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RESUMEN

Objetivo: Determinar si el polimorfismo -1082 A>G (rs1800896) del gen de IL10 confiere
susceptibilidad al desarrollo de céncer gastrico presentes en pacientes con diagnostico de
cancer gastrico, evaluados en la unidad de gastroenterologia en un centro de cuarto nivel
Hospital General del IVSS “Dr. Miguel Pérez Carrefio”. Metodologia: Estudio descriptivo de
corte transversal. El tratamiento estadistico, se realizo en base al calculo de las frecuencias
alélicas y genotipicas. La significancia estadistica de las diferencias de frecuencias, entre el grupo
de pacientes y controles, serd estimada por la prueba de Chi cuadrado (X?). ). La Muestra esta
constituida 22 pacientes mayores de edad de ambos sexos, no emparentados, con Cancer
gastrico. La edad promedio fue de 57,45 afios, hay un predominio del sexo masculino 63,6%,
las manifestaciones clinicas, en el 40,9% se registro pérdida de peso, el 63,6% tienen habitos
tabaquicos, en el 27,3% se reportd habitos alcohdlicos, 18,2% han presentado en algin
momento infeccidon por helicobacter pylori. Los hallazgos endoscopicos fueron 50%,
clasificados como Borrmann III y el 45,5% se clasificaron como Borrmann IV, el genotipo
AG (76,9%) y el alelo mutado G 53,8% presentaron la mayor frecuencia en los pacientes con
cancer gastrico, mientras que el genotipo AA 65,4% y el alelo A silvestre 77,9% presentaron
la mayor frecuencia en los controles sanos.

Objective: To determine if the polymorphism -1082 A> G (rs1800896) of the IL10 gene
confers susceptibility to the development of gastric cancer present in patients diagnosed with
gastric cancer, evaluated in the gatroenterology unit in a fourth level center of the IVSS
General Hospital "Dr. Miguel Pérez Carrefio ”. Methodology: Descriptive cross-sectional
study. The statistical treatment was performed based on the calculation of allelic and
genotypic frequencies. The statistical significance of the frequency differences, between the
group of patients and controls, will be estimated by the Chi-square test (X2). The Sample is
constituted by twenty-two 22 patients of legal age of both sexes, not related, with Gastric
Cancer. The average age was 57.45 years, there is a 63.6% male predominance, clinical
manifestations, weight loss was recorded in 40.9%, 63.6% have smoking habits, in 27,3%
alcoholic habits were reported, 18.2% have presented at some time infection with helicobacter
pylori. The endoscopic findings were 50%, classified as Borrmann III and 45.5% were
classified as Borrmann IV, genotype AG 76.9% and the mutated G allele 53.8% presented the
highest frequency in Gastric cancer patients, while genotype AA 65.4% and wild A allele
77.9% presented the highest frequency in healthy control
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INTRODUCCION
El cancer gastrico ocupa el quinto lugar en incidencia y el tercero en mortalidad entre todos

los canceres en el mundo V.

A pesar de la disminucion de la incidencia en algunas regiones
del mundo, el cancer gastrico sigue presentando un desafio clinico importante debido a que la
mayoria de los casos se diagnostican en etapas avanzadas, con prondstico precario y opciones
de tratamiento limitadas. El desarrollo del céncer gastrico es un proceso complejo y
multifactorial que implica una serie de factores etioloégicos y multiples alteraciones genéticas y
epigenéticas. Entre los factores predisponentes estan la infeccion por Helicobacter pylori, alto
consumo de sal, tabaquismo y, en un pequeiio porcentaje de pacientes, un componente
genético familiar. Mas del 95 % de los casos de cancer de estomago son adenocarcinomas 2.
Las variaciones individuales en el riesgo de cancer gastrico se han asociado en la ultima
década con variantes especificas de diferentes genes que estan presentes en una proporcion
significativa de la poblacion ©). Aproximadamente, el 99.9 % de la secuencia del ADN de dos
individuos diferentes es la misma y una proporcion significativa de las diferencias encontradas
en los individuos, es decir, sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas
enfermedades, radica en el 0.1% de variacion. Este tipo de variacion genética se conoce como
polimorfismo genético “). Los polimorfismos pueden modificar los efectos de las exposiciones
ambientales y las interacciones genético-ambientales podrian explicar en parte la alta
variacién de la incidencia de cancer géstrico en todo el mundo ©*

El estudio de la susceptibilidad a desarrollar cancer gastrico incluye la variabilidad de genes
involucrados en procesos criticos de la carcinogénesis gastrica, tales como: 1. La respuesta
inmunitaria a la infeccion por Helicobacter pylori, incluyendo los receptores responsables del
reconocimiento de esta bacteria y la activacion de vias de sefializacion que inducen respuestas
pro-inflamatorias y apoptoéticas; 2. La proteccion de la mucosa gastrica, la metabolizacion y

destoxificacion de compuestos cancerigenos; y 3. La reparacion del dafo oxidativo y del

ADN, la proliferacién y adhesion celular ©.



Planteamiento y delimitacion del problema

El cancer géstrico es una de las principales causas de mortalidad por cancer en el mundo. Esta
enfermedad es el resultado final de un largo proceso multifactorial en el que interviene un
elevado nimero de factores ambientales y genéticos. Como enfermedad genética, la variacion
individual en riesgo de cancer ha sido asociada con variantes alélicas especificas de diferentes
genes (polimorfismos), en los cuales se hallan los mecanismos moduladores que dan respuesta
a la carcinogénesis y el riesgo de progreso de la misma ®" De esta manera, las investigaciones
a nivel molecular se han enfocado en la deteccion de las alteraciones en la conformacion de
bases sobre genes de predisposicion al desarrollo y progresiéon del cancer gastrico ©. Estos
estudios fueron realizados en diversas poblaciones donde la enfermedad es recurrente, basados
inicialmente en la seleccion individual de polimorfismo de nucledtido simple en genes
candidatos. Importantes marcadores moleculares han sido descritos y propuestos como
marcadores prondstico en este tipo de pacientes y permiten asi el avance en el entendimiento
del proceso neoplasico ©"

El estudio de los factores implicados en el desarrollo del cancer géstrico es clave tanto en el
entendimiento de la etiologia del cancer, asi como en la identificacion de las poblaciones de
individuos que presentan mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad y que son pacientes
que requieren de un seguimiento, atenciéon y tratamiento precoces. Por lo que surge la
siguiente interrogante:

Ante la problematica planteada surge la siguiente interrogante

(Cual es la relevancia del polimorfismo -1082 A>G (rs1800896) del gen de IL10 para
conferir susceptibilidad a desarrollar cancer gastrico?

Justificacion e importancia

El cancer gastrico es el resultado de un proceso complejo multifactorial, para el cual
actualmente se acepta un modelo de carcinogénesis de varios pasos. Ademas de la infeccion
con Helicobacter pylori, que juega un papel importante, los factores ambientales, asi como los
factores de susceptibilidad genética son actores importantes en las diferentes etapas del
proceso del cancer gastrico. Las diferencias en el origen poblacional, la estructura

demografica, el desarrollo socioeconomico y el impacto de los estilos de vida de



globalizacion, ofrecen oportunidades para estudiar en este contexto la influencia de los
polimorfismos genéticos en la susceptibilidad al cancer gastrico

Los estudios de asociacion gendmica amplia deberian ayudar a mejorar la comprension de la
etiologia del cancer gastrico a fin de desarrollar programas de salud adecuados.

Sin embargo y de acuerdo con lo que se afirma anteriormente y, de revisiones realizadas en el
Hospital Miguel Pérez Carrefio de Caracas no existen trabajos de investigacion en los cuales
se haya Determinado si el polimorfismo -1082 A>G (rs1800896) del gen de IL10 confiere
susceptibilidad al desarrollo de cancer géstrico en los pacientes ingresados en este centro
asistencial por lo cual se justifica la realizacion de este trabajo con la finalidad de confirmar la
misma y con esto influir en que los estudios genéticos formen parte del plan de trabajo de
estos pacientes © .

