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Resumen

Introduccion. En Pasto-Narifio, Colombia, la incidencia de cancer gastrico (CG) es una
de las mas altas del mundo. En la patogénesis del CG estan implicados tanto los genes
CYP1A7 y FNTw, como los factores ambientales. La relacién entre factores ambientales y
la predisposicion genética humana a CG, atn se desconoce. Objetivo. Evaluar la asocia-
ci6én entre factores ambientales y la predisposicion genética humana a CG (Genes CYP1.A17,
FNTow) en pacientes con diagnéstico de CG en la ciudad de Pasto. Metodologia. Estudio
transversal, descriptivo y observacional que incluyé 10 casos sobrevivientes y diagnostica-
dos de CG. Se evaluaron dos biomarcadores de predisposicion genética CYP71.A7 y FN'Tu.
Las secuencias de genes fueron usadas para determinar la variabilidad genética mediante
SNPs y RFLPs iz silico. Los factores ambientales y familiares se evaluaron a partir de en-
cuestas. Resultados. Altas frecuencias de los alelos de riesgo de los genes (FNTa=40%,
CYP1A71=50%) fueron observadas en todos los casos. Se encontré que 60% de los casos
con susceptibilidad genética a CG se asociaron significativamente con la edad (p<0.05),
mientras que los factores ambientales y genéticos-familiares evaluados no se asocian con

la prevalencia de CYP71.A7 y FNTa. Se encontré asociacion del habito tabaquico con una
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baja variabilidad del gen de riesgo FINTa. Conclusién. Las altas frecuencias de los alelos
de riesgo de CYP1A7 y FNTu sugieren la presencia de susceptibilidad humana a CG en los
pacientes con diagnoéstico de la enfermedad. En los casos observados, la susceptibilidad

humana a CG se asocia con la edad avanzada y el habito tabaquico.

Palabras clave: neoplasias gastricas, variabilidad genética, predisposicion

genética a cancer gastrico

Abstract

Introduction. In Pasto, Narifio, Colombian, the gastric cancer (GC) incidence is one of
the highest in the world. It is known that in the GC the CYP7A47 and TNFo human sus-
ceptibility to cancer genes are involved along to environmental factors to pathogenesis
GC. Although the relationship among environmental factors and human genetic predispo-
sition to gastric cancer is still unknown. Aim. To evaluate the environmental factors and
GC human genetic predisposition (CYP7.A47 and TINFa genes) association in patients with
GC diagnose in Pasto. Methods. This is a cross-sectional, descriptive and observational
study that included 10 gastric cancers positive and surviving cases. We studied the gene-
tic predisposition to gastric by the CYP7.47 and T'NFoa genetic biomarkers. The genetic
variability was determined by SNPs and RFLP in silico by gene sequences bioinformatic
analysis. The environmental and familiar factors were analyzed through surveys. Results.
In all our cases (#=10) we found gene risk alleles in high frequency (I'NFoa 40%, CYP1.A41
50%). We observed that the 60% of GC genetic susceptibility were significate associated to
age (p<0.05). While the environmental, genetics and familiar did not showed associated to
CYP1A7 and TNFa prevalence. An association of smoking with a low genetic variability
of the TNFu risk gene was found. Conclusion. The high-risk gene frequencies CYP7.A47
and TNFua suggest the presence of gastric cancer human susceptibility in GC diagnosed
patients. In the cases observed, the human susceptibility to GC is associated to advanced

age and smoking.

Keywords: gastric neoplasia, genetic variability, genetic predisposition to gastric cancer.
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Introduccion

El cancer gastrico (CG) es una enferme-
dad neoplasica de alta frecuencia y morta-
lidad en el mundo (1). Segun los datos del
Observatorio Global de Cancer (GCO), el
cancer de estomago es la sexta neoplasia
mas comun y el quinto cancer mas mot-
tal a nivel mundial, con aproximadamente
1.089.000 casos nuevos y 768.000 muertes
en 2020 (2).

Existe una notable variabilidad geografi-
ca en la incidencia del CG, siendo menor
en los Estados Unidos y algunos paises
occidentales, sin embargo, es mas alta en
Asia oriental y central, seguida de Amé-
rica Latina y Europa oriental (3). En Su-
ramérica para 2020 se presentaron unas
tasas anuales de incidencia de 8,7/100.000
habitantes y de mortalidad de 6,8/100.000
habitantes. En Colombia para 2020 fue el
sexto cancer mas diagnosticado con tasas
anuales de incidencia de 12,8/100.000 ha-
bitantes y sin embargo es la tercera causa
de muertes por cancer con una tasa de
mortalidad de 9,9/100.000 habitantes, su-
perado unicamente por los canceres de

seno y prostata (2).

En general se ha registrado un mayor ries-
go de mortalidad por CG en las zonas de
alta cordillera, y este riesgo disminuye con
el descenso en la altitud, hasta alcanzar su

nivel mas bajo en zonas costeras (4). En ese

pacientes de Pasto-Colombia

sentido el Atlas de Mortalidad por Cancer
del Instituto Nacional de Cancerologia re-
porta que en Colombia hay un mayor ries-
go de mortalidad por CG en las zonas de
alta cordillera tanto en hombres como en
mujeres, y disminuye con el descenso en la
altitud, hasta alcanzar su nivel mas bajo en
los valles ubicados en el curso de los rios
Cauca, Magdalena y en los departamentos

de la regién Caribe (5).

