
polimorfismo y cancer gastrico, resultado acorde
con el estudio nacional (25) y reportes asiaticos
(18,57), y opuesto a los estudios en poblacién cau-
casica (17,18) y mexicana (58).

Aunque el grupo de dlcera duodenal presento
una frecuenciamenor del genotipo TNF-a-308G/A,
no se observé ninguna asociacion; resultado similar
al de estudios asiaticos (16,45,57,59) y en Espafia
(19), y diferente de otros donde la asociacion es al
genotipo TNF-a-308GG (60), o en sujetos porta-
dores del alelo TNF-a-308A (58).

En pacientes con tlcera duodenal se han obser-
vado niveles de TNF-a mayores en la mucosa, y una
correlacién inversa con los niveles de IL-10, indica-
tivos de un desequilibrio entre la respuesta Thl y
Th2 (61). La ausencia del genotipo TNF-a-308AA
revelaria una caracteristica genética de la pobla-
cién colombiana, similar a las poblaciones asiatica
y hondureia (18), y, posiblemente, una actividad
biolégica minima proinflamatoria como respuesta
a la infeccién crénica por H. pylori en cancer gastri-
co y tlcera duodenal en nuestra poblacion.

Entre las citocinas antiinflamatorias mas impor-
tantes en la respuesta inmune esta la IL-10, codifi-
cada por el gen IL-10, que inhibe la produccién de
citocinas como la IL-1B, TNF-q, entre otras (62).
La citocina IL-10 estd aumentada en la mucosa de
sujetos con infeccion por H. pylori (6,53), con can-
cer gastrico (63), y tlcera (53,61). Los genotipos
IL-10-1082AA e IL-10-819TT estan asociados a
baja cantidad de IL-10 en la mucosa gastrica (37) y
a cancer géstrico (64).

En poblaciones caucasicas el genotipo IL-10-
1082AA, y en poblaciones asiaticas, los genotipos

IL-10-1082GG (13) o IL-10-1082AG (20,65),
estan asociados a cancer gastrico. La frecuencia

mayor del genotipo IL-10-1082AA en todos los
sujetos del presente estudio es similar a las pobla-
ciones asiaticas y latinas, y opuesta a las caucasicas
(20,65); sin embargo, el resultado de no asociacion
a cancer gastrico es disimil, tanto en poblaciones
asiaticas (20,65), debido a que su alelo de riesgo es
el G, como con poblaciones caucasicas (65).

Con tlcera duodenal, los reportes de literatu-
ra del polimorfismo IL-10-1882 son de no asocia-
cién (22,23,66), resultado igual a los del presente
estudio. La ausencia de asociaciéon de IL-10-1082
en esta investigacién se puede deber a la mayor
frecuencia del genotipo IL-10-1082AA en todos
los sujetos estudiados, de modo que dicho poli-
morfismo tendria poca contribucién a modular el
riesgo de cancer gastrico, e indicaria una respuesta
disminuida del huésped al proceso de inflamacién
crénica, lo cual permitiria la accién de las citocinas
proinflamatorias y los cambios neoplasicos que fa-
vorecen el desarrollo de cincer gastrico, como se
observa en los resultados del presente estudio.

Con respecto al polimorfismo IL-10-819, el
genotipo IL-10-819TT en poblaciones caucasicas,
y el genotipo IL-10919GG en poblaciones asiati-
cas, se han asociado a céncer gastrico (21,66). En
el presente estudio la distribucién de los genotipos
de este polimorfismo y la no asociacién a cancer
gastrico son similares a los de poblaciones caucési-
cas, y opuesta a los de las asiaticas (21). Con tdlcera
duodenal no se observé ninguna asociacion, resul-
tado similar a estudios asiaticos (66) y en pacientes
italianos (22).

El diagnoéstico serolégico de infeccién por H.
pylori CagA positivo, indicador de infeccion pasada
o0 actual, se asoci6 a la presencia de cincer gastrico,
resultado que ratifica la infeccién por cepas viru-
lentas de H. pylori como factor de riesgo principal
para cancer gastrico (67,68).

En dlcera duodenal los resultados son contradicto-
rios: tanto asociaciones positivas (5,15,22,50,51,61,69)
como negativas (70). La no asociacién de infeccién por
H. pylori CagA positivo a tlcera duodenal se puede de-
ber a: la distribucién similar entre los casos y los contro-
les; el hecho de que la sola infeccién por H. pylori CagA
no explicaria la presencia de tlcera duodenal como cau-
sa primaria; los factores de virulencia del H. pylori se aso-
cian a la tlcera duodenal en poblaciones donde tanto
la prevalencia de infeccién por H. pylori como la de los
factores de virulencia es baja (70); los sujetos con tlce-
ra duodenal con menos de 6 meses de evolucién o en
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estadios tempranos con sintomatologia no tienen in-
feccion por H. pylori (71); y el genotipo CagA no es
factor que discrimine entre gastritis y tlcera duode-
nal, segiin un estudio que incluy6 pacientes colom-

bianos (72).