Antecedentes

El gen IL10 localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1g31-32) posee cinco exones (5,1
kb) y se ha descrito distintos polimorfismos en su region promotora, los cuales poseen
repercusiones funcionales, explicando el 50 % -70 % de la variabilidad en la expresion de la
interleuquina 10 (IL-10). Tres de los polimorfismos mas importantes (-1082,-819. -592)
generan tres haplotipos frecuentes: GCC, ACC y ATA, que determinan una expresion alta,
intermedia y baja del gen, afectando asi las concentraciones de esta citoquina’. Se han
realizado diferentes estudios de asociacion de la variabilidad en la region promotora del gen
IL10 y condiciones autoinmunitarias o inflamatorias ®,

En un estudio realizado por Yu et al, el objetivo fue investigar la relacion entre el
polimorfismo del gen de céancer gastrico. Un total de 360 casos de pacientes con céancer
gastrico fueron incluidos en el estudio. Los genotipos GG, GA, y AA del gen de la
interleucina-10-1082 (IL-10-1082) los polimorfismos fueron examinados por deteccion
cromogénico. También se examinaron trescientos individuos sanos como grupo de control.
Genotipo frecuencias de A/ A (17,2 %), A/ G (26,2 %), y G/ G (9,1 %) del polimorfismo del
gen de IL-10-1082 en el grupo de cancer gastrico diferian significativamente en comparacion
con los del grupo de control (c2 = 20,32, P <0. 05). El gen de IL-10-1082 se encontr6 que era

de susceptibilidad para el cancer géstrico ©.



Morgan et al en un estudio de casos y controles, identificd 170 casos de cancer gastrico
incidentes y 162 controles sanos. La prevalencia de poblacion IL-10-1082A + fue muy alta, 93
% (intervalo de confianza 95 %, 88 % -97 %) con GA 30 %, AA 63 %. El analisis genético
demostrd que el 89% de la poblacion general en el occidente de Honduras portaba al menos un
alelo en riesgo. Mas del 17 % de la poblacion era homocigética para ambos alelos en riesgo
(TT / AA) y, por lo tanto, con un mayor riesgo de adenocarcinoma géstrico segln la literatura
actual. Solo 1,2 % portaba genotipos de bajo riesgo (CC / GQG). Esto es similar a las
frecuencias alélicas informadas en las poblaciones asiaticas y distinta de las poblaciones
caucasicas. Esto respalda la nocion de que las regiones de Mesoamérica estaban pobladas

desde Asia en las primeras migraciones humanas ‘%

Namazi ef al en un meta analisis se incluyeron un total de 30 estudios de casos y controles con
6,101 casos y 8,557 controles. En general, se observo una asociacion significativa entre IL-10
-1082 A / G polimorfismo y el riesgo de cancer gastrico en el modelo de alelos (G vs A: OR =
1.305, 95 % CI =1.076-1.584; P = 0.007), modelo heterocigoto y (GA vs AA: OR =1.252, IC
95 % =1.252-1.054; P=0.011) y el modelo dominante (GG + GA vs AA: OR = 1.264, IC 95
% = 1.053-1.516; P= 0.012). En el andlisis de subgrupos por etnia, se encontré6 un mayor
riesgo de cancer gastrico en los asiaticos bajo el modelo de alelos (G vs A: OR = 1.520, IC 95
% = 1.172-1.973; p = 0.002), modelo homocigoto (GG + GA vs AA: OR = 1.571, 95 % Cl =
1.023-2.414; P= 0.039), modelo heterocigoto (GA vs AA: OR = 1.465, IC 95 % = 1.192-
1.801; P< 0.001) y modelo dominante (GG + GA vs AA: OR = 1.448, IC 95 % = 1.152-
1.821; P =0.002), pero no entre las poblaciones caucdsicas y latinas. Estos resultados sugieren
que el polimorfismo IL-10 -1082 A / G (rs1800896) podria contribuir a la susceptibilidad al

cancer gastrico, especialmente entre los asiaticos !V .

Liu et al estudiaron los genotipos IL-10 (-1082, rs1800896; -819, rs1800871; y-592,
rs1800896) en 234 pacientes con cancer gastrico avanzado y en 243 controles sanos, el alelo
IL-10 -1082 G y el haplotipo GCC (-1082, -819 y -592) se asociaron con un aumento del
riesgo de céancer gastrico (OR 1,2, IC 95 % 0,6-3,2, p = 0,007, para el alelo 1082 G, OR =2,3,
IC del 95 %, 1,2-4,1, P= 0,005, para el haplotipo GCC, respectivamente). Sin embargo,

ninguno de los tres polimorfismos del gen IL-10 (-1082, -819 y -592) se correlaciond con la
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supervivencia del cancer gastrico ( P> 0.05), y ninguno de los genotipos de los tres sitios de
IL-10 se encontr6 como prondstico independiente factores de riesgo en la prueba
multivariante."'?

Bie et al realizaron un estudio en el que se tomaron muestras de sangre de 983 sujetos en un
area de alto riesgo de céncer gastrico y 533 en un area de bajo riesgo. El genotipo de IL-10-
1082G A, se analiz6 por polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion de reaccion en
cadena de la polimerasa. El nivel sérico de IgG anti-Helicobacter pylori (H. pylori) se midi6
mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas. Coincidido por sexo y edad, 111
muestras de mucosa gastrica normal (NOR), 111 muestras de gastritis superficial, 111
muestras de tlcera por erosion gastrica. 111 muestras de gastritis atrofica y 111 muestras de
cancer gastrico fueron seleccionados para analizar la correlacion de IL-10-1082G / A SNP con
la susceptibilidad al cancer gastrico. Las tasas de deteccion de los genotipos IL-10-1082 AA,
AG, GG en los 1516 sujetos fueron 88.5 %, 10.9 % y 0.6%, respectivamente. No hubo
diferencias en la distribucidon por region y sexo del genotipo IL-10-1082AG + GG entre las
areas de alto y bajo riesgo de cancer gastrico. La tasa de deteccion del genotipo IL-10-1082
AG + GG fue significativamente mayor en el cancer géstrico que en las lesiones benignas y la
mucosa normal (19.8% frente a 9.7 % y 6.3 %, P = 0.003). En comparacion con los sujetos
con genotipo IL-10-1082 AA y sin infeccion por H.pylori, los sujetos con genotipo AG + GG
y sin infeccion por H.pylori [odds ratio (OR) = 3,3, intervalo de confianza (IC) del 95 % =
1.3-8.6], los sujetos con genotipo AA e infeccion por H.pylori (OR =4.3, IC 95 % =2.0-9.5) y
los sujetos con genotipo AG + GG e infeccion por H. pylori [OR = 2.5, IC 95 % = 2.1-3.1]
tenian una mayor susceptibilidad al cancer gastrico. La susceptibilidad al cancer gastrico es
mas alta en los sujetos con genotipo AG + GG IL-10-1082. No hay sinergia entre la IL-10-
1082G / A SNP y la infeccion por H.pylori .

Pan et al registraron 308 pares de cancer gastrico (GC) y sujetos de control de cuatro
hospitales, en un disefio de casos y controles emparejado de 1: 1. Los polimorfismos IL10-592
A> C e IL10-1082 A> G se determinaron por analisis Sequenom MassARRAY. Los pacientes
con GC informaron proporciones estadisticamente mas altas de antecedentes familiares de

cancer (29.9 % versus 10.7%, P <0.01) y el consumo de alcohol (54.6 % versus 43.2 %, P
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<0.01) que los controles. Se observaron resultados similares en comparacion con los pacientes
con GC no cardial y los controles (P <0.01 y P = 0.03). Los genotipos variantes de IL10-592
A> C e IL10-1082 A> G no se asociaron con el riesgo general de GC (OR ajustado, 0,94, IC
95 %, 0,66-1,33, OR ajustado, 1,00, IC 95 %, 0,62-1,60). El subanalisis mostrd6 que el
genotipo variante [L10-592 AC / CC se asocid con una disminucion del riesgo GC no cardial
(OR ajustado, 0,58; IC del 95%, 0,36-0,95). No se encontr6 asociacion entre ninguno de los

haplotipos IL10 establecidos a partir de dos polimorfismos y el riesgo de GC no cardial 19,

Peihua et al, realizaron un metanalisis de IL-10-1082 A / G SNP. Adoptaron el modelo
genético mas apropiado (modelo dominante), con el grupo combinado de genotipos GG-plus-
GA en comparacion con el genotipo AA. Se buscaron fuentes potenciales de heterogeneidad a
través de andlisis de subgrupos y andlisis de sensibilidad, y se estimaron los sesgos de
publicacion. Entre los genotipos IL-10-1082 GG-plus-GA con riesgo de desarrollar cancer
gastrico, se pudo observar una asociacion estadisticamente significativa con el cancer gastrico
general, principalmente en el subgrupo asiatico, subgrupo de muestra grande, subgrupo de alta
calidad, subgrupo de tipo intestinal, subgrupo de tipo cardial y algunos subgrupos de métodos
de genotipado. Los genotipos IL-10-1082 GG-plus-GA estan asociados con el riesgo general
de desarrollar cancer gastrico y parecen ser mas susceptibles al cancer gastrico general en las
poblaciones asiaticas. Los genotipos de IL-10-1082 GG-plus-GA estan mas asociados con el
cancer gastrico de tipo patologico intestinal o el cancer géstrico anatdmicamente de tipo

cardial .