En el departamento de Narifio, en el pe-
riodo comprendido entre 2007 y 2013 se
registraron 1.610 muertes por CG, que re-
presentaron tasas de mortalidad anuales
de 18,6/100.000 hombres y de 10,1 por
cada 100.000 mujeres (5). En el munici-
pio de Pasto ubicado en area de alta cor-
dillera, se registran tasas de incidencia de
28,0/100.000 hombres y 12,7 mujetes por
cada 100.000 al afio, y unas tasas de morta-
lidad de 24,2/100.000 hombres y 10,9 mu-
jeres por cada 100.000 al ano ().

Existen evidencias clinicas que la etiologia
del CG es multifactorial, en la cual inter-
vienen factores genéticos, ambientales e in-
tecciosos (7). Entre los factores genéticos
del CG se incluyen antecedentes familiares,
asi como pertenecer al grupo sanguineo
A (8,9), factores medio ambientales, tales
como el alto consumo de sal, alcoholismo,

tabaquismo y factores infecciosos, como la
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presencia de Helicobacter pylori en la mucosa
gastrica, pueden estar asociados a una se-
cuencia de cambios histopatolégicos que

pueden desencadenar en cancer (10).

El factor de riesgo mas importante dentro
de la patogenia de esta entidad es la infec-
cion por H. pylori, bacilo que infecta a mas
de la mitad de la poblacién mundial y que
lleva al desarrollo de gastritis cronica (11).
A pesar de que mas del 80% de los diag-
nosticados con CG tienen la infeccidn,
apenas el 2% de los infectados desarrollan
esta enfermedad en regiones de alta preva-
lencia (12). Es por esto por lo que factores
como una dieta rica en nitratos, tabaquis-
mo, condiciones ambientales, el escaso
consumo de verduras y frutas, y el estrato

socioeconbémico son determinantes para el

desarrollo de CG (13).

A nivel regional los estudios mas recientes
se han enfocado en estimar la asociacién
de habitos alimenticios con lesiones precut-
soras de malignidad (14), la relaciéon de H.
pylori con la diversidad metagenomica gas-
trica (15) y la asociaciéon de genotipos de
H. pylori como cagA 'y vacA con la presencia
de lesiones precursoras de malignidad (10).
La relacién de los polimorfismos [1.73-571
y FNTw-308 con lesiones premalignas, se
documentaron en poblacion de Narifio (17)
y estudios multicentricos identificaron el
papel de otros polimorfismos que pueden
determinar la capacidad metabdlica de en-

zimas para la detoxificacién de metaboli-

tos tales como CYP1A1 (18) e implicados
en el riesgo de cancer gastrico (19) en di-
ferentes etnias (20). Se han reportado las
caracteristicas sociodemograficas e histo-
patologicas en pacientes adultos con CG
de Narifio (21). A pesar de los esfuerzos
realizados, esta patologia sigue siendo uno
de los principales problemas de salud pu-
blica en la regiéon y aun es necesario cono-
cer aspectos como factores de exposicioén
ambiental, otros marcadores moleculares y
sus posibles interacciones en pacientes con

adenocarcinoma gastrico.

Por lo anteriormente expuesto, es pertinen-
te indagar sobre las caracteristicas de riesgo
ambiental y genéticas como los marcadores
CYP1ATy FNTua con la finalidad de enten-
der su frecuencia, y su relacién con la pa-
tologia en la ciudad de Pasto: alto riesgo de
CG. Los hallazgos posiblemente permitiran
elaborar medidas tempranas de prevencion
para esta neoplasia, y también disponer de
registros actualizados sobre los factores de
riesgo y su asociacion con la susceptibilidad

al CG en el ambito regional.

Metodologia

Tipo de estudio

Estudio de enfoque cuantitativo, obser-
vacional, y descriptivo, para la identifi-
cacion de las caracteristicas ambientales,

familiares, de susceptibilidad genética y
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sus posibles relaciones en pacientes con

diagnoéstico de CG.

Seleccion de participantes

Se examinaron los diagnosticos de CG re-
gistrados entre enero de 2005 y diciembre
de 2009 en el Hospital Universitario De-
partamental de Narifio y el Laboratorio
Patologos Asociados de la ciudad de Pasto.
De 168 casos de individuos con CG regis-
trados en las bases de datos como poten-
ciales para incluir en el estudio, se depu-
raron 10 casos, en atencion a los criterios
de inclusién: pacientes sobrevivientes resi-
dentes en Pasto, que tenfan una condicién
tisica estable, y que aceptaron voluntaria-
mente participar en el estudio mediante

consentimiento informado.

Muestras de sangre periférica fueron toma-
das y procesadas para los analisis molecula-
res e historias clinicas y una encuesta para
la recoleccion de datos sociodemograficos,
ambientales y familiares. Informacién con-
signada en el Registro Poblacional de Can-
cer de Pasto fue utilizada para verificar la

consistencia de la informacidn.

Recoleccion de datos
ambientales y familiares

L.os datos fueron recolectados mediante
una encuesta. Como informacion ambien-
tal, se tomé en cuenta los habitos alimen-

ticios, relacionando el consumo mas de 3

pacientes de Pasto-Colombia

veces por semana o menos de 3 veces por
semana de: carnes blancas, carnes rojas,
alimentos asados, frutas, ensaladas, ha-

bas, comidas saladas y el habito de comer
a deshoras (22).

