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RESUMEN Antecedentes: e polimorfismo C677T de
la enzima 5, 10-metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) se ha asociado a un mayor riesgo al desarro-
[lo de cancer gastrico proximal. Objetivo: estudiar €l
papel del polimorfismo MTHFR C677T como factor de
riesgo al desarrollo de cancer gastrico distal (CGD) en
una poblacion mexicana. Pacientes y métodos:. se estu-
diaron 51 pacientes con CGD (edad promedio 57.6,
femenino:masculino = 0.76) y 83 controles sin cancer
gastrico étnicamente similares (edad promedio: 51.5,
femenino:masculino = 0.59). El polimorfismo MTHFR
C677T setipificd por PCR-RFLP. Lainfeccién por Heli-
cobacter pylori se definio por el resultado positivo de al
menos dos de las siguientes pruebas diagndsticas: his-
tologia, prueba répida de ureasa y cultivo. Resultados:
entre los pacientes con CGD, 16 (31.4%) fueron homo-
cigotos para C y 23 (45.1%) fueron CT. Entre los pa-
cientes control sin cancer gastrico, 17 (20.5%) fueron
CC y 49 (59%) fueron CT. No se encontr6 diferencia
entre la frecuencia del genotipo C677T MTHFR entre
los pacientescon CGD y los controles (23.5% vs. 20.5%,
respectivamente) (p = 0.84; razén de momios = 1.19,
interval o de confianza del 95% = 0.48-2.98). La frecuen-
ciadel genotipo MTHFR677TT en ambos grupos no fue
influenciada por la presenciadeH. pylori. Conclusion:
el genotipo 677TT MTHFR esfrecuente en la poblacion
mexicana. Este estudio proporciona evidencia deque no
hay asociacion entre € polimorfismo MTHFR C677T y
el desarrollo de CGD en la poblacion mexicana estu-
diada.

Palabras clave: MTHFR, Helicobacter pylori, metilen-
tetrahidrofolato reductasa, cancer gastrico.

SUMMARY Background: The 5,10-methylenete-
trahydrofolate reductase (MTHFR) 677C—T polymor-
phism has been associated to a higher risk to develop
proximal gastric cancer. Aim: To study the role of the
MTHFR C677T polymorphismasa risk factor for the de-
velopment of distal gastric cancer (DGC) in a Mexican
population. Patients and methods: Fifty-one histologi-
cally confirmed DGC (mean age = 57.6y, F:M = 0.76)
and 83 ethnically matched non-GC controls (mean age
51.5y, F:M = 0.59) were studied. The MTHFR C677T
polymor phism was typed by PCR-RFLP. The infection
by Helicobacter pylori was defined by the positive result
of at least two of the next diagnostic tests: histology, ra-
pid urease test and culture. Results: Among the GC pa-
tients, 16 (31.4%) were homozygousfor C and 23 (45.1%)
were CT. Among the non-cancer control patients 17
(20.5%) were CC and 49 (59%) were CT. No difference
was found in the frequency of the mutated variant
MTHFR 677T between the GC cases and the non-can-
cer control patients (23.5% vs. 20.5 respectively) (p =
0.84; odds ratio: 1.19, 95% confidence interval: 0.48-
2.98). The frequency of MTHFR 677TT genotype was
not influenced by theinfection by H. pylori. Conclusion:
The mutated genotype TT of the MTHFR is frequent in
Mexican population. Our study provides evidence that
there is no association between the MTHFR C677T po-
lymorphism and the development of gastric cancer in
the Mexican population studied.