Cabe resaltar el hallazgo, en la poblacion estu-
diada, de pacientes con tilcera duodenal junto con la
presencia de lesiones preneoplasicas. Se ha reporta-
do que pacientes con tlcera duodenal rara vez de-
sarrollan lesiones malignas (11,73); sin embargo, la
presencia de tlcera duodenal y lesiones preneopla-
sicas no es una entidad rara (74-76). En pacientes
con tlcera duodenal la frecuencia de gastritis atré-
fica en el antro es muy variable en: Jap6n es del 5%
(74); en Perq, del 11,8% (77); en la India, del 21%
(78); y en Corea, del 17,4% (79). Igualmente lo es
la presencia de metaplasia en el antro: del 10,0%
(74), el 13,5% (77), el 13,0% (78), y el 11,2% (79);
y del 46%, en pacientes de Bogota (76), valor supe-
rior al encontrado en el presente estudio: del 27%.

Diferentes autores plantean que la convergen-
cia de estas formas de gastritis se debe a que en pa-
cientes con tlcera duodenal hay una expansion de
la gastritis hacia el cuerpo, con una disminucién en
la secrecion de acido, que conlleva una pangastritis
atréfica, la cual se expande lentamente; cuando la
gastritis atrofica y la metaplasia se extienden al cuer-
po indican que la velocidad de expansién es rapi-
da, situacion que indicaria, a su vez, un riesgo mayor
para cancer gastrico; no asi, la gastritis atrofica con y
sin metaplasia en el antro —situacion que aplicaria
para el presente estudio—; las variaciones en la ex-
pansion entre las diferentes poblaciones indicarian
que los factores ambientales serian mas importantes
que los genéticos; entre ellos, la dieta (76).

Para otros autores, la persistencia de infeccion
por H. pylori que lleva a la atrofia y a la metaplasia
sugiere diferencias en la respuesta inmune en dife-
rentes partes de la mucosa gastrica y duodenal (78).
También esta posible simultaneidad de una nueva
infeccion en sujetos con lesiones preneoplasicas, sin
una respuesta inmune fuerte del huésped, que lleve
ala eliminacién de la nueva infeccion. Hasta la fecha
no hay publicaciones que estudien la actividad gené-
tica del huésped y de la bacteria en estos pacientes;
por lo tanto, tales datos serian los primeros.

La interpretacion de los resultados debe realizar-
se en el contexto de sus limitaciones. El pequefio
tamafio de la muestra y el bajo nimero de casos
de cancer gastrico y tlcera duodenal afecta el po-
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der de las asociaciones hacia una no asociacion. Los
controles fueron pacientes hospitalarios sintomati-
cos, que no representan a la poblacién general, lo
cual conlleva una no asociacion. También esta de
por medio que el uso de cepas de H. pylori de po-
blacion mexicana para los analisis de serologia po-
dria afectar la frecuencia de anticuerpos IgA/IgG
de H. pylori y H. pylori CagA en el estudio.

En conclusién, el presente estudio permitié obser-
var la variedad genética de los ancestros en la etiolo-
gia del cancer gastrico: una distribucién de predomi-
nio asiatico (IL-1B-511, TNF-a-308, IL-10-1082), un
ancestro caucasico (IL-10-819) y la particularidad del
polimorfismo IL-1RN; todo ello sugiere una respues-
ta inmune de predominio proinflamatorio, IL-1B-511
en la etiologia del cancer géstrico, y, posiblemente, la
accién de otros polimorfismos proinflamatorios y an-
tiinflamatorios involucrados en la etiologia de la tlce-
ra duodenal. El estudio corroboré, ademas, la accién
biolégica preponderante de la infeccion por H. pylori
CagA positivo en la etiologia del cancer gastrico y las
lesiones preneoplasicas; igualmente, permitié detec-
tar otros efectos de la infeccién por H. pylori, como
la particularidad y la versatilidad de las lesiones be-
nignas y malignas simultdneas —ulcera duodenal con
lesiones preneoplasicas—. Sin embargo, se necesitan
otros estudios que evaltien el impacto potencial de
estos biomarcadores a la hora de identificar a pobla-
cién de alto riesgo para cancer gastrico.
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