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Resumen

El cancer gastricoestarel acionado confactoresambientales
y propiosdel huésped. Lainfeccién por Helicobacter pylori
es un factor ambiental preponderante y se ha propuesto
ademéas que, algunos genes del complejo mayor de
histocompatibilidad confierensusceptibilidad oresistencia
para las enfermedades gastricas relacionadas con dicha
infeccion.

Conel propositodeconocer ladistribucionyfrecuenciade
algunos genes HLA-DQ del complejo mayor de
hi stocompati bilidad en sujetosmexicanoscon enfer medades
gastricas, seestudiaron 20 pacientescon cancer gastricoy
40 pacientescongastritiscrénicaasociadaconHelicobacter
pylori. Los diagndsticos fueron confirmados con biopsias.
Seutilizaron parafinescomparativos, 99 individuossanos.
La genotipificacion delosalelosHLA serealizd mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa.
Lospacientesconcancer gastricotuvieronmayor frecuencia
delosalelosHLA-DQA1*0601 (p= 0.003; RM = 20.9; IC
95% = 2.11-506.2) y HLA DQB1*0501, éste Gltimo en
comparacion a los pacientes con gastritis cronica (p
=0.04; RM = 3.58; IC 95 % = 1.05-12.5) e individuos
sanos (p = 0.002; RM = 4.5; IC 95% = 1.59-12.7).

En conclusion, nuestrosresultados sugieren que ademas de
la infeccién por Helicobacter pylori, hay marcadores dela
regionHLA-DQqueson deter minantesi nmunogenéticamente
en la susceptibilidad para desarrollar cancer gastrico.

Palabrasclave: HLA, HLA-DQ5, adenocarcinoma gastrico,
gastritis, Helicobacter pylori.
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Summary

Etiology of gastric cancer isrelated to environmental and
host factors, Helicobacter pylori infection is the main
environmental factor, but it has been also proposed that
somemajor histocompatibility complexgenesarerelatedto
susceptibilityandresistancetodevel op Helicobacter pylori-
associated gastric diseases.

Theaimofthisstudywasto study distributionandfrequency
of someHLA-DQ genes, among Mexican patientsharboring
gastric diseases. We studied 20 subjects suffering from
gastric cancer and 40 subjects harboring Helicobacter
pylori-associated chronicgastritis. Diagnosiswasconfirmed
by biopsy. HLA genotyping wasperformed by a polymerase
chain reaction procedure. Ninety nine healthy individuals
were also utilized for compar ative purposes.

Patients with gastric cancer displayed high frequency of
HLA-DQA1*0601 (p= 0.003; OR= 20.9,95% CI = 2.11-
506.2) and HLA-DQB1*0501 alleles, the latter when
compared to patientswith chronic gastritis (p = 0.04; OR
= 3.58, 95% CI = 1.05-12.5) and to healthy individuals (p
= 0.002; OR = 4.5, 95% Cl =1.59-12.7).
Accordingtoour results, inaddition to Helicobacter pylori
infection, thereareimmunogeneic markersof theHLA-DQ
region, which are determinant in confering susceptibility
for gastric cancer.

Keywords: HLA, HLA-DQ5, gastricadenocarcinoma, gastritis,
Helicobacter pylori.
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Introduccion

El cancer gastrico estarelacionado con diversos factores
entre los que sobresale la infeccion por Helicobacter
pylori(H. pylori).* También, la susceptibilidad inherente a
cada individuo en términos de calidad en la respuesta
inmune, tiene un papel determinante enlacarcinogénesis
gastrica. Entre los factores genéticos de riesgo para la
infeccion por H. pyloriy el cancer gastrico se han descrito
entre otros, algunos genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH).?