Zhou et al extrajeron las muestras de sangre periférica en 150 pacientes con cancer gastrico
y 150 controles. El anélisis de PCR-RFLP se realiz6 para detectar el polimorfismo del
promotor IL-10 -1082 en estos pacientes. Los pacientes con cancer gastrico tuvieron una
frecuencia significativamente menor de AA (OR = 0,45; IC del 95% = 0,27; 0,76; P = 0.003)
que los controles. Los pacientes con cancer cardial géstrico tenian una frecuencia
significativamente mayor de GG (OR = 2,17; IC del 95% = 1,08; 4,38; p = 0,03) que
aquellos con cancer géstrico no cardial. Los pacientes con cancer gastrico avanzado tenian
una frecuencia significativamente mayor de AA (OR = 5,21, IC 95% = 1,71, 1587;p =
0,004) que aquellos con céancer gastrico precoz. Cuando se estratifico por la clasificacion de
Lauren, diferenciaciéon histoloégica del céancer gastrico, no se observaron resultados
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estadisticamente significativos. Este estudio sugiere que el polimorfismo del promotor IL-10
-1082 puede estar asociado con el cancer gastrico en pacientes chinos, y que la diferencia en
la distribucién del genotipo puede estar asociada con la ubicacion y el estadio del cancer

gastrico (16),

Zhou et al, en un metandlisis incluyeron 13 estudios de casos y controles, 2227 casos de
cancer gastrico y 3538 controles. Los resultados combinados basados en todos los estudios
mostraron que no hubo diferencias significativas en la distribucion del genotipo [odds ratio
(OR) = 0.92, 95 % intervalo de confianza (IC) = 0.73, 1.14; AG (OR = 1,09, IC del 95 % =
0,87, 1,36); GG (OR = 1.03, 95 % CI = 0.85, 1.25)] entre pacientes con cancer gastrico y
pacientes no cancerosos. Cuando se estratifica por raza, los resultados fueron similares
excepto que los pacientes con cancer gastrico tuvieron una frecuencia significativamente
menor de AA (OR =0,71, IC 95 % = 0,52, 0,97) y AG de frecuencia mas alta (OR = 1,53, IC
95 % = 1,15, 2,03) que los pacientes no asiaticos. Al estratificar por la ubicacién del cancer
géstrico, encontramos que los pacientes con céncer gastrico cardial tenian una frecuencia
significativamente menor de AA (OR = 0,53, IC 95 % = 0,34, 0,83) y AG de frecuencia mas
alta (OR = 1,50, IC del 95 % = 1.06, 2.11) que aquellos con cancer géstrico no cardial entre
caucasicos. Al estratificar por la clasificacion de cancer géstrico de Lauren, no observamos
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion del genotipo. Este metanalisis
sugiere que el polimorfismo del promotor IL-10 -1082 puede estar asociado con cancer

gastrico entre los asiaticos (16)

Marco teorico

El céncer géstrico es una de las principales causas mundiales de morbilidad y mortalidad por
enfermedades malignas. Se estima que en 2012 se produjeron casi un millon de nuevos casos
de céncer de estomago (951,000 casos, 6.8 % del total), lo que la convierte en la quinta
neoplasia maligna mas comun en el mundo, después de canceres de pulmon, mama, colon y
prostata. Mas del 70 % de los casos (677,000 casos) ocurren en paises en desarrollo (456,000
en hombres, 221,000 en mujeres) y la mitad del total mundial ocurre en Asia Oriental
(principalmente en China). Las tasas de incidencia estandarizadas por edad son dos veces

mayores en los hombres que en las mujeres, con tasas de incidencia masculinas que varian de
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3.3 en el oeste de Africa a 35.4 en el este de Asia. El cancer de estomago es la tercera causa de
muerte por cancer, en ambos sexos, a nivel mundial (723,000 muertes, 8.8% del total). Las
tasas de mortalidad estimadas mas altas se encuentran en Asia oriental (14,0 por 100.000 en
hombres, 9,8 por 100.000 en mujeres) y las mas bajas en América del Norte (2,8 y 1,5,
respectivamente). También se ha observado altas tasas de mortalidad en Europa Central y

Oriental, y en América Central y del Sur"”.

En Venezuela para el 2013 el cancer representd la segunda causa de muerte en el pais, con
23121 (15,42 %) defunciones, siendo las causadas por los tumores malignos de los 6rganos
digestivos las mas frecuentes (n= 6141; 10 %) y entre estos el tumor maligno de estdmago el
que ha causado mayor mortalidad (n= 1.791 muertes) (1)

Para el ano 2018 la Sociedad Americana del Cancer, especificamente para el cancer de
estomago en los Estados Unidos, estima que se diagnosticaran alrededor de 26240 casos de
cancer de estomago (16.520 hombres y 9.720 mujeres) y, aproximadamente, 10.800 personas
moriran por este tipo de cancer (6510 hombres y 4290 mujeres) (18

El céancer gastrico es una enfermedad multifactorial. Existe una variedad de factores
ambientales, infecciosos y relacionados con el hospedero que pueden interactuar favoreciendo
el desarrollo de la enfermedad 1. Algunos de estos factores, es la infeccion por H. pylori. En
1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer reconocid la infeccion por H.
pylori como carcinégeno de tipo I ?°. Se ha estimado que la infeccidn con esta bacteria es
responsable del 77 % de los casos de céancer gastrico distal y se asocia con ambos tipos,
intestinal y difuso, pero no con carcinomas que se originan en el cardias gastrico ?".

Mas del 50 % de la poblacion en todo el mundo estd infectada con H. pylori, con una
prevalencia més alta en los paises en desarrollo y en grupos con malas condiciones
socioeconomicas. Las mejoras en las condiciones de vida en los paises desarrollados han
determinado una disminucion en la prevalencia de la infeccion, mientras que siguen siendo
altas, alrededor del 80 %, en el mundo en desarrollo. En los paises de América Latina, se ha
descrito una prevalencia de infeccion por H. pylori que oscila entre 70 % y el 90 % 2"

Sin embargo, menos del 2 % de los portadores de H. pylori desarrollan cancer gastrico ).
Ademas, la incidencia de cancer gastrico en areas de Africa y Asia meridional con alta

prevalencia de infecciones por H. pylori es mucho menor que en otros paises @9
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La infeccion por H. pylori desencadena una serie de reacciones inflamatorias, que se
consideran una causa importante de gastritis cronica. La progresion de la gastritis cronica a la
atrofia géstrica es un paso temprano de los cambios en la mucosa del estdmago, que conducen
a la displasia y, en ultima instancia, al cancer @3 Varios estudios han demostrado una
asociacion entre la infeccion por H. pylori y el desarrollo de cancer gastrico, especialmente
cancer gastrico no cardial de tipo intestinal ®®. Mas del 90 % de los pacientes con cancer
gastrico han tenido una infeccion por H. pylori actual o pasada .

Multiples estudios en diferentes partes del mundo han encontrado la presencia del virus
Epstein-barr (VEB) en 5 a 16 % de los carcinomas gastricos, lo que respalda su posible papel
como agente etiologico. Un metandlisis de 70 estudios encontrd una prevalencia combinada de
positividad para el VEB en el 9 % de los casos con céncer gastrico. Esta prevalencia fue
similar en Asia, Europa y las Américas. Los pacientes de sexo masculino presentaban el doble
de probabilidad de desarrollar tumores con respecto a las mujeres, y los tumores que surgen en
el cardias o cuerpo géstrico tenian mas del doble de probabilidades de ser positivos para el
VEB que los del antro Y.