Key words: MTHFR, Helicobacter pylori, methylenete-
trahydrofol ate reductase, gastric cancer.
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ANTECEDENTES

La enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
interviene en el metabolismo delosfolatos. Estaenzima
tiene un papel importante en el aporte de grupos metilo
paralareduccion de 5, 10-metilen-tetrahidrofolato a 5-
metil-tetrahidrofolato, la cual eslaforma predominante
defolato circulante y sirve como substrato parala meti-
lacion de homocisteina a metionina con produccion de
S-adenosiimetionina. Esta Ultima es considerada como
el donador universal de grupos metilos requeridos para
lametilacion del ADN.12

Los niveles bajos de folatos plasmaticos interfieren
conlasintesisy reparacion del ADN, produciendo hipo-
metilacion del ADN, lacual se hainvolucrado enlacar-
cinogénesis gastrica, ya que se asocia con activacion de
oncogenes y con pérdida de la funcion de genes supre-
sores de tumores.®*

Los portadores homocigotos del polimorfismo 5,10-
(MTHFR) 677 C — T presentan 30% de actividad enzi-
mética con respecto al polimorfismo nativo mientras que
los heterocigotos MTHFR 677CT preservan 65% de la
actividad.® Los portadoreshomocigotos del polimorfismo
MTHFR TT han sido asociados con cancer de mama en
pacientes premenopausicas, cancer colorrectal, displasia
cérvico-uterinay adenocarcinoma géstrico proximal .1

El objetivo de este trabgjo fue estudiar € papel del
polimorfismo C677T del gen MTHFR como un factor
de riesgo para el desarrollo de cancer géstrico distal en
una poblacién mexicana.

PACIENTESY METODOS

Seegtudiaron 51 pacientes con cancer gastrico distal histol6-
gicamente confirmado (edad promedio 57.6,
femenino:masculino = 0.76, rango de edad 32-80, mediana
=60). El cancer se consider6 como distal cuando estabalo-
cdizadoend tercioinferior del estbmago. Seestudiaron ade-
més 83 controles sSin cancer gastrico énicamente sSmilares
(edad promedio: 51.5, femenino:masculino = 0.59, rango de
edad 19-93, mediana= 51). Los controles tenian indicacion
de unaendoscopiasuperior por sintomeas dispépticos. Todos
los pacientes fueron captados en € Hospitd Universtario,
“Dr. José Eleuterio Gonzdez”, Universidad Auténoma de
Nuevo Leodn. Ninguno de el os tenia parentesco entre Si.

Examen histopatolégico

Todos los pacientes y controles fueron sometidos a
endoscopiay durante e procedimiento setomaron ocho

biopsias paradeteccidn deinfeccion por H. pylori y evar
luacion histolégica: dos de la curvaturamenor, dosdela
curvatura mayor, dos de laincisura angular y dos de la
region prepildrica. A los pacientes con cancer gastrico
distal se les tomaron por lo menos ocho biopsias del
tumor. Todas las biopsias fueron fijadas en formol a
10%, embebidas en parafinay posteriormente se reali-
zaron mulltiples cortes histol 6gicos de 4 um de espesor,
los cuales setifieron con hematoxilinay eosinaparaeva
[uacion por un patdlogo especializado.

Andlisisdel polimorfismo MTHFR C677T

Se colecté unamuestra de sangre venosa, y se obtuvo
el ADN por medio de extraccion con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico y precipitacion con etanol. El poli-
morfismo MTHFR677C — T fue detectado por €l méto-
do reaccion encadenade la polimerasa-polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Se
prepararon mezclas de reaccion de 25 pL que contenian
200 ng de ADN gendmico humano, 50 ng de cadainicia-
dor (F: 5-TGA AGGAGA AGG TGT CTG CGG GA-3
y R: 5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3), Tris
HCIl 10mM (pH 8.3), KCl 50 mM, MgCl2 2.5 mM, cada
dNTP aconcentracién 200 uM, y1.5 U de Tag ADN po-
limerasa. Parala PCR se emplearon las siguientes con-
diciones: 5mina94 °C seguido de 35 ciclosde 1 min a
94°C,1mina59°Cy 1 mina72 °C. Esto fue seguido
por extension final de 7 min a 72 °C. La digestion se
realiz6 empleando la enzima de restriccion Hinf | con
incubacién a 37 °C durante 12 h. Los productos de di-
gestion se visualizaron por electroforesis en un gel de
agarosaa 3%y tincion con bromuro de etidio. El geno-
tipo 677CC produjo una sola banda de 198 pb. El tipo
heterocigoto 677CT produjo fragmentos 198, 175, y 23
pb. Los mutantes homaocigotos 677TT produjeron frag-
mentos 175y 23 pb.