En las poblaciones japonesa y caucésica se han
relacionado algunas moléculas del CMH conlainfeccion
por H. pylori. El alelo HLA (Human Leukocyte Antigen)
DQA1*0102 tiene frecuencia baja en pacientes con
infeccion por H. pyloriy gastritis atrofica, comparado con
pacientes que tienen gastritis superficial, asi como
controles normales.® Este hallazgo parece indicar que
dicho alelo puede contribuir a la resistencia para la
gastritis atréfica asociada con H. pylori y como
consecuencia, al carcinomagastrico. Suausencia podria
considerarse como unfactor de riesgo genético especifico
para estas enfermedades. Asi mismo, el alelo HLA-
DQB1*0401 se ha encontrado como marcador de
susceptibilidad para gastritis atrofica.*

Por otro lado, hay estudios que han demostrado
asociacion entre el adenocarcinoma gastrico y el alelo
HLA-DQB1*0301, atinenausenciade lainfeccion por H.
pylori.® Sin embargo, el alelo HLA-DQB1 *0301 también
esta involucrado con cancer cérvico-uterino, linfoma-
leucemiaHTLV-1ymelanoma.®°ElaleloHLA-DQB1*0301
esrelativamente comun en la poblacion mexicanay esta
asociado con HLA-DRB1*1402,*1101y *1305 (Vargas-
Alarcon G, comunicaciéon personal). Aln mas, en un
estudio realizado en Taiwan el alelo HLA-DQB1*0301
tuvo por el contrario, efecto protector.!* En este mismo
estudio, los autores encontraron asociacion entre el alelo
HLA-DQB1 *0602 y cancer de la porcion proximal del
estdmago, predominantemente en hombres.*Finalmente,
otros autores no han encontrado relacién alguna entre
alelosHLA delasregiones DQA Y DQBy cancer gastrico
con infeccion por H. pylori.t?

El propdsito de este estudio es investigar en un grupo
de pacientes mexicanos con cancer gastrico y gastritis
cronica, la distribucién y frecuencia de algunos genes
HLA del CMH.

Pacientesy Métodos
Pacientes. Seincluyeron enformaconsecutiva, pacientes
gue acudian al Instituto Nacional de Cancerologia por

presentar sintomatologia gastrica y quienes por
interrogatoriodirigido, negaronlaingestion de medicamento
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alguno en el transcurso del mes previo a la consulta
médica. Se les practicé estudio endoscépico y se
obtuvieron biopsias de la mucosa gastrica que fueron
procesadas de manera convencional. La clasificacién
histolégica de la gastritis se realizdé con los criterios
propuestos por el Sistema Actualizado de Sydney*®y la
delos carcinomas, de acuerdo con Lauren.**Se colectaron
ademas en tubos que contenian anticoagulante EDTA,
5ml de sangre fresca. Se excluyeron los sujetos en los
gue el procedimiento endoscépico no fue satisfactorio y
aquellos que rechazaronlavenopuncion. Finalmente, se
eliminaron los pacientes cuyas biopsias 0 muestras de
sangre fueroninadecuadas oinsuficientes. El estudio se
llevé a cabo de acuerdo con los lineamientos de la
Declaracionde Helsinkiy fue aprobado porlos Comités de
Eticae Investigacion de la Institucion. Se solicitd también,
el consentimiento informado de cada uno de los pacientes.

Confines comparativos, se utilizé un grupo control de
99 individuos sanos, sin evidencia clinica de gastritis
cronica, enfermedad acido-péptica, cancer gastrico, y/o
historiapersonal o familiar de enfermedades autoinmunes.

Métodos. El acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico
se extrajo de la sangre venosa con técnicas estanda-
rizadas.'>16

Amplificacion del ADN gendémico. La tipificacién de
HLA-DQA1 y DQB1 se llevdo a cabo mediante el
procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), para lo que se utilizé polimerasa Tag de ADN
polymerase (Promega, Madison, WI, USA) e hibridacion
con sondas de oligonucle6tidos con secuencias
especificas (PCR-SSOP). Los iniciadores de lectura
utilizados para la amplificacién de los genes HLA-DQ
fueron DQAAMP-A, DQAAMP-B, DQBAMP-A y
DQBAMP-B y se construyeron en un sintetizador
automatizado de ADN-SM (Beckman, Palo Alto, Ca.
USA), de acuerdo con la informacion referida en el 12°
Taller Internacional de Histocompatibilidad.