Otro de los factores de riesgo para contraer cancer gastrico es la edad (mas de 45 afios de
edad). El nimero de casos que involucran este tumor aumenta con la edad, alcanzando un pico
entre las edades de 50 y 70. EIl cancer gastrico se desarrolla con mdas frecuencia en los
hombres, siendo 1.8 a 2 veces mayor para los hombres en comparacion con las mujeres.
Generalmente, el 68 % son hombres y solo el 32 % son mujeres @9),

El tabaquismo es otro factor de riesgo para el desarrollo de gastritis, Ulceras, metaplasia
intestinal y cancer gastrico proximal y distal. Se estima que hasta el 18 % de los casos de
cancer de estomago son atribuibles al tabaquismo ©”. Por otra parte, el consumo excesivo de
alcohol (4 o mas bebidas a dia) esta relacionado con un aumento significativo en el riesgo de
contraer cancer gastrico, igualmente por fumadores y no fumadores. El alcohol estimula la
produccion de jugos gastricos y motilidad géstrica. Por lo tanto, el suministro intragéstrico de
etanol al 70-100 % causa un daflo extenso de la membrana mucosa, con la reduccion
simultanea del flujo sanguineo en los vasos sanguineos del estobmago, generacion de moco

inducida y aumento en la actividad de citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo la IL-1 y el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) @0,

14



La dieta, especialmente una rica en sal, alimentos ahumados o marinados, carne a la parrilla o
pescado ahumado, alimentos conservados, ricos en carnes rojas, deficientes en vitaminas y
antioxidantes, significativamente aumenta la probabilidad de aparicion de cancer G La sal y
el consumo de alimentos salados causan un aumento en el riesgo de aparicion de cancer de
estomago, incluso hasta 50-100 %. Esto sucede porque el cloruro de sodio dafa la membrana
mucosa del estdmago, que conduce a infecciones y, en consecuencia, facilita la colonizacion y
el crecimiento de Helicobacter pylori (32),

Se ha demostrado que la obesidad en los hombres (IMC > 30 Kg/m?) est4 asociado no solo a
un mayor riesgo de desarrollo de cancer gastrico sino también a cancer colon-rectal, higado y
vesicula biliar. A su vez, la obesidad en mujeres (IMC > 30 Kg/m?) ha sido vinculada con un
mayor riesgo de desarrollo de tumores del higado, pancreas y mamas en mujeres mayores de
50 afios ).

El riesgo de contraer cancer gastrico aumenta, hasta un 30 %, con el consumo regular de
aspirina. La aplicacion regular de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
aumenta el riesgo de desarrollar tlceras pépticas y sangrado del tracto digestivo, la aspirina
disminuye significativamente la cantidad de claudina-7, una proteina producida por las células
MNK28, conectadas al dafio del tracto digestivo G4,

Estudios hechos sobre inmigrantes a los Estados Unidos, procedentes de paises con un alto
riesgo de apariciéon de cancer gastrico, como Japon o Polonia, demostraron que en las
siguientes generaciones estos individuos lentamente se vuelven similares a los ciudadanos
nativos del pais de asentamiento, lo que significa que el riesgo de contraer la enfermedad
disminuye ©°.

El riesgo de desarrollar céncer gastrico es de dos a diez veces mayor en sujetos con
antecedentes familiares ©%. La mayoria de los casos familiares se consideran esporadicos y
parecen estar influenciados por factores ambientales compartidos, como la infeccion por H.
pylori, la dieta y el estado socioecondémico. Sin embargo, el cancer gastrico puede
desarrollarse como parte de los sindromes de cancer familiar, como el sindrome de cancer
gastrico difuso hereditario, el sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar, el

sindrome de Peutz-Jeghers y el sindrome de Li-Fraumen®”. El céncer gastrico difuso

hereditario es un trastorno raro, autosémico dominante que causa 1-3% de los casos de cancer
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gastrico familiar. Este sindrome es causado por una variedad de mutaciones del gen que
codifica la E-caderina, una proteina de adhesion celular esencial para el mantenimiento de la
arquitectura del tejido epitelial 38

La interleucina-1 beta (IL1B) es una citocina pro-inflamatoria que regula la expresion de
algunas moléculas que participan en el proceso de inflamacion. Se ha demostrado que dos
polimorfismos importantes en la region promotora del gen de interleucina-1 beta (ILIB), -
31T/C y -511C/T, estan asociados con un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico ).

La IL-8 es un miembro de la familia de a-quimiocinas que actGia como un fuerte
quimioatrayente. Se ha sugerido que esta quimiocina estd fuertemente asociada con procesos
de carcinogénesis, angiogénesis, adhesion, invasion y metastasis “9 Hull et al, demostraron
una asociacion entre la presencia del alelo /L§-251A y un aumento en la produccion de IL-8 y
riesgo elevado de desarrollar de cancer gastrico en el cardias. Asimismo, la presencia del
genotipo /LS8-251AA se relaciond con un mayor riesgo de desarrollo de céncer gastrico en
poblacion asiatica “'*?).

La interleucina-10 (IL-10) es una citocina antiinflamatoria que regula la respuesta
inmunolodgica de las células. En el gen que codifica la IL-10 existen tres variantes en la region
promotora, ubicadas en las posiciones -1082 (A>QG), -819 (T> C) y -592 (A> C). Estas
variantes han sido asociadas con la produccion de IL-10 y riesgo de la aparicion de cancer
gastrico, especialmente el cancer gastrico intestinal no cardiaco. Ademas, el polimorfismo del
gen /L 10 en combinacion con factores ambientales, como el cigarrillo o una infeccion por H.
pylori, crea condiciones favorables para la ocurrencia y progresion de gastritis y
carcinogénesis(43).Ademés, la variabilidad en el gen ILI0 puede influir en el sistema
inmunitario, al regular la actividad de las células citotoxicas naturales (NK), células T y
macréfagos y de esta manera influir en la progresion de la enfermedad™®.La interleucina 17A
y 17F son citoquinas inflamatorias, que desempefian un papel critico en la inflamacion y
probablemente en el cancer. Se ha encontrado una asociacién entre el polimorfismo /L17F-
AT7488G y el riesgo de cancer gastrico de tipo intestinal. Este polimorfismo puede afectar los
multiples pasos de la carcinogénesis gastrica. Ademas, se ha descrito que los pacientes con el
genotipo /LI17F-A7488GA tienen un mayor riesgo de tumores de gran tamafio y metastasis a

los ganglios linfaticos “3),
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Los receptores tipo toll (TRL) son importantes receptores de inmunidad innata. TRL2 y TRL4
promueven la transcripcion de genes implicados en la activacion de la respuesta inmunitaria,
incluido el factor nuclear kappa B (NF-kB). TRL2 activa NF-kB en respuesta a la infeccion
por H. pylori, causando la expresion de IL-8. El TRL4 es regulado en células epiteliales
gastricas infectadas por H. pylori, se ha demostrado en gastritis activa cronica y en células
tumorales géstricas, puede aumentar el riesgo de desarrollar cancer gastrico, especialmente del
tipo intestinal “**7.

Finalmente, otro factor de riesgo es la metilacion del ADN, el cual es un mecanismo
epigenético que regula la transcripcion. La metilacion aberrante del ADN aparece en las etapas
iniciales de la carcinogénesis, lo que la hace especialmente util para predecir el riesgo de
contraer cancer. El ADN metilado es estable y tiene una alta detectabilidad (tanto como 1:
1000 particulas) en fluidos biologicos, ademas, en pacientes con cancer, la metilacion del
ADN puede ser un indicador de una respuesta para la quimioterapia aplicada, asi como puede
indicar un tiempo maés corto de supervivencia en el postoperatorio®®*” Por ejemplo, se ha
sugerido que la metilacion del promotor o la regulacion negativa del gen RUNX3 puede estar

relacionada con un pobre prondstico (50-51),

Del mismo modo, la metilacion aberrante del gen
supresor tumoral CHRF es un evento frecuente en el cancer gastrico y se ha asociado con el
grado de malignidad de este tipo de cancer. Asimismo, la tasa de metilacién del gen CHRF en
el carcinoma de estobmago es significativamente mayor que en la mucosa gastrica normal y se
ha asociado con células tumorales poco diferenciadas ©*>%),

Objetivos:

Objetivo General

Determinar si el polimorfismo -1082 A>G (rs/800896) del gen de ILI0 confiere
susceptibilidad al desarrollo de cadncer gastrico.

Objetivos Especificos

Describir las caracteristicas demograficas, clinicas y factores de riesgo asociados con el
desarrollo de cancer gastrico

Determinar la distribucion de los genotipos del polimorfismo /L0 -1082 A>G en pacientes

con cancer gastrico y en individuos aparentemente sanos.
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Correlacionar las posibles asociaciones entre los genotipos ILI0 -1082 A>G con la
susceptibilidad, las manifestaciones clinicas y/o factores de riesgo asociados con cancer
gastrico.

Aspectos éticos

Esta investigacion se inscribié dentro de las pautas éticas internacionales para la investigacion
biomédica en seres humanos postuladas en la Declaracién de Helsinki (Finlandia, 1964) con
su mas reciente revision realizada en Brasil (2013) por la Asociacion Médica Mundial (AMM)
en la que se formularon una serie de normas basadas en la conducta ética del médico y
dirigidas a proteger la integridad del sujeto de estudio ®. En tal sentido, el presente trabajo se
rige bajo los principios de autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia promulgados en
dicha declaracion ®. De alli que, se le explico a cada paciente los objetivos del estudio y los
procedimientos a realizarse; de acuerdo a la informacion suministrada, decidiendo su
participacion través de la firma del consentimiento informado. Los estudios fueron realizados
por médicos residentes de postgrado de Gastroenterologia del Hospital del IVSS “Dr. Miguel
Pérez Carrefio” y supervisados por médico especialista adjunto del area, asi mismo la
investigacion fue aprobada por el comité de bioética de este centro asistencial con la finalidad

de cumplir con las normas estipuladas para el estudio.
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METODOS

Tipo de estudio

El estudio sera de tipo descriptivo e inferencial.