Diagnostico de infeccion por H. pylori. La infec-
cion por H. pylori se consideré como variable confu-
sora 'y se determind por el resultado positivo de al
menos dos de las siguientes pruebas diagndsticas:
prueba répida de ureasa, cultivo y deteccion de la bac-
teria por medio de andlisis histol gico.

Anadlisisestadistico

El andlisis de los datos se realizé utilizando un pro-
gramacomputaciona (Epi-Info 2000 version 1.0.5; Cen-
ters for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA.).
Serealiz6 pruebade Ji cuadradacon correccién deYates



Rev Gastroenterol Mex, Vol. 72, NUm. 4, 2007

357
Zuhiga-Noriega JR y cols.

CUADRO 1
DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS DE LA MUTACION C677T MTHFR ENTRE CASOS DE CANCER GASTRICOY CONTRO-
LES SELECCIONADOS

CC n(%) CT n(%) TT (n%)
Casos (cancer) (n=51) 16 (31.4) 23(49.1) 12 (23.5)
Controles (n = 83) 17 (20.5) 49 (59) 17 (20.5)
Controles (solo gastritis) (n = 52) 9(17.3) 30 (57.7) 13 (25)
Controles apareados por edad (n = 67) 15 (22.4) 38 (56.7) 14 (20.9)
CUADRO 2

VALORES DE RAZON DE MOMIOS CON SU RESPECTIVO INTERVALO DE CONFIANZA (IC) DEL 95% LA COMPARACION DE
LA FRECUENCIA DEL GENOTIPO MTHFR 677 TT ENTRE LOS PACIENTES CON CANCER GASTRICO DISTAL Y EL GRUPO
CONTROL Y LOS SUBGRUPOS FORMADOS.

Razdn de momios ICs del 95%
Casos vs. subgrupo sin cancer 119 0.48-2.98
Casos vs. subgrupo control con hallazgo histol dgico
de sblo gastritis 0.92 0.34-2.49
Casos vs. subgrupo control apareados por edad 116 0.44-3.04

para evaluar diferencias en las proporciones de los ge-
notipos de MTHFR entre los casos y los controles. Un
valor de probabilidad (p) < 0.05 se considerd estadisti-
camente significativo. Se estimaron ademés los valores
de razon de momios (RM) con sus respectivos interva-
los de confianza (IC) del 95%. La poblacién control se
examind paraevaluar € equilibrio de Hardy-Weinberg.

RESULTADOS

Distribucién delamutacion C677T MTHFR en los
casos y controles y analisis del riesgo del genotipo
677TT MTHFR (Cuadro 1)

El grupo control se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg en locus polimorfico estudiado (pHW [HW
subscript] = 0.135). Las frecuencias del polimorfismo
C677T MTHFR en los 51 pacientes con cancer géstrico
distal y los 83 pacientes control se muestran en el cua-
dro 2. Lafrecuenciadegenotipo MTHFR 677 TT secom-
par6 entre los pacientes con cancer géstrico distal y la
totalidad de los pacientes sin cancer géstrico incluidos
en estetrabajo (n = 83), asi como con los subgrupos con-
trol definidos por el hallazgo histol égico de sdlo gastritis
(n=52) y e apareamiento por edad (n = 67). No se en-
contraron diferencias estadisticamente significativasenla

comparacion de los casos con latotalidad de controles
ni con los subgrupos control definidos (Cuadro 2).

Andlisisdel riesgo del genotipoMTHFR677TT en
los pacientesinfectados con H. pylori

Seelimind laposible participacion delainfeccion por
H. pylori como variable confusora en el riesgo al desa-
rrollo de cancer géstrico distal por la definicién de un
grupo de casos (n = 22) y un grupo de controles sin can-
cer (n = 51) infectados con H. pylori. Al realizar este
gjuste, se observé pocadiferencia parala estimacion de
riesgo (RM = 2.18, 1C 95% = 0.6-7.96, p = 0.30).