Hibridacion en punto-mancha. El 5% del ADN
amplificado fue desnaturalizado en hidréxido de sodio al
0.4 mol/L durante 10 minutos, neutralizado en acetato de
amonio al 1 mol/L y transferido a una membrana Hybond-
N (Amersham, Amersham, Bucks, Reino Unido). Los
filtros fueron pre-hibridados a 42°C por 30 minutos enuna
solucion que contenia 6X SSPE (30X SSPE: NaCl al 4.5
mol/L, NaH,PO4 al 0.3 mol/L, EDTA 30 mmol/L, pH =
7.4),5X de solucion Denhard (albimina de suero bovino
al 2%, polivinilpirrolidona 40 al 2%, Ficoll 400 al 2%),
laurel-sarcosinoal 0.1%y SDS al 0.02%. Posteriormente,
las sondas de oligonucledtidos marcadas con digoxigenina
di-desoxi-uridin-trifosfato (Dig-11-ddUTP) fueron afiadidas
e hibridadas a42°C por 3 horas. Losfiltros fueron lavados
dos veces en SSPE 2X, SDS al 0.1% a temperatura
ambiente por 10 minutos, una vez en solucion TMAC
(Tris-HCI al 50 mmol/L, pH = 8.0, cloruro de
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tetrametilamonio 3 mol/L, EDTA 2 mmol/l, SDS al 0.1%)
también a temperatura ambiente por 10 minutos, y dos
vecesa60°C por 10 minutos. Los puntos fueronrevelados
utilizando el juego de reactivos para la deteccion de
acidos nucleicos Dig (Boehringer Mannheim Biochemical,
Mannheim, Alemania).

Sondas de oligonucledtidos. La informacion de las
secuencias y especificidades de los oligonucleétidos
DQA1 y DQB1 proviene del 12° Taller Internacional de
Histocompatibilidad (Paris, Francia, 1996). La
construccion de oligonucledtidos fue hecha utilizando la
técnica de cianoetil fosforamidita en un sintetizador
automatizado Beckman de ADN-SM, de acuerdo conlas
recomendaciones del proveedor.

Anélisis estadistico. Las diferencias entre las
proporciones fueron evaluadas conlapruebaji-cuadrada
de Mantel-Haenszel que combinatablas de contingencia
de 2 x 2, contenida en el programa estadistico EPIINFO.
Sielnumero encualquier celdillaeramenorde 5, se aplicd
entonces, la prueba exacta de Fisher. Los valores de p
iguales o menores que 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Se utiliz6 ademas, la
razén de momios (RM) con intervalos de confianza del
95% (IC 95%), para estimar riesgos.

Resultados

Se analizaron las biopsias gastricas y se tipificaron los
loci DQA1y DQB1 en 20 pacientes con cancer gastrico
y 40 individuos con gastritis crénica.

Caracteristicas clinicas. En elgrupo de cancer gastrico,
ocho erandel género femenino con edad promedio de 53
afios (28-76) y 12 del género masculino, con edad
promedio de 63 afios (38-78). Dieciocho casos fueron
adenocarcinomas, 12 detipo difusoy seis detipointestinal;
uncaso mas fue linfoma primario de tipo MALT y el Gltimo
correspondié a un leiomiosarcoma primario del cuerpo
gastrico. De los individuos con gastritis crénica, 28 eran
del género femenino con edad promedio de 54 afios (25-
87)y 12 del género masculino, con edad promedio de 63
afios (36-85). Histologicamente, se demostré en todos
los casos de gastritis, actividad en grados variables, asi
como la presencia de microorganismos en las fovéolas,
gue morfolégicamente correspondian a H. pylori.
Tipificacion del HLA-DQA1 y DQB1. Se obsevd una
frecuencia significativamente aumentada del alelo HLA-
DQA1*0601 enelgrupo de pacientes con cancer gastrico
(p=-0.003; RR=20.9; IC 95% =2.11-506.2) (Cuadro ).
El cuadro Il muestra la distribucién del locus HLA-DQB1
en pacientes con cancer gastrico, gastritis crénica en
individuos sanos. El alelo HLA-DQB1*0501 no tuvo
aumento significativo en el grupo de pacientes con
gastritis crénica asociada con Heilcobacter pylori, en
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comparacion con los individuos sanos.