En cuanto a la ingesta de alcohol, se con-
sult6 el tipo de bebida alcohdlica y su fre-
cuencia de consumo, considerando como
bebedores, a aquellas personas que ingerfan
regularmente el equivalente a un promedio
superior a dos copas de vino al dia (400
ml) (23). Para la definicion del habito taba-
quico, la poblacion se estratificé en cuatro
categorias: no fumadores (que nunca han
fumado o que dejaron su habito un afio an-
tes del diagnostico), fumadores ocasionales
(1-20 paquetes/afio), fumadores moderados
(21-40 paquetes/afio) y fumadores excesi-
vos (>40 paquetes/afio) (24). También se
considerd la exposicion involuntaria al ta-

baco como categoria de fumadores pasivos.

Los factores genéticos evaluados fueron:
antecedentes familiares de cancer, sexo,
grupo sanguineo de los participantes y pre-
disposicién genética humana al CG en los
genes CYP1ATy FNTa.

Obtencion de muestras de sangre

Se recolectaron 9 ml de sangre en tubos
(Vacutainer, high altitude®) con anticoa-
gulante EDTA. Las muestras de sangre
fueron transportadas en neveras con hielo a

4 °C, y se almacenaron en freezer a -20 °C,
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hasta su procesamiento en el Laboratorio
de Biotecnologia Microbiana de la Univer-
sidad de Narifno.

Procedimientos de biologia molecular

Extraccion y cuantificacion de DNA. Se
extrajo DNA genémico a partir de muestras
de sangre utilizando el método Salting-Out
modificado, kit Promega y kit Bioline, usan-
do los protocolos de cultivo de células y te-
jido animal. E1 DNA resultante fue corrido
siguiendo las siguientes condiciones: gel de
agarosa 1%, buffer TAE 1X, 70V por 2 ho-
ras y tincién con bromuro de etidio (5pg/
ml). La concentracién (ng/ pl) y calidad de
DNA se estimé por comparaciéon con el
marcador de tamafio molecular A HindIII
de Promega y por espectrofotometria ob-
servando la relacion a 260 y 280nm (25).
Todas las muestras fueron ajustadas a (100
ng/ ul) para todos los protocolos molecu-

lares usados.

Clonacién acelular por reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR). Se tom6 como
referente teérico de amplificacién para los
genes de estudio, los primers y protocolos
descritos por (26). Se emplearon los inicia-
dores descritos en la tabla 1; el DNA fue
amplificado en presencia de los reactivos
descritos en la tabla 2 y se utilizaron los
programas relacionados en la tabla 3; como
control positivo se tomé un fragmento de
B-globina humana y como control negativo
agua miliq grado molecular. Los productos
de reaccion se visualizaron mediante elec-
troforesis horizontal en geles de agarosa al
1,2% con bromuro de etidio a 70V durante
dos horas en camara electroforética (Lab-
net™ ENDURO™ Gel XL); como mart-
cadores de peso molecular se usaron 7Kb,

100bp y PCR Markers (Promega®).

Tabla 1. Secuencias de los primers y productos amplificados

Producto
Marcador Secuencia (5’-3’) Sentido
PCR (pb)
GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG G Forward
3-globina
262
Control +
TGG TCT CCT TAA ACCTGT CTT G Reverse
CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC Forward
CYPIAI 312
GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT Reverse
AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT Forward
FNTu 107
TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG Reverse
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Tabla 2. Concentraciones finales de los reactivos en las reacciones de PCR

3-globina

Reactivo sl ) CYP1A1 ‘

Buffer 0,5x 0,5x 0,5x
MgCI2 0,04mM 2mM 0,06 mM
C. directo 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM

C. reverso 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM
Dntp 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM
Polimerasa Taq 0,5 un/ul 0,25 un/pl 0,25 un/pl
ADN 6 ng/ul 6 ng/pl 6 ng/ul
Volumen de Agua (hasta 50 pL) 37 36,75 36,75

Tabla 3. Programas de amplificacion en el termociclador para la amplificacién de los genes de estudio

Etapa | 8-globina | CYP1A1 | FNT«

Desnaturalizacion 95°(7) 94°(5) 93°(3’)

Desnaturalizacion* 94°(17) 94°(2) 92°(1%)

Alineamiento* 56°(2) 59°(1%) 63°(1)

Extensién* 72°(1") 72°(1%) 72°(1%)

Extension final 72°(5%) 72°(107) 72°(107)
*Ciclos 40 35 35

Secuenciacion. 1.os amplificados fueron
enviados a Macrogen (Korea) para secuen-
ciacién automatizada en ambos sentidos
(primers forward y reverse). Mediante BigDye
(AB, versiéon 3.1) y con dNTPs marcados
con fluorocromos especificos para cada nu-
cledtido, se sintetizé6 DNA. Las secuencias
fueron detectadas por electroforesis capilar
en un analizador de secuencias de DNA

ABI 3730x1, generando electroferogramas.

Edicion de secuencias. 1.a calidad de los

electroferogramas obtenidos fue verificada

mediante el uso del Programa Chromas Lite
version 2.1.1. Las secuencias de cada pa-
ciente fueron alineadas usando el Software
Bioedit version 7.2.0, mediante el algoritmo
ClustallV; fueron removidos los gaps corres-
pondientes a cada secuencia, obteniendo
una secuencia consenso por cada individuo,
sustituyendo las bases ambiguas segun el
codigo IUPAC.