Poblacion y muestra

Este estudio se llevd a cabo con una muestra de veintidos (22) pacientes mayores de edad de
ambos sexos, no emparentados, con Cancer gastrico, evaluados en la unidad de gastroenterologia
del Hospital “ Dr. Miguel Pérez Carrefio”. Lapso: Enero — octubre 2018.

Con respecto a las caracteristicas socio - demograficas de los participantes de la investigacion, se
obtuvo la siguiente informacion:

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios.

Pacientes con diagnostico anatdémopatoldgico de adenocarcinoma gastrico

Criterios de exclusion

Pacientes con comorbilidades incapacitantes graves (ej. Enfermedades psiquiatricas o dafio
cerebral de origen estructural), drogadiccion y/o alcoholismo que condicionen una inadecuada
recoleccion de los datos requeridos.

Pacientes con diagndstico de neoplasias diferentes al adenocarcinoma

Todos los individuos participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado, el cual
fue aprobado por el Comité de Bioética del “Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio”
Procedimientos

Se procedié a identificar a los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion del
presente trabajo evaluando las caracteristicas clinicas mas importantes.

Revision de historias clinicas de pacientes con diagnostico de cancer gastrico que acudieron a
la consulta de Gastroenterologia del IVSS Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio

Obtencion de muestras de sangre venosa los cuales fueron dispuestos en tubos de ensayo con
EDTA y resguardo en refrigeracion para su posterior andlisis en la Secciéon Inmunogenética,
Laboratorio de Fisiopatologia del Centro de Medicina Experimental, Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas (IVIC).
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Con la informacion obtenida, se procedié a la elaboracion de la base de datos en Excel, los
datos fueron ordenados de tal manera que permitid su andlisis y posterior elaboracion de tablas
y graficos para la presentacion y discusion de resultados.

Extraccion de ADN genomico por el método de Bunce

El ADN genomico se obtendra a partir de 5 mL de sangre periférica utilizando EDTA como
anticoagulante y se extrajo mediante el método con solvente organico (Bunce 2000). El
procedimiento es el siguiente:

La muestra de sangre periférica con anticoagulante se centrifugo por 10 minutos a 1000 g para
obtener los leucocitos (capa blanca), éstos fueron lavados con 10 mL de buffer de lisis de
células rojas (RCLB: Red Cell Lysing Buffer) y se agito por inversion. Se centrifugo
nuevamente por 10 minutos a 1000 g, se descartd el sobrenadante y se repitiod el lavado con
RCLB hasta que el precipitado de leucocitos quedo en blanco. El precipitado se Re-suspendid
el precipitado en 3 mL de buffer de lisis nuclear (NLB: Nuclear Lysing Buffer) y se dejo en
bafio a 56°C hasta que se disolvid el precipitado. Una vez disuelto, se afiadié 1 mL de cloruro
de sodio (NaCl 5,25 M), se agito en vortex, se anadio 2 mL de cloroformo, agito nuevamente
hasta formar una solucion lechosa, se centrifugo por 20 minutos a 1000 g. Luego con una
pipeta de polipropileno se aspir6 el ADN (fase acuosa) y se transfiri6 a un tubo de
polipropileno de 50 mL. A la fase acuosa se le afiadié 2 volimenes de etanol 95 % frio, se roto
el tubo hasta que el ADN precipito, se atrapo la malla de ADN con una pipeta de polipropileno
y transfiri6 a un tubo de 1,5 mL estéril. El ADN se lavo con etanol 70 % y se centrifugo por 5
minutos a maxima velocidad, se retir6 el etanol. Finalmente, se re-suspendié el ADN en buffer
TE 1X.

Ajuste de concentracion del ADN gen6mico

La concentracion de ADN se determind por lectura de la densidad optica (DO), midiendo la
absorbancia a 260 nm y a 280 nm de cada muestra (2 pL). Para ello, se utilizd un
espectrofotometro de micro-volumen (NanoDrop™ 2000). La concentracion del ADN
(ug/mL) se determind a través de la siguiente formula:

[ADN] doble cadena = 50 pug/mL (Factor constante) x DO 260nm

1D0O260nm = 50 ng de ADN/mL
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Se calcul6 el indice = DO260nm/DO280nm (este debe ser mayor de 1,7) y se ajusto a la
concentracion de ADN a 200 pug/mL

Evaluacion de la calidad e integridad del ADN

La calidad del ADN gendémico ajustado se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,7 % en TBE 1X (0,5 M Tris-HCL, 0,6 M acido borico, 10 mM EDTA-Na2, pH=8,2)
utilizando bromuro de etidio como colorante, a una concentraciéon de 0,5 pg/mL, para su
posterior visualizacion en un sistema de foto documentacion (Bio-Rad. ChemiDoc® XRS). En
cada pozo del gel se coloco 5 uL de ADN mezclado con 2 pLL de buffer de carga y se utilizé
como control Sul del ADN del Fago Lambda (A) sin digerir, a una concentraciéon de 200
ug/mL (Promega). Las corridas electroforéticas se realizaron a 100 voltios durante 30 minutos.
Tabla 1. Secuencia de los iniciadores que se utilizaran para la amplificacion de las variantes

-1082 del gen IL10. Se amplificard como control interno de la PCR el gen HGH

Variante ‘. szt Tamaiio

polimérfica Iniciadores Secuencia(5°-3") (pb)
-1082G 5'- CTA CTA AGG CTT CTT TGG GAG -3'

L10-1082G -1082 Reverse 5'- CAG TGC CAA CTG AGA ATT TGG -3' 258

IL10-10824 -10824 5'- ACT ACT AAG GCT TCT TTG GGA A -3' 258
-1082 Reverse 5'- CAG TGC CAA CTG AGA ATT TGG -3'

HGH HGH-I 5'-ACCTGTACTCTCCACTGTCGTT-3' 423 b
HGH-1I 5'-CACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3' p

Tratamiento estadistico propuesto
El tratamiento estadistico, se realizara con base al céalculo de las frecuencias alélicas y

genotipicas. Estas frecuencias se calcularan mediante contaje directo. La significancia estadistica
de las diferencias de frecuencias, entre el grupo de pacientes y controles, sera estimada por la
prueba de ji cuadrado (X?) usando tablas de contingencia. Los valores de (p) obtenidos se
corregiran multiplicdndolos por el nimero de comparaciones (correccion de Bonferroni) y se
consideraran significativas cuando el valor de p sea menor a 0,05. Para estimar la posible
asociacion del polimorfismo del gen /LI10 con la susceptibilidad, las manifestaciones clinicas
y/o factores de riesgo asociados con cancer gastrico, se calculard la razén de probabilidades

(Odds Ratio: OR), con el correspondiente intervalo de confianza (95 %).
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ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

Recursos humanos y materiales

Tutor académico: Dr. Isaac Olmos — Especialista en Gastroenterologia. Adjunto a la unidad de
Gastroenterologia del Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio

Co- tutora: Dra. Mercedes Fernandez Genetista del InstitutoVenezolano de Investigaciones
Cientificas

Personal de enfermeria de la unidad de Gastroenterologia del Hospital Miguel Pérez Carrefio
Comité académico del Servicio de la unidad de Gastroenterologia del Hospital Miguel Pérez
Carreflo

Comité de ética del Hospital Miguel Pérez Carrefio

Investigadores Gisel Fernandez y Xiomara Martinez, cursantes del 2 afio del postgrado de
Gastroenterologia en la unidad de Gastroenterologia del Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio

Materiales

Tubos de ensayo

Sangre venosa periférica

Acido etilendiaminotetraacético
Solvente organico (Bunce 2000)
Cloruro de sodio
Centrifugadora

Cloroformo

Pipeta de polipropileno

Tubo de polipropileno de 50 mL
Etanol al 95 y 70%
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RESULTADOS

La muestra de pacientes en este estudio tenian, para el momento en que se llevo a cabo la
investigacion, una edad promedio de 57,45 afios, con una desviacion estandar de = 13,52 afios,
para una edad minima de 24 y una maxima de 75 afios, con una amplitud de 51 afos. El rango
de edad con menor porcentaje en la muestra fueron las participantes con edades inferiores a 50
afios y superior a 69 afios, donde se concentra el 31,8% de la muestra, vale decir 7 pacientes y
en mayor porcentaje (68,2%) es decir los 15 participantes con edades comprendidas entre 50 y

69 anos. (Tabla N° 2).