DISCUSION

Lametilen tetrahidriofolato reductasa participaenlasin-
tesisdel ADN. Lamutacion C677T MTHFR disminuye
sustancialmente la actividad de la enzima por lo que es
de esperarse que | as rutas metabdlicas en las que partici-
patambién sevean afectadas. Lapresenciade estamuta
cion ha sido asociada a diversos tipos de cancer, inclu-
yendo el cancer géstrico proximal .*

En estetrabajo seestudio lamutacion MTHFR C677T
y su posible asociacién con el desarrollo de cancer gés-
trico distal. Se encontré que lafrecuenciadelamutacion
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C677T MTHFRfuesimilar aloreportado enlaliteratura
mundial** y no se observd asociacion considerando la
comparacion entre |los casos de cancer gastrico distal y
la totalidad de los controles asi como tampoco en los
subgrupos definidos por € hallazgo histolégico de gas-
tritis, apareando el grupo control por edad, asi como por
laeliminacion delainfeccion por H. pylori como varia-
ble confusora.

Se ha descrito que € folato es una de los micronu-
trientes clave para mantener un suministro adecuado de
donadores de grupos metilo. La disminucién de la acti-
vidad de la MTHFR produce limitacion de este meca
nismo, hipometilacién del ADN y expresion de oncoge-
nes.’

Se ha sugerido que la baja ingesta de folatos y los
nivel es séricos bajos delos mismosincrementan el ries-
go a desarrollo de cancer por un mecanismo no bien
dilucidado, probablemente por €l incremento en el con-
tenido de uracilo en el ADN, por la incorporacién de
desoxiuridiltrifosfato (AUTP) en lugar de desoxitimidil-
trifosafato (DTTP) en lamolécula de ADN.*° Luego de
un suministro adecuado defolatos, €l nivel sérico delos
mismos se incrementa 203% y en el epitelio gastrico se
incrementa 525%.5 Esto podria definir una mayor bio-
disponibilidad de folatos en €l epitelio gastrico, contra-
rrestar la posible baja actividad delaenzimaMTHFR y
explicar, a menos en parte, lafaltade asociacién con e
desarrollo de cancer gastrico distal que se encontr6 en
este trabajo, no asi con laasociacién positivade este po-
limorfismo descrito con diversas neoplasias tales como
el cancer cérvico-uterino, el cancer de mama en pacien-
tes premenopéusicasy el cancer colorrectal.

Si bien es cierto que la bgja actividad de laMTHFR
sehaasociado con €l cancer géstrico proximal, el cancer
gastrico distal es etiolopatogénicamente diferente y es
de esperarse una participacion relativa de otros factores
gue hasta ahora se han asociado al desarrollo de cancer
distal, ademés, se puede especular que |a biodisponibi-
lidad de folatos no se incrementa en la porcion proxi-
mal del estbmago, ya que se tiene poco tiempo de con-
tacto con los nutrientes por lafisiologiay anatomiadel
estémago.

Un reporte previo investigd e polimorfismo C677T
MTHFRen el riesgo al desarrollo de cancer géstricoy su
relacion con factores de la dietatales como laingestade
&cido félico, y e consumo de alcohol en una poblacion
mexicana.®! En este estudio se incluyeron 201 casos 'y
427 controles y se encontré un incremento en el cancer
gastrico entre los portadores de genotipo homocigoto
mutado (677TT) comparado con el genotipo homocigo-

to silvestre (677CC), sin embargo, el 1C fue no signi-
ficativo (RM = 1.62, 95% CI = 1-2.59). No se encon-
tré relacion entre e polimorfismo de la MTHFR vy €
consumo de folatos y acohol. Los resultados de nues-
tro trabajo, al parecer confirman los hallazgos de este
reporte, al menos en lo relacionado con el polimor-
fismo C677T MTHFR.

En resumen, en este trabaj o se encontré que el geno-
tipo 677TT MTHFR esfrecuente en lapoblacion Mexi-
canay se proporciona evidencia de que no hay asocia-
cién entre el polimorfismo MTHFR C677T vy el
desarrollo de cancer géstrico distal, al menos en la po-
blacién estudiada.
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