Andlisis de secuencias. Se analizo el con-
junto de secuencias para determinar dis-

tancia evolutiva mediante el programa Mega
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version 5.2, de acuerdo al algoritmo Filo-
genia por el método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean). La
variabilidad fue comparada mediante corte
in silico usando 10 enzimas de restriccion, se
registro la presencia de corte con el nume-
ro 1 y la ausencia con cero (0), estos datos
permitieron la construccion de una matriz
binaria que fue procesada en el programa
NTSYSpe version 2.11f. Los dendrogra-
mas fueron construidos usando los indices

DICE y Jaccard con el método UPGMA.

El perfil de los alelos de predisposicion a
CG para FNTu (£r51800629) fue determinado
usando el corte 7z silico con la enzima de res-
triccion Neol (26), si hay presencia del sitio
de restriccion (secuencia normal) se generan
dos fragmentos (87 pb y 20 pb, aproximada-
mente), mientras que la secuencia de riesgo
presenta una mutaciéon no reconocible para
la enzima, y sélo genera un unico fragmento
(107pb aprox.). Para CYP1AT (rs1048943), se
evalué la restriccion 7 silico con las enzimas:
BsrD1 y Neol, en ambos casos el alelo normal
es reconocido por la enzima BsrD7 generan-
do fragmentos de tamano aproximado a 157
pb y 140 pb), (Neol genera fragmentos de 234
pb y 63 pb), mientras que el alelo con el poli-
morfismo (de riesgo), no es reconocido y por

tanto genera una unica banda (mutante) (27).

Anadlisis Estadistico

Los datos genéticos-ambientales fueron
resumidos mediante estadistica descripti-
va univariada, la edad de los pacientes fue
analizada utilizando promedios y desvia-
ciones simples, para el caso de las variables
categbricas, se elaboraron tablas de fre-
cuencias con porcentaje. La relacién entre
la predisposicién genética en cada marca-
dor genético y los factores estudiados fue
evaluada mediante tablas de contingencia,
por tener frecuencias esperadas menores a
5 se usaron como pruebas de hipoétesis la
razon de verosimilitud y la prueba exacta
de Fisher, el nivel de significancia estadisti-
ca se fijo en un p-valor < 0.05. Los analisis
se desarrollaron mediante el software SPSS,

version 22.

Aspectos éticos

El estudio fue avalado por el Comité de
Etica en Investigaciones de la Universidad
de Narifio mediante acta No. 06 del 2 de
diciembre del 2010 y de acuerdo lo regla-
mentado en la Resolucion 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, el estudio
fue catalogado como de riesgo minimo. La

informacion de los participantes se manejo

de manera anénima y confidencial.
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Resultados

Se encontraron 168 registros tnicos de pa-
cientes con diagnostico de CG, en la tabla
4 se muestran sexo, edad y caracteristicas
histopatologicas, el género masculino re-
present6 el 69% y el sexo femenino el 31%,
equivalentes aproximadamente a una razoéon
de 2 a 1. La edad promedio fue de 65.6 (£

14.2) anos. En cuanto a las caracteristicas

pacientes de Pasto-Colombia

histopatologicas se destacod la localizacion
proximal del tumor (8,3%), La ausencia de
la infeccion por H. pylori en el 47% de las
biopsias, la presencia de metaplasia intesti-
nal como lesién precursora asociada (25%),
patron de CG intestinal 59,5%, mientras

que el afio de mayor reporte fue 2008 con
33 casos de CG.

Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas e histopatoldgicas de pacientes con diagnéstico de cdncer géstrico

Factor Categorias
Femenino 52 31,0%
Sexo
Masculino 116 69,0%
Edad (afios) 65,6* 114 2%k
Proximal 14 8,3%
Distal 12 7,1%
Localizacion tumor CG
Proxcimal y distal 1 0,6%
Sin informacion 141 83,9%
Ausente 79 47,0%
H. pylori Presente 5 3,0%
Sin informacion 84 50,0%
Gastritis Cronica Atrdfica 36 21,4%
L o
Lesién precursora de malignidad Metaplasia intestinal 42 25,0%
St Displasia 1 0,6%
Ninguna 116 69,0%
Intestinal 100 59,5%
Difuso 34 20,2%
Patron del CG
Mixcto 6 3,6%
Sin informacion 28 16,7%
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Factor

Categorias

2005 26 17,9%
2006 31 21,4%
Ao de diagnostico 2007 32 22.1%
2008 33 22,8%
2009 23 15,9%

*media, **deviacion estandar. Fuente: Elaboracion a partir de Historias clinicas del Hospital Universitario Departamental de

Nariflo y reportes patolégicos del Laboratorio Patélogos Asociados.

Un total de 10 pacientes cumplieron los cri-
terios de inclusién para la recolecciéon de
informacion genético-ambiental, este gru-
po tenia en promedio 59.8£13.13 afios, y se

distribuy6 en 5 hombres y 5 mujeres.