En cuanto al sexo de los participantes, se pudo determinar, de acuerdo a los resultados, que
hay un predominio del sexo masculino, ya que la mayoria de los pacientes con cancer gastrico
de la muestra son hombres (14 participantes), que representan el 63,6% del total. Asi mismo se
observo que el 36,4% de la muestra la representan las mujeres, para un total de 8 pacientes.
(Tabla N° 2).

Con respecto a la ocupacion de los pacientes que conformaron la muestra de este estudio, se
pudo observar que la mayoria de ellos (72,7%), en total 16 pacientes, son no profesionales y se
dedican, entre otros, a las labores propias del hogar como amas de casa, obreros, taxistas,
pescador, carnicero y seguridad. El 22,7% (5 pacientes) son profesionales (administrador,
planificador, licenciado en comercio y almacenista) y en uno (01) de los participantes, que
representan el 4.5% del total, no aparece registro sobre su ocupacion. (Tabla N° 2).

Las manifestaciones clinicas, en el 40,9% de los pacientes (9 en total) se registrd pérdida de
peso y el 31,8% (7 participantes) presentaron vomitos. De igual manera, se pudo determinar,
que 4 de los pacientes de la muestra (18,2%) presentaron dolor abdominal y en el 4,5% (01
paciente) se observod dispepsia y nauseas, respectivamente. (Tabla N° 3).

De acuerdo a los resultados, se puede sefialar, con relacion a la patologia de base de los
pacientes participantes de este estudio, que un total de 6 de ellos, quienes conforman el 27,3%
de la muestra, son hipertensos; mientras que el 9,1% de la representacion muestral (2
pacientes) presentan asma bronquial. Importa sefialar, que el 63,6% de los pacientes (14 en
total) niega presentar patologia asociada con el estudio realizado. (Tabla N° 4).

Es preciso sefialar, con respecto a la alimentacion de los participantes, que un importante

porcentaje de pacientes de la muestra (45,5%), vale decir 10 participantes, refirieron tener una
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alimentacion con categoria de sana; no obstante, el 31,8% de ellos (7 pacientes) sefialaron el
consumo de frituras en su dieta diaria y el 4,5% la ingesta de comidas condimentadas. Es
menester indicar, que el 9,1% de los participantes indic6 que tienen como habito el consumo
de comidas chatarras, mientras que en dos (02) no se observd reporte en este particular. (Tabla
N° 4).

Se pudo observar, que el 63,6% de los participantes de esta investigacion, tienen habitos
tabaquicos (14 pacientes), mientras que solamente en 6 de los sujetos de la muestra (27,3%) se
report6 habitos alcoholicos. (Tabla N° 4).

Es necesario indicar, con relacion a los antecedentes familiares de céncer gastrico y
antecedentes personales de infeccion previa por helicobacter pylori, que un total de 8 de los
pacientes participantes de esta investigacion (36,4%), tienen antecedentes familiares (madres y
abuelos) de Cancer de utero, piel, mama, pulmoén, colon y gastrico; mientras que 4 de los
pacientes de la muestra (18,2%) han presentado en algiin momento infeccion por helicobacter

pylori. (Tabla N° 4).

De acuerdo a los resultados de la Endoscopia Digestiva Superior (EDS), se puede sefialar, que
la mitad de los pacientes de la muestra (50%), fueron clasificados como Borrmann III que
corresponden a céanceres ulcerados; en parte con elevacion marginal y diseminacion difusa
parcial y el 45,5% se clasificaron como Borrmann IV o difuso: infiltrante a linitis plastica. Son
tumores de gran crecimiento por la submucosa y subserosa. Es necesario indicar, que uno de

los pacientes (4,5%) se caracterizd como no descrito. (Tabla N° 5).

Con el proposito de determinar la distribucion de los genotipos del polimorfismo /L10 -1082
A>G en pacientes con cancer gastrico y en individuos aparentemente sanos, se realiz6 la
determinacion y asignacion de los genotipos y alelos de la variante -/082 A/G (rs1800896) del
gen IL10, en solo13 pacientes con cancer gastrico de la muestra de este estudio (quienes por
diversas razones del proceso, sus muestras sirvieron para la extraccion del ADN) y 52

individuos aparentemente sanos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede sefialar, que el genotipo AG (76,9%) y el alelo

mutado G (53,8%) presentaron la mayor frecuencia en los pacientes con cancer gastrico,
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mientras que el genotipo AA (65,4%) y el alelo A silvestre (77,9%) presentaron la mayor
frecuencia en los controles sanos. (Tabla N° 6).

Importa sefalar, que para la determinacién de la significancia estadistica de las diferencias de
frecuencias, entre el grupo de pacientes y controles, se utilizé la Prueba de Independencia del Chi
— Cuadrado (X?) usando tablas de contingencia, cuyos resultados, referido a las frecuencias
genotipicas de la variante -/082 A/G (rs1800896) del gen IL10 en 13 pacientes con cancer
gastrico y 52 individuos aparentemente sanos. En este procedimiento se someten a contraste las
siguientes hipotesis:

Hipotesis Nula (Ho): No hay relacion entre las variables (son independiente)

Hipotesis Alterna (Ha): si hay relacion entre las variables (estan relacionadas)El valor de Chi —
Cuadrado para las frecuencias genotipicas de la variante -/082 A/G (rs1800896) del gen IL10
versus grupo de pacientes y controles, fue igual a 14,674, con 2 grados de libertad, dio como
resultado una significacion asintoticas (bilateral) de .001 , que resultdé menor que .01 (p <.01),
esto indica que existen diferencias estadisticamente significativas, por lo que se toma la
decision de aceptar la hipdtesis Alterna (Ha) y concluir en forma general, las frecuencias
genotipicas de la variante -71082 A/G (rs1800896) del gen ILI0 si esta relacionado con la
condicion del individuo (paciente con céncer géastrico o aparentemente sano) con un nivel de
confianza del 99% y un margen de error del 1%. (Tabla N°8)

El valor de Chi — Cuadrado para las frecuencias alélicas de la variante -7/082 A/G (rs1800896)
del gen IL10 versus grupo de pacientes y controles, fue igual a 10,286, con 1 grados de libertad,
dio como resultado una significacion asintdticas (bilateral) de .001 , que resulté menor que .01
(p <.01), esto indica que existen diferencias estadisticamente significativas, por lo que se toma
la decision de aceptar la hipotesis Alterna (Ha) y concluir en forma general, las frecuencias
alélicas de la variante -1082 A/G (rs1800896) del gen ILI0 también esta relacionado con la
condicion del individuo (paciente con céncer gastrico o aparentemente sano) con un nivel de
confianza del 99% y un margen de error del 1%. (Tabla N°10)

De las frecuencias genotipicas y alélicas de la variante IL/0-1082 A/G entre pacientes con
cancer gastrico e individuos sanos, se observo una frecuencia significativamente incrementada
del genotipo AG (OR: 10, IC 95% = 2,38-41,98, p =0.00025) y el alelo G (OR = 4,10, IC 95%

= 1,67-10,09, p = 0.0007) en los pacientes (con cancer gastrico) con respecto a los controles
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(aparentemente sanos) y una frecuencia significativamente incrementada del genotipo AA (OR

= 0,04, IC 95% = 0,005-0,36, p = 0.000106) y el alelo A (OR = 0,24, IC 95% = 0,09-0,59, p =

0.0007) en los controles (sanos) con respecto a los pacientes (con cancer gastrico). (Tabla N°11)
Estos resultados indican que un individuo con el alelo mutado G, tiene una tendencia probable,
estadisticamente significativa, de presentar cancer gastrico y un sujeto con el alelo A silvestre,
tiene también una tendencia probable estadisticamente significativa, de estar aparentemente
sano.
Estos resultados indican, sin duda, con basamento estadistico, que el polimorfismo -1082 A>G
(rs1800896) del gen de IL10, confiere susceptibilidad al desarrollo de cancer gastrico en
pacientes con diagndstico de dicha patologia, evaluados en la unidad de gastroenterologia en

un centro de cuarto nivel Hospital General del IVSS “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

26



DISCUSION

Se sabe que los factores infecciosos, dietéticos, ambientales y genéticos estan involucrados en
la carcinogénesis gastrica, pero la proporcioén de personas que finalmente desarrollan cancer
gastrico luego de estar expuesta a factores de riesgo como /a infeccion por Helicobacter
pylori es muy pequeia sugiriendo que la susceptibilidad genética del huésped como los
polimorfismos de un solo nucleétido de los genes susceptibles podria desempefar un papel
importante en la carcinogénesis gastrica.

El analisis de las caracteristicas demograficas de los pacientes, incluidos en el estudio, mostréd
una mayor frecuencia de cancer gastrico en el sexo masculino 69% y en las edades
comprendidas entre los 60 a 69 afos datos que se corresponden con la literatura.