De maneramuy interesante, elalelo HLA-DQB1*0501
se encontrd aumentado en elgrupo de cancer gastrico, en
comparacion tanto con el grupo de los pacientes con
gastritis cronica (p=0.04; RR 3.58; IC 95% =1.05-12.5)
como con el de los individuos sanos (p=0.002; RR=4.5;
IC 95% =1.59-12.7), (Cuadro Il). El andlisis de haplotipo
no mostro diferencias significativas (datos no mostrados).

4 . . . 2\
Cuadro I. Frecencias génicas de HLA-DQA1 en pacientes
con cancer gastrico y gastritis cronica, comparadas con

individuos sanos

Cancer Gastritis crénica Individuos
HLA-DQA1 gastrico H. pylori + sanos

(n=40) (n=80) (n=198)

n fg n fg n fg
0301 12 0.300 24 0.300 51  0.257
0501 8 0.200 18  0.225 45  0.227
0401 6 0.150 16  0.200 33  0.166
0101 4 0.100 5 0.062 20 0.101
0201 1 0.025 7 0.087 22 0111
0103 3 0.075 3 0.037 5 0.025
0601* 3 0.075 1 0.012 0 0
0102 1 0.025 3 0.037 17 0.085
0303 0 0 2 0.025 0 0
0503 1 0.025 1 0.012 0 0
0104 2 0.050 0 0 0 0
. J

n: nimero de alelos; fg; frecuencia génica.
* Pacientes con cancer gastrico vs. individuos sanos
p=0.003; RM=20.9 (IC 95%: 2.11 -506.2)

(Cuadro Il. Frecuencias génicas de HLA-DQB1len pacienteg
con cancer gastricoy gastritis créonica, comparadas con
individuos sanos
Cancer Gastritis cronica Individuos
HLA-DQB1 gastrico H. pylori + sanos
(n=40) (n=80) (n=198)
n fg n fg n fg
0302 8 0.200 22 0.275 47  0.237
0301 10 0.250 17 0212 35 0.176
0402 5 0.125 13 0.162 33 0.166
0501* 9 0.225 6 0.075 12 0.060
0201 3 0.075 1 0137 33 0.166
0602 2 0.050 3 0.037 15 0.075
0603 1 0.025 1 0.012 4 0.020
0601 1 0.025 2 0.025 0 0
0303 0 0 2 0.025 0 0
0604 1 0.025 2 0.025 3 0.015
0304 0 0 1 0.012 1 0.005
. J

n: nimero de alelos; fg: frecuencia génica.

*Pacientes con cancer gastrico vspacientes con gastritis crénica
p0.04; RM =3.58 (IC 95%: 1.0-12.5).

Pacientes con cancer gastrico VSindividuos sanos

p0.002; RM=4.5(IC 95%: 1.5-12.7).
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Discusion

En este estudio se observo un incremento notable en la
frecuencia génica de los alelos HLA-DQA1*0601 y
DQB1*0501, en los pacientes con cancer gastrico. Sin
embargo, la asociacion entre cancer gastrico y el alelo
HLA-DQA1*0601 debe interpretarse con cautela, porque
elnimerode alelos es pequefioy elintervalo de confianza
95% es muy amplio.

De manera sobresaliente, se observé una frecuencia
elevadadelaleloHLA-DQB1*0501 en pacientes concancer
gastrico. Este hallazgo sugiere fuertemente que el HLA-
DQB1*0501 esun alelorelevante en la susceptibilidad de
la poblacién mexicanaparadesarrollar cancer gastrico. En
otros grupos étnicos, el adenocarcinoma gastrico esta
asociadoconelaleloHLA-DQB1*0301;°sinembargo, este
alelo también se ha relacionado con otras neoplasias
malignas, incluido el carcinoma cérvico-uterino.>” Aln
mas, la asociacién del alelo HLA-DQB1*0501 con cancer
gastrico parece ser independiente de la infeccidn por H.
pylori a pesar de que el adenocarcinoma y el linfoma
gastricos primarios se han relacionado estrechamente con
H. pylori,**"8dicho alelo noresulté frecuente en elgrupode
pacientes con gastritis cronica asociada con H. pylori.