La extraccién de DNA a partir de sangre
periférica se llevo a cabo usando los kits

Bioline® y Promega®, el primero requirié un

menor tiempo de procesamiento, no obs-
tante, la cantidad y calidad de DNA fue-
ron 6ptimas con los dos protocolos. Los
protocolos de amplificaciéon por PCR de
los genes FNTa y CYP1.AT7 estandarizados,
permitieron la amplificacién reproducible
de fragmentos de 108 pb y 297 pb, respec-

tivamente (Figura 1).
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Figura 1. Patrones electroforéticos de los productos de amplificacién de PCR en gel de agarosa al 1.2% A) Se observan bandas de

297 pb (flecha roja) correspondientes a los amplificados del gen CYP7.47, numerados en la parte superior de los carriles. Carriles

MW y MW2 corresponden a los marcadores de tamafio molecular de 7 &by 700 pb, respectivamente. En los carriles 1 a 10 los

amplificados correspondientes a los casos segin pacientes y 11 control negativo. B) Se observan bandas de 108 pb (flecha roja)

correspondientes a los amplificados del gen FINTo, numerados en la parte superior de los carriles. Carriles MW y MW2 corres-

ponden a los marcadores de tamafio molecular de PCR Markers y 100 pb, respectivamente. En los carriles 1 a 10 los amplificados
correspondientes a los casos segiin pacientes y 11 control negativo.

Con base en las secuencias de los produc-
tos PCR, se obtuvieron para cada marcador
los arboles filogenéticos, dendrogramas y
la deteccion de alelos mutantes, mediante
corte enzimatico 7z silico. En el arbol fi-
logenético (Figura 2) se aprecia la forma-
cion de dos grandes clusters, el primero
representa un taxa diferente a Homo sapiens

(Neisseria gonorrhoeae), considerada como la

raiz externa en este estudio y el segundo,
la secuencia diferencial del Genbank de
la region evaluada para CYPTAT y las se-
cuencias correspondientes a los pacientes
de estudio. En los resultados obtenidos
del analisis genético, se encontraron ori-
genes filogenéticos similares entre pacien-

tes, dada la cercania entre las secuencias.
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Homo sapiens cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 (CYP1A1)
Neisseria gonorrhoeae (individual isolate: 1-38-BU2) pilin (pilE) gene, 3'end

Figura 2. Arbol filogenético que agrupa las secuencias del gen CYP1.A7 segin pacientes en el duster de Homo sapiens. El arbol fue

construido con el algoritmo Nezghbor Joining, usando las secuencias consenso analizadas para cada uno de los 10 pacientes, region

de CYP1AT. En el dluster inferior se puede observar el agrupamiento del control interno: fragmento equivalente al tamafio del gen
de 297 pb con el control externo: gen Pi/E, 297 pb para Neisseria gonorrhoeae.

Diez secuencias consenso y otra como
control interno se sometieron al corte 7
stlzco usando Pdraw32 1.1.116 para la de-
terminacion de la variabilidad genética.
El dendrograma (Figura 3) muestra que
para FNTu, los pacientes comparten un
30% de similaridad genética y que existen

tres subclusters compartiendo un 70%, es

decir, las muestras FE013, FE033, FE014,
FEO019, FE024, FE034, FE025, FE020,
(fumadores) presentan menor variabilidad
genética respecto a este gen. Para CYP1AT,
de acuerdo al coeficiente DICE las mues-
tras compartieron aproximadamente un

60% de similaridad.
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| : FE002 77, F, No, No, Si, No
| : FE008 52,F, No, No, No, No
I | FEOI3 62, M, Si, No, Si, Si
| FE033 73, M, No, Si, No, Si
FEOI4 49, M, Si, Si, Si, Si
FEOI9 71, M, No, No, No, Si
B FE024 | 52, F, No, No, Si, No
| FE034 44, F, No, No, Si, Si
- I FE025 64, F, No, No, Si, No
| | FE026 38, M, Si, No, No, No

! I Control

0.'00 ' ' ' ' 055 T ' ' ' 0.!-0 ' ) 4 0.17.-'- ) ' ) ' 1.100
Cosfigent:DICE

Figura 3. Dendrograma de similaridad entre las secuencias del gen FINTo segun pacientes del estudio. El dendrograma fue

construido usando el método UPGMA, coeficiente DICE, (» = 0.95951) y el soffware NTSyS 2.11f. En la derecha se relacionan

datos sociodemograficos y de habitos (edad, género: M, F; alcoholismo, fumador, fumador pasivo, exfumador). Se observa un

conglomerado entre los casos FE013 y FE034 con el 70% de similaridad, formado por ex-fumadores, con un solo fumador pasi-

vo (FE024: cuadro rojo), explicando que las sustancias recalcitrantes producidas por el humo del cigarrillo posiblemente formen
aductos de ADN o mutaciones puntuales en las secuencias del gen FNTo.

Se evaluo para FNTa, la presencia del ale-
lo de riesgo mediante corte enzimatico
silico (Figura 4), calculando la frecuencia
de los fragmentos individuales o dobles
obtenidos para cada secuencia, se observa
que la variante de riesgo (108 pb) aparece
en el 40% de los casos y para CYP71.AT7 la

frecuencia del alelo de riesgo fue del 50%.