En un estudio realizado por Galvis ef al el anélisis de factores de riesgo en los pacientes del
grupo de casos mostr6 un consumo de tabaco, alcohol, y sal en el 68,8%, e infeccion
por Helicobacter pylori de 75%; se determind que el 68,8% tenian antecedentes familiares de
cancer siendo estos resultados similares a los encontrados en este trabajo en cuanto al
consumo de tabaco 63,6% difiriendo en relacion al consumo de alcohol 27.3%, infeccion por
Helicobacter pylori 18,2%, antecedentes familiares de cancer 36,4%.

Se puede sefialar, que los genotipo AG (76,9%), GG (15%), AA (7,7%) se presentaron en los
pacientes con cancer gastrico en proporciones similares a las encontradas por Yu et al, donde
los resultados obtenidos fueron AG (26,2 %), GG (9,1 %) y AA (17,2 %), del polimorfismo
del gen de IL-10-1082.

En este estudio se observd una frecuencia significativamente incrementada del genotipo AG
(OR: 10, IC 95% = 2,38-41,98, p =0.00025) y el alelo G (OR =4,10, IC 95% = 1,67-10,09, p
=0.0007) en los pacientes (con cancer gastrico) con respecto a los controles resultados que se
asemejan a los obtenidos por Bie et al donde la tasa de deteccion del genotipo IL-10-1082 AG
+ GG fue significativamente mayor en el cancer géstrico que en las lesiones benignas y la
mucosa normal (19,8% frente a 9,7 % y 6,3 %, P = 0,003), resultados que también se
correponden a los obtenidos por Liu ef al el alelo IL-10 -1082 G y el haplotipo GCC (-1082, -
819 y -592) se asociaron con un aumento del riesgo de cancer gastrico (OR 1,2, IC 95 % 0,6-
3,2, p= 0,007, para el alelo 1082 G , OR = 2,3, IC del 95 %, 1,2-4,1, P= 0,005, para el
haplotipo GCC, respectivamente).
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CONCLUSIONES

El caracter multifactorial del CG lleva a considerar las posibles interacciones entre los factores
ambientales, bacterianos y del huésped, con el fin de determinar sinergismo o antagonismo
entre ellos. La presencia de estas interacciones estd comprobada, las cuales estan
condicionadas por la presencia de polimorfismos de nucledtidos simples en genes
participantes en procesos relevantes para la carcinogénesis gastrica, ejemplo, la respuesta
inflamatoria, la proteccion contra el dafio oxidativo y reparacion del ADN. De igual manera, la
dieta puede considerarse un factor de riesgo (o protector) en pacientes infectados con
determinadas cepas de H. pylori, denominadas de alto riesgo por sus factores de virulencia.
Las frecuencias genotipicas y alélicas de la variante IL10-1082 A/G entre pacientes con
cancer gastrico e individuos sanos, se observo una frecuencia significativamente incrementada
del genotipo AG (OR: 10, IC 95% = 2,38-41,98, p = 0.00025) y el alelo G (OR = 4,10, IC
95% = 1,67-10,09, p = 0.0007) en los pacientes (con cancer gastrico) con respecto a los
controles (aparentemente sanos) y una frecuencia significativamente incrementada del
genotipo AA (OR = 0,04, IC 95% = 0,005-0,36, p = 0.000106) vy el alelo A (OR = 0,24, IC
95% = 0,09-0,59, p = 0.0007) en los controles (sanos) con respecto a los pacientes (con cancer
gastrico).

Estos resultados, permiten sefialar, con amplio criterio estadistico, que un individuo con el
genotipo AG y alelo mutado G, tiene una proporcion estadisticamente mas alta de presentar
cancer gastrico y un sujeto con el genotipo AA y alelo A silvestre, tiene también una
proporcion estadisticamente mas alta de estar aparentemente sano.

Estos resultados indican, sin duda, con basamento estadistico, que el polimorfismo -1082 A>G
(rs1800896) del gen de ILI0, confiere susceptibilidad al desarrollo de céncer gastrico en
pacientes con diagnostico de dicha patologia, evaluados en la unidad de gastroenterologia en
un centro de cuarto nivel Hospital General del IVSS “Dr. Miguel Pérez Carrefio”.

Importa sefialar, ademas, que la mayoria de estos pacientes, con frecuencia
significativamente incrementada del genotipo AG y el alelo G, con susceptibilidad al
desarrollo de cancer gastrico, son del sexo masculino, con edades comprendidas entre 60 y 69

afos, con habitos tabaquicos y sintomas de pérdida de peso.
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RECOMENDACIONES

Incrementar el tamafio de la muestra

Incluir a los pacientes con diagnostico de cancer gastrico en estudios genéticos

Realizar estudios genéticos a los familiares de los pacientes con diagnostico de cancer gastrico
Dotar de recursos a los institutos de investigacion

Fomentar la capacitacion de personal en estudios genético
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ANEXO 1

Tabla 2.

DISTRIBUCION DE LA MUESTRA DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO
EVALUADOS EN LA UNIDAD DE GASTROENTEROLOGIA DEL HOSPITAL “ DR.
MIGUEL PEREZ CARRENO” (ENERO — OCTUBRE 2018) DE ACUERDO A LAS

CARACTERISTICAS SOCIO - DEMOGRAFICAS

ALTERNATIVAS
(DETALLES)

CARACTERISTICAS
SOCIO - DEMOGRAFICAS

MENOR DE 50 ANOS

EDAD DE 50 A 59 ANOS
(57,45 £ 13,52) DE 60 A 69 ANOS
MAYOR DE 69 ANOS
MASCULINO
SEXO
FEMENINO
PROFESIONAL
OCUPACION NO PROFESIONAL
SIN INFORMACION

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)

FRECUENCIA

5
5
10
2
14
8
5
16
1

PORCENTAJE

22,7%
22,7%
45,5%
9,1%
63,6%
36,4%
22,7%
72,7%
4,5%
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ANEXO 2
TABLA N*3

DISTRIBUCION DE LA MUESTRA DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO
EVALUADOS EN LA UNIDAD DE GASTROENTEROLOGIA DEL HOSPITAL
“MIGUEL PEREZ CARRENO” (ENERO — OCTUBRE 2018) DE ACUERDO A LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS

CARACTERISTICAS | ALTERNATIVAS
FRECUENCIA | PORCENTAJE

CLINICAS (DETALLES)
DISPEPSIA 1 4,5%
VOMITOS 7 31,8%
DOLOR 4 18,2%
SINTOMAS
ABDOMINAL
PERDIDA DE PESO 9 40,9%
NAUSEAS 1 4,5%

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)
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ANEXO 3
TABLA N* 4

DISTRIBUCION DE LA MUESTRA DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO

EVALUADOS EN

LA

UNIDAD DE GASTROENTEROLOGIA

DEL HOSPITAL

“MIGUEL PEREZ CARRENO” (ENERO — OCTUBRE 2018) DE ACUERDO A LOS

FACTORES DE RIESGO
FACTORES DE ALTERNATIVAS
RIESGO (DETALLES)
HTA
PATOLOGIA DE ASMA
BASE BRONQUIAL
NIEGA
SI
TABAQUISMO
NO
SI
ALCOHOL
NO
SANA
FRITURAS
CONDIMENTADAS
ALIMENTACION
CHATARRA
SIN
INFORMACION
ANTECEDENTES SI
FAMILIARES DE CA
NO
INFECCION PREVIA SI
POR
HELICOBACTER NO
PYLORI

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)

FRECUENCIA | PORCENTAJE

27,3%
9,1%

63,6%
63,6%
36,4%
27,3%
72,7%
45,5%
31,8%
4,5%
9,1%
9,1%

36,4%
63,6%
18,2%
81,8%
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ANEXO 4

TABLA N*5

DISTRIBUCION DE LA MUESTRA DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO
EVALUADOS EN LA UNIDAD DE GASTROENTEROLOGIA DEL HOSPITAL “ DR.
MIGUEL PEREZ CARRENO” (ENERO - OCTUBRE 2018) DE ACUERDO A LA
CLASIFICACION ENDOSCOPICA DE CANCER GASTRICO

CLASIFICACION
ENDOSCOPICA ALTERNATIVAS
FRECUENCIA | PORCENTAJE
DE CANCER (DETALLES)
GASTRICO

BORRMANN III 11 50%

EDS BORRMANN IV 10 45,5%
NO DESCRITO 1 4,5%

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)
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ANEXO 5
TABLA N° 6

FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE LA VARIANTE 1082 A/G
(RS1800896) DEL GEN IL10 EN PACIENTES CON CANCER GASTRICO E
INDIVIDUOS APARENTEMENTE SANOS.