Varios estudios han establecido la correlacién entre
los alelos HLA-DQ y enfermedades gastricas asociadas
con H. pylori.*5°En pacientes coninfeccion por H. pylori
y Ulceras duodenal y gastrica, el alelo HLA-DQA1*0301
puede contribuir a la susceptibilidad para adquirir la
infeccion, en contraste con elalelo HLA-DQA1*0102 que
parece tener un efecto protector.*?En nuestro estudio,
noencontramos asociacion algunaque sugieraresistencia
alainfeccion o al cancer, probablemente, por el tamafio
pequefio de la muestra analizada.

Nuestros hallazgos sugieren que el alelo HLA-DQB1
*0501 es un marcador genético especifico para cancer
gastrico y sustenta la hipotesis de que el alelo HLA-
DQB1*0301, no contribuye de forma especial a la
susceptibilidad para desarrollar cancer gastrico en
pacientes mexicanos; aun mas, el HLA-DQB1*0301 es
un alelo comun en la poblacién mexicana sana. Estas
diferencias entre grupos raciales, podrian reflejar
mecanismos distintos de lamisma asociacion patogénica.

Se han propuesto al menos dos mecanismos para
explicar la asociacion entre el alelo HLA-DQB1*0301 y el
adenocarcinoma gastrico en la poblacién caucasica: 1)
desequilibrio genético (de eslabonamiento o enlace) y 2)
alteraciones en el reconocimiento de la presentacion de
antigenos. De cualquier manera, el mecanismo
fisiopatoldgico parece serindependiente de lainfeccion por
H. pylori. Con respecto a nuestros resultados, no puede
soslayarse la posibilidad de /a participacion de un locus
HLA-DQ vecino aun no caracterizado, en la secuenciade
cambios inducidos durante la infeccion por H. pylori.
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Porotrolado, algunos de los mecanismos patogénicos
gue desencadenan gastritis crénica, atrofia, metaplasia
intestinal, displasiay adenocarcinoma gastrico, implican
directamente a las moléculas clase Il del CMH como
receptores que pueden iniciar la sefial para que las
células epiteliales gastricas presenten apoptosis; lamuerte
celular programada en este caso, puede deberse también
al aumento en la produccién de interferén-gamma por
linfocitos Thl, en presencia de infeccién por cepas H.
pylori cagA-positivas.?! Estos cambios podrian explicar
lainteraccién necesaria entre H. pyloriy larespuesta del
huésped, enlaapariciony eldesarrollode las enfermedades
gastricas. Sin embargo, el papel de la apoptosis y la
hiperplasia de lamucosa gastrica no esta completamente
entendido. Algunos autores proponen que H. pyloriinduce
apoptosis porinhibicion de la progresién del ciclo celular
de Glas,loquedacomo resultado la hiperproliferacién
compensatoria de las células epiteliales.? Otros apoyan
la participacion directa del microorganismo en la
proliferacion celular;?® ademas de estos mecanismos, la
respuestadel huésped aumentalaexpresion de receptores
para H. pylori en las células epiteliales y como
consecuencia, los linfocitos B locales producen auto-
anticuerpos con la formacién de complejos antigeno-
anticuerpo y la activacion del complemento. Entre los
receptores para H. pylorise cuentan también, moléculas
clase Il del CMH.2

Recientemente, se ha sugerido que los cambios
inducidos alargo plazo por H. pylorienla mucosa gastrica
-foliculos linfoides, atrofia, metaplasia intestinal y
eosinofila local- constituyen el terreno propicio para que
se desarrollen tanto adenocarcinomas como linfomas
primarios.2* Sin embargo, 5% o menos de los pacientes
infectados desarrolla en el término de 10 afos, una
neoplasia gastricamaligna.t Estoimplica que ademas de
la infeccion por H. pylori, se requiere de la participacion
de cofactores que predispongan al desarrollo de cancery
en este caso, el alelo HLA-DQB1*0501 podria ser un
candidato ideal, en la poblacion mexicana.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que
ademas de otros factores involucrados en el mecanismo
de transformacién neoplasica enlamucosagastrica, hay
marcadores de laregion HLA-DQ enlapoblacién mexicana,
gue son factores inmunogenéticos determinantes en la
susceptibilidad para desarrollar cancer gastrico.
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PREMIONACIONAL
DE INVESTIGACION
PEDIATRICA
Laboratorio Médico Polanco

Labo

Academia Mexicana de Pediatria
El Laboratorio Médico Polanco, empresa con alto desarrollo tecnolégico, dedicada ala deteccién oportuna de aspectos relacionados con
la salud, consolida sucompromiso social al fomentar lainvestigacion médica pediatrica en nuestro pais. Paratal efecto, se establece el
Premio Nacional de Investigacién Pediatrica Laboratorio Médico Polanco — Academia Mexicana de Pediatria, como estimulo y
reconocimiento paralos Investigadores Mexicanos.