Adicionalmente se considerd la frecuencia
de los pacientes con mutacién en cualquie-
ra de los 2 marcadores (FNTa y CYP1AT),
de esta forma se encontré que el 60% de
los participantes mostraron predisposi-

cién por mutacion.
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Figura 4. A) Patrones de electroforesis, # silico generados por corte con enzimas de restriccion. Las electroforesis 7 silico fueron
realizadas con el programa pDraw 32 1.1.116, usando el marcador de tamafio molecular: pBR322 DNA-BstNI digest2. A) Patron
electroforético para FINTu, en el cual se observan los fragmentos de secuencias sometidas a la enzima de restriccion Neol. Los 2

fragmentos del gen FNTu sefialados por las flechas de color verde indican la presencia del alelo normal. El fragmento de 108 pb

del gen FNTu sefialado por las flechas de color rojo indican la presencia del alelo de riesgo asociado a cancer gastrico B) Patron

electroforético para el gen CYP7.A7, en el cual se observan los fragmentos de secuencias sometidas a las enzimas de restriccion

Nreol 'y BsrDI. Las secuencias del gen CYP71.A7 sefialado por flechas de color rojo indican el no corte por las dos encimas de res-

triccién en los sitios blancos mutados del alelo de riesgo del gen CYP7.A7 asociado a cancer gastrico. Los fragmentos del gen

CYP1AT sefialados por flechas verdes indican la presencia del alelo normal, por accién de una de las 2 enzimas de restriccion en

el sitio blanco del gen analizado.

Con respecto a los factores ambientales
y familiares de los participantes del estu-
dio (Tabla 5), fue especialmente notoria la
tendencia hacia la alimentacion a deshoras
(80%), mientras la mayoria de los demas
parametros tienden a distribuirse de ma-
nera normalizada en la muestra de estudio,
es evidente también la baja frecuencia de

consumo de alcohol entre los participan-

tes. Adicionalmente se destacan caracteris-
ticas como la frecuencia de pacientes sangre
tipo cero positivo (60%) y la baja frecuencia
de antecedentes familiares a CG (10%). Se
encontré que el 70% de los pacientes mani-
festaron haber presentado al menos un an-
tecedente de cualquier tipo de cancer en su

circulo familiar.
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Tabla 5. Frecuencia de factores ambientales y familiares en pacientes de
Pasto-Colombia con diagnéstico de cdncer géstrico

Factor
Menos de 40 asios 1 10
Entre 41 y 50 asos 2 20
Edad Entre 51 y 60 asios 2 20
Entre 61 y 70 arios 2 20
Mds de 71 arios 3 30
7 1 10
Estrato socioeconémico 2 5 50
3 4 40
Mascnlino 5 50
Sexo
Femenino 5 50
0 6 60
Grupo Sanguineo A 3 30
B 1 10
Antecedentes familiares cancer 5 ! 10
gastrico No 9 90
Antecedentes familiares otros - 6 &0
canceres No 4 40
Antecedentes familiares cualquier 5 7 70
cancer No 3 30
Si 3 30
Alcoholismo
No 7 70
Si 2 20
Tabaquismo
No 8 80
No fumador 6 60
1-20 paquetes al aio 1 10
Frecuencia tabaco
2140 paquetes al ario 0 0
Ms de 40 pagquetes al aiio 3 30
S 6 60
Fumador pasivo
No 4 40
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Factor | n =10 Y

Si 5 50
Exfumador

No 5 50

Menos de 3 veces por semana 5 50
Carnes rojas

Mds de 3 veces por semana 5 50

Menos de 3 veces por semana 6 60
Carnes blancas

Mds de 3 veces por semana 4 40

Menos de 3 veces por semana 4 40
Frutas

Mds de 3 veces por semana 6 60

Menos de 3 veces por semana 4 40
Habas

Mds de 3 veces por semana 6 60

Si 8 80
Comer a deshoras

No 2 20

Si 4 40
Comidas saladas

No 6 60

Normal (G) 6 60
FNTu (rs1800629)

Susceptible (A) 4 40

Normal (A) 5 50
CYP1AT (rs1048943)

Susceptible (G) 5 50

Normal 4 40
FNTo + CYP1.AT1

Susceptible 6 60

En la tabla 6a se observa la relacién es-
tadistica de cada factor ambiental y fami-
liar con deteccién de los marcadores de
susceptibilidad a CG FNTua, CYP1AT o
en cualquiera de los dos genes. Se obser-
vo6 asociacion significativa de la edad con
la predisposiciéon genética en cualquiera
de los 2 marcadores, destacando que el

100% de los pacientes de menos de 40

afios presentaron alelos normales, mien-
tras que el 100% de los pacientes mayo-
res de 71 afos presentaron mutacién en
al menos unos de los 2 marcadores. No se
evidenci6 una relacién significativa entre
los marcadores evaluados con las varia-
bles ambientales o familiares (Tabla 6b:

informaciéon complementaria).
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Tabla 6a. Asociacién entre alelos de riesgo FNTw, CYPIAI' y FNTo + CYPIAIL,

con la edad distribuida segtin grupos etareos de pacientes con cdncer gistrico de Pasto

Menos de Entre 41y 50 | Entre 51y 60 | Entre 61y Mids de 71
Marcador
40 anos anos anos 70 aiios anos

n (%)
Susceptible 0 (0) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 2 (66,7)
FNTx 0,393
Normal 1(100) 1(50) 1 (50) 2 (100) 1(33,3)
Susceptible 0 (0) 1(50) 1 (50) 0 (0) 3 (100)
CYPIAI 0,081
Normal 1 (100) 1(50) 1 (50) 2 (100) 0 (0)
ENT4 + Susceptible 0 (0) 2 (100) 1(50) 0 (0) 3 (100) 003
CYPIAI Normal 1.(100) 0 (0) 1(50) 2 (100) 0 (0) ’

Tabla 6b. Asociacién entre los alelos de riesgo FNTo, CYP1A1 y ENTa + CYP1AL con factores socioecondmicos, familiares y
ambientales de los pacientes con cdncer gdstrico de Pasto

CYPIAI FNTu + CYPIAI
Factor
Susceptible — Sheepiible
n (%)
n (%) n (% % n (% (
Masculino 2 (40) 3 (60) 2 (40) 3 (60) 3 (60) 2 (40)
Sexo >0,999" >0,999" >0,999"
Femenino 2 (40) 3 (60) 3 (60) 2 (40) 3 (60) 2 (40)
1 0 (0) 1 (100) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
Estrato
. o 2 3 (60) 2 (40) 0,328° 2 (40) 3 (60) 0,452° 3 (60) 2 (40) 0,553*
socioeconémico
3 1(25) 3 (75) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50)
0 1(16,7) 5(83,3) 2(33,3) 4(66,7) 3 (50) 3 (50)
Grupo Sanguineo | A 2 (66,7) 1(33,3) 0,120 2 (66,7) 1(33,3) 0,300° 2 (66,7) 1(33,3) 0,516
B 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
Si 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
Antecedentes
o . 0,400° >0,999" >0,999"
familiares CG
No 3(33,3) 6 (66,7) 4 (44.4) 5 (55,6) 5 (55,6) 4 (44.4)
Antecedentes Si 2 (33,3) 4(66,7) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50)
familiares otros >(),999" >(),999" 0,571°
canceres No 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 3(75) 1(25)
Antecedentes Si 3 (42,9) 4(57,1) 4 (57,1) 3 (42,9) 4 (57,1) 3 (42,9)
familiares CG y >0,999" >0,999" >0,999"
otros No 1(33,3) 2 (66,7) 1(33,3) 2 (66,7) 2 (66,7) 1(33,3)
Si 1(33,3) 2 (66,7) 0 (0) 3 (100) 1(33,3) 2 (66,7)
Alcoholismo >0,999" 0,167" 0,500°
No 3 (42,9) 4(57,1) 5(71,4) 2 (28,6) 5(71,4) 2 (28,6)
Si 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0 (0)
‘Tabaquismo >(),999" >(),999" 0,467"
No 3 (37,5) 5 (62,5) 4 (50) 4 (50) 4 (50) 4 (50)
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Susceptible

Normal

CYPIAI

Susceptible

n (%)

Normal

FNTw + CYPIAI

Susceptible

No fumador | 2 (33,3) 4(66,7) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50)
1-20 paquetes
5 1.(100) 0 (0) 00 1 (100) 1.(100) 00
al ano
Frecuencia tabaco 0,367° 0,422 0,516
2140
paguetesal | 0 (0) 00 00 000 00 0(0)
ano
Mas de 40
paguetes al 1(33,3) 2(66,7) 2(66,7) 1(333) 2(66,7) 1(33,3)
ano
Si 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 4(66,7) 2(33,3)
Fumador pasivo 0,571° >(,999" >(0,999"
No 125 3.(75) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50)
Si 2 (40) 3 (60) 3 (60) 2 (40) 4(80) 1(20)
Exfumadot >0,099 >0,099° 0,524
No 2 (40) 3 (60) 2 (40) 3 (60) 2 (40) 3 (60)
Menos de
3 veces por 2 (40) 3 (60) 4.(80) 1(20) 4(80) 1(20)
semana
Carnes rojas >0,999" 0,206" 0,524>
Mas de 3
veces por 2 (40) 3 (60) 1(20) 4(80) 2 (40) 3 (60)
semana
Menos de
3 veces por 2(333) 4(66,7) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3(50)
semana
Carnes blancas >(,999" >(),999" 0,571°
Mas de 3
veces por 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 3(75) 1(25)
semana
Menos de
3 veces por 125 3(75) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50)
semana
Frutas 0,571° >0,999" >0,999"
Mas de 3
veces por 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 4(66,7) 2(33,3)
semana
Menos de
3 veces por 3 (75) 125 3(75) 1(25) 4 (100) 0 ()
semana
Habas 0,190 0,524" 0,076"
Mas de 3
veces por 1(16,7) 5(83,3) 2(333) 4.(66,7) 2(333) 4(66,7)
semana
Si 3(37,5) 5(62,5) 4(50) 4(50) 5 (62,5) 3(37,5)
Comer a deshoras >(0,999" >(,999" >0,999"
No 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50) 1 (50)
Si 125 3(75) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50)
Comidas saladas 0,571° >(,999" >(0,999"
No 3 (50) 3 (50) 3 (50) 3 (50) 4(66,7) 2(333)

a. Razon de Verosimilitud; b. Test exacto de Fisher.
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Discusion

El CG es una de las neoplasias malignas
mas frecuentes en Colombia y en Narifio se
reportan altas tasas de mortalidad, siendo
considerada una de las principales causas
de muerte por cancer. El desarrollo de CG
es multifactorial, incluyendo aspectos am-

bientales, infecciosos y genéticos (28).

En el presente estudio, el CG fue mas fre-
cuente en los hombres que en mujeres, de
acuerdo a lo reportado previamente el sexo
masculino tiende a ser el mas afectado por
CG en una relacién 2:1 (29). En Pasto la
incidencia de CG en hombres es significa-
tivamente mayor que en mujeres. (6), sin
embargo los eventos fisiolégicos involu-
crados con el desarrollo de CG no explican
suficientemente estos hallazgos, a pesar de
documentarse que la hormona femenina es-
tréogeno de origen ovarico o exégeno, pue-

de producir un efecto protector (30).

La evidencia cientifica sugiere que la cons-
titucion genética del individuo es relevante
en la evolucién de las enfermedades (31).
El FNTa es una citocina proinflamatoria
que participa en diversas patologias como
la psoriasis vulgar y la artritis psoriasica
(32). Esta citocina induce varias respuestas
celulares asociadas a la inflamacién de los
tejidos y la produccién de citocinas proin-
flamatorias. Ademads de los polimorfismos
en la regién promotora, la exposiciéon am-
biental puede llegar a modificar la expre-

sion de esta variante (33).

pacientes de Pasto-Colombia

En cuanto a la baja variabilidad genética
observada para FNTa en fumadores, se de-
mostré que el cigarrillo tiene el potencial
de influir en la expresion de genes proin-
flamatorios y en la apariciéon de variantes
genéticas mas susceptibles este estimulo
ambiental (34). los metabolitos derivados
del cigarrillo, forman aductos en el DNA y
causan mutaciones en genes supresores de
tumores, como RB y P53, y la genoconver-

sion de proto-oncogenes en oncogenes (35).

Se han reportado varios SNPs (Single Nu-
cleotide Polymorphisms) para FNTu, en la
regién promotora, los cuales pueden deter-
minar una expresiéon aumentada del gen,
ademas de la respuesta a factores infec-
ciosos del CG. Los genotipos mutantes en
comparacion con los normales, tienen un
aumento en la produccién de FNTa y un
riesgo mayor de CG (30), en estudios pre-
vios se han evaluado cambios en cuanto a la
regulacién transcripcional y polimorfismos
en la zona promotora que afectan los nive-
les de producciéon de RNAm, en especial en
las posiciones -238 y -308 -857 y -1031 (32).
El alelo mutante “A” del polimorfismo -308
Guanina/Adenina (-308 G/A, rs1800629)
del gen FN'Tu, esta implicado en una mayor
produccioén de la proteina y frecuentemente
asociado a la predisposiciéon a enfermeda-
des inmunolégicas, infecciosas e inflamato-
rias. En una poblacién de mestizos en Lima
se encontro este alelo presente en el 12,5%
de los pacientes (37), mientras que en di-
ferentes localidades de Colombia, Marti-

nez y colaboradores en el 2011 estimaron
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una prevalencia del 14% (38). En estudio
realizado por Torres y colaboradores en el
2004, en una poblacién del Departamento
del Cauca, reportaron una prevalencia de
la mutacién estudiada de FINTa en un 18%
(20), en Brasil, en controles sanos de tuber-
culosis la frecuencia de este alelo raro fue
del 31% (39), estos referentes siguen siendo
menores frente al 40% registrado en el pre-

sente estudio.

El CYP1.AT codifica la estructura del Cito-
cromo P-450 y se ha considerado como un
posible indicador de predisposicion genéti-
ca frente a la exposicidén ante contaminantes
ambientales como los hidrocarburos aro-
maticos policiclicos (HAPs), presentes en
el tabaco (40). El polimorfismo ILE-VAL
(-462A>G, rs1048943) se asocia a menudo
con una incrementada actividad enzimati-
ca y ha sido ligado a una elevada produc-
ciéon de metabdlitos reactivos que forman
aductos en el DNA (41), este polimorfismo
de CYP1AI, se ha relacionado fuertemente
con el riesgo a enfermedades, mucho mas
cuando las enzimas de la fase I (CYP1A1)
y II (GSTM1) de la detoxificacién, se en-

cuentran alteradas (42).

Se han reportado cuatro variantes poli-
morficas del gen CYP1AT, el CYP1AT*1
es el tipo salvaje, CYP1.AT*2 o m1 es una
sustituciéon 6235 TxC, detectable con la
enzima Mspl, el polimorfismo CYP1.A7*3
(m2) o lle x Val, detectable con las enzimas
Ncol, o BstDI, y el CYP71.A7*4, exclusivo

de poblaciones africanas (43). En Valen-
cia (Espana), Collado Diaz, (2013) de-
tectd la prevalencia de las variantes raras
CYPI1AT*2A, CYPIAT*2B, y CYP1.A71*4
en un 12-16%, 8-9% y 9.5%, respectiva-
mente (44). Los polimorfismos »1 y 2,
se han asociado a una incrementada acti-
vidad enzimatica, y han sido catalogados
como raros (11%) en una poblacién portu-
guesa (45). Por su parte, Lee ez al., (2000),
describieron una prevalencia del alelo raro
(mutante) en un 28%. Estas frecuencias si-
guen siendo inferiores a lo encontrado en
este estudio (50%), sin embargo este resul-
tado es similar a la frecuencia reportada
del alelo mutante del 45% en un estudio
en 13 pacientes narifienses (46). Dado que
las frecuencias encontradas para los ale-
los raros estudiados tienden a superar a
las reportadas en otras latitudes, se puede
inferir que estas diferencias en cuanto a la
prevalencia de estos genotipos anormales
y otras variantes genéticas pueden aportar
explicaciones de interés a la diferencia que
existe entre las regiones en cuanto a sus

tasas de incidencia.

Con respecto a la edad, se ha encontrado
que las curvas de incidencia para la mayo-
ria de los canceres comunes aumentan des-
pués de los 50 afios, los modelos actuales de
carcinogénesis postulan que el aumento ex-
ponencial de la incidencia de cancer con la
edad resulta de la acumulacién secuencial de