INDIVIDUOS
IL10-1082 A/G PA((:SE)DII\JTES SUNLLLOIH O
(PARENTEMENTE
CANCER SANO)
GASTRICO)

AA 1(7,7%) 34 (65,4%)

GENOTIPOS AG 10 (76,9%) 13 (25%)

GG 2 (15,4%) 5(9,6%)

TOTAL 13 (100%) 52 (100%)
A 12 (46,2%) 81 (77,9%)
ALELOS G 14 (53,8%) 23 (22,1%)
TOTAL 26 (100%) 104 (100%)

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)

NOTA: La frecuencia es expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre paréntesis
representan el porcentaje de individuos portadores del genotipo o el nimero de veces que se
repite alelo para el sitio polimorfico estudiado.
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ANEXO 6

TABLA 7 DE CONTINGENCIA INDIVIDUOS * FRECUENCIAS GENOTIPICAS

FRECUENCIAS Total
GENOTIPICAS
AA AG GG
Recuento 1 10 2 13
CON CA GASTRICO ¢, del] 1,5% 154% | 3,1% | 20,0%
total
IRDIVIDUOS Recuento | 34 13 5 52
APARENTEMENTE
% del|] 52,3% | 20,0% 7,7% 80,0%
total
Recuento 35 23 7 65
TOTAL % del] 53,8% | 35,4% | 10,8% | 100,0%
total
ANEXO 7

TABLA 8 : PRUEBAS DE CHI-CUADRADO

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
CHI-CUADRADO DE PEARSON 14,674 2 ,001
RAZON DE VEROSIMILITUDES 16,102 2 ,000
ASOCIACION POR 8,954 1 ,003
LINEAL
N DE CASOS VALIDOS 65
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Igual procedimiento se utilizé para frecuencias alélicas de la variante -/1082 A/G (rs1800896)

del gen IL10 en 13 pacientes con cancer gastrico y 52 individuos aparentemente sanos y los

resultados fueron los siguientes:

ANEXO 8
TABLA 9
FRECUENCIAS Total
ALELICAS
A G
Recuento |12 14 26
CON CA GASTRICO ¢, del | 9,2% 10,8% 20,0%
INDIVIDU total
oS Recuento |81 23 104
APARENTEMENTE % del ] 62,3% 17,7% 80,0%
SANOS ’ ’ ’
total
Recuento |93 37 130
TOTAL % del | 71,5% 28,5% 100,0%
total

A partir de estos resultados, resumidos en la tabla de contingencia se calculé el Chi —

Cuadrado y los resultados fueron los siguientes:

ANEXO 9

TABLA 10 PRUEBAS DE CHI-CUADRADO

Valor Gl Sig.
asintotica
(bilateral)
CHI-CUADRADO DE PEARSON 10,286 ,001
RAZON DE VEROSIMILITUDES 9,498 ,002
ASOCIACION LINEAL POR| 10,206 ,001
LINEAL
N DE CASOS VALIDOS 130
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ANEXO 10

TABLA N* 11

COMPARACIONES FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE LA
VARIANTE 1082 A/G (RS1800896) DEL GEN IL10 EN PACIENTES CON CANCER
GASTRICO E INDIVIDUOS APARENTEMENTE SANOS

RESULTADOS
IL10-1082 A/G
OR | I.C(95%) p ASOCIACION
AA _ Negativa
0,04 | (0,005-0,36) | 0,000106 (Protocti6n)
GENOTIPOS AG _ Positiva
10 @38-4198) 000025 o ad)
GG 1,70 | (0,29 —0,99) 0.27 0,27
A 0,24 (0,09 —-0,59) 0,0007 (Plj(‘:f:ct;ivg‘n)
ALELOS =
G 4,10 (1,67 —10,09) 0,0007 Positiva
(Susceptibilidad

FUENTE: DATOS PROCESADOS POR LAS AUTORAS (2018)

Calidad del ADN genémico.

La extraccion del ADN genomico de los leucocitos de las muestras de sangre venosa
periférica, tomada a cada uno de los individuos, se realiz6 empleando cloroformo, como
solvente organico. Una vez obtenido el ADN gendmico, se procedio a realizar su visualizacion
en geles de agarosa al 0,75% en TBE 1X tefiidos con bromuro de etidio, colorante utilizado
para la deteccion de las bandas de ADN, lo que permiti6 evidenciar la calidad del ADN
extraido, asi como estimar su concentracion al compararlo con un patréon ajustado a 200
pg/mL (Fago Lambda). (Figura 1). De las 22 muestras evaluadas, 77,3 % (n = 17) presentaban
un ADN no fragmentado y el 22,7 % (n = 5) un ADN fragmentado, estas ultimas se

excluyeron del estudio.
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Fago A 1 2 3 4 5 6 7

ANEXO 11
Figura 1. Visualizacion de los ADN genémicos, mediante electroforesis en gel de agarosa

(0,75%) en buffer TBE 1X. Los carriles 1 al 7 corresponden al ADN gendémico de algunos
individuos incluidos en el estudio. Se incluydé como patrén el fago lambda ajustado a 200

pug/ml.

Polimorfismo del gen IL10

En la Figura 1 y 2se muestra los productos amplificados correspondientes al alelo A y el alelo
G de la variante IL10 -1082 A/G, respectivamente, asi como el producto amplificado del
control interno (4BO: 419 pb)

—- 419 pb
= 258 pb

Figura 2. Visualizacion de los productos amplificados del gen IL10 -1082 A/G en un gel de
agarosa al 1,5 % en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio. En todos los pozos se
observa el producto amplificado correspondiente al control interno ABO (419 pb). ). Los pozos
2-8 corresponden a muestras de individuos que amplificaron para el alelo A (presencia de una
banda de 258 pb). En el pozo 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100 pb. Se
incluyo6 un control negativo para descartar contaminacion (pozo CN).
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—. 419 pb
¢ 258 pb

Figura 3. Visualizacion de los productos amplificados del gen IL10 -1082 A/G en un gel de
agarosa al 1,5 % en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio. En todos los pozos se
observa el producto amplificado correspondiente al control interno ABO (419 pb). ). Los pozos
2, 6 y 7 corresponden a muestras de individuos que amplificaron para el alelo G (presencia de una
banda de 258 pb). En el pozo 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100 pb (Lucigen).
Se incluyo un control negativo para descartar contaminacion (pozo CN).
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ANEXO 12

Instrumento de recoleccion de datos

POLIMORFISMO -1082 A>G DEL GEN DE INTERLEUQUINA-10 (IL10) Y
SUSCEPTIBILIDAD A DESARROLLAR CANCER GASTRICO

ENERO-OCTUBRE DE 2018
POSTGRADO DE GASTROENTEROLOGIA

SEXO F M EDAD CEDULA
SERVICIOCIRUGIA 1 2 3 4
LOCALIDAD OCUPACION DIAS DE HOSPITALIZACION
1.Sintomas

e Dolor abdominal

e Nauseas

e Vomitos

e Pérdida de peso

Hébitos Psicobiologicos

Cigarrillo

Alcohol

Comida Rica en sal

Frituras

Antecedentes Familiares de Cancer SI | No

Infeccion previa por Helicobacter Pylori

-P.UJN....:—‘

Diagnostico Anatdémopatoldgico SI | No
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ANEXO 13
UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE MEDICINA
CURSO DE ESPECIALIZACION EN GASTROENTEROLOGIA
HOSPITAL GENERAL DR. MIGUEL PEREZ CARRENO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo: acudo el

dia  del afio a las al HMPC, en la cual se me hace del
conocimiento, de forma clara y sencilla, sobre la investigacion llevada por el Programa de
Postgrado en Gastroenterologia de la Universidad Central de Venezuela, bajo la
responsabilidad de las Dras.Gisel Fernandez y Xiomara Martinez (Residentes del segundo
afio), titulada: “POLIMORFISMO -1082 A>G DEL GEN DE INTERLEUQUINA-10
(IL10) Y SUSCEPTIBILIDAD A DESARROLLAR CANCER GASTRICO”. En este
sentido, acuerdo participar voluntariamente en el desarrollo de la misma.
Estoy consciente de que:
e Mi participacion como paciente y sujeto de estudio consistird en manifestar los signos
y sintomas que motivan la hospitalizacion; asi como también, suministrar la
informacion requerida por el investigador en relacion a los antecedentes personales
asociados.
e La informacion suministrada al investigador sera utilizada inica y exclusivamente para
los propositos de esta investigacion.
. El investigador ha garantizado confidencialidad en cuanto a mi identidad; asi
como, a la informacion relacionada con mi persona y al diagnostico realizado durante
mi participacion en el estudio mencionado.

En conformidad con lo expuesto firman el presente consentimiento en Caracas, a los

dias del mes de de

Participantes Cedula Identidad Firma
Paciente

Investigador
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