El premio seré otorgado al mejor trabajo de investigacion pediatrico realizado en nuestro pais en las areas

Basica, Clinicay Epidemiolégica

Seinvitaalosinteresadosy a las instituciones médicas y de investigacién del pais a presentar sus trabajos.
Elpremio consistira en diplomay $200,000.00 pesos.

Bases del Concurso

1. Podraconcursar cualquier personamiembro de lacomunidad 6. Eljuradoestaraintegrado porlos miembros de lacomisionde
médicao cientificadel pais. Premios de la AMP de las areas respectivas. Su decision sera
inapelable.
2. Trabajodeinvestigacion médicapediatrica, del areabasica, 7. Enlaseleccionde los trabajos premiados se tomaran como
clinicao epidemioldgica. criterios principales su originalidad, su rigor cientificoy su

importanciamédica, cientificay/otecnolégica, asicomo
suimpacto enla sociedad.

3. Inédito en cuanto a su publicacién en libros o revistas cientificas. 8. Elpremio podraserdeclarado desierto siajuicio del jurado
calificador ningUn trabajo retine los estandares de calidad
requeridos por la convocatoria.

4. Estudiorealizado en México porinvestigadores mexicanos. 9. ElConsejo Directivode la Academia Mexicana de Pediatria
comunicara el dictameny el premio se entregara en sesion
solemne el 25 de noviembre de 2004.

5. Un candidato podra concursar hasta con dos trabajos 10.Todo trabajo que no cumpla con las bases y los requisitos
como maximo. establecidos en esta convocatoria quedara descalificado
automaticamente
Requisitos

1. Eltrabajo debera escribirse en espafiol de acuerdo con el contenido y secuencia de los formatos convencionales para publicacion enrevistas
médicas.
2. Eltextodeltrabajo debera serandnimo, sin nombre de autores o referencias bibliograficas personalizadas, o nombre de lainstitucion
donde se llevé a cabo.
3. Manteneranénimo el sitio donde fue realizado.
4. Eltrabajo deberairacompafiado porla solicitud de inscripcion, enlaforma proporcionada por la Academia Mexicana de Pediatria (también
disponible enlapaginade la AMP enInternet).
5. Elprotocolo de investigacion debera contar con laaprobacion de las autoridades hospitalarias o instituciones en donde se realiz6 el estudio,
y en caso necesario de sus Comités de Etica y Bioseguridad.
6. Cada trabajo debera enviarse en original y tres copias, sin encuadernacion y ningan tipo de identificacion. Enviar bajo seudénimo,
anexando enun sobre cerrado la siguiente informacion:
.Nombre completoy grado académico del investigadory colaboradores.
. Direccion, teléfono, fax y correo electrénico del investigador y colaboradores.
.Lugar donde se labora, teléfono, fax y correo electrénico.
.Lugar donde se llevé a cabo lainvestigacién participante.
7.Ladocumentacién completay los trabajos deberan ser enviados a:
Academia Mexicanade Pediatria, Dr. Marquez No. 162, Colonia Doctores, C. P.06720, México, D. F. Teléfonoy Fax 55-78-52-98, Correo
electronico acmexped@dfl.telmex.net.mx
8. Ladocumentacion enviada por quienes no resulten ganadores quedara a disposicion de los interesados a partir del 28 de noviembre
de 2004 y hasta el 10 de diciembre de 2004 en el domicilio de la AMP. Después de esta fechala Academia no guardaralos expedientes.
9. Fechalimite paralarecepcion de trabajos: 19 de agosto del 2004.

\10. Fecha en que se daran los nombres de los ganadores: 18 de noviembre de 2004.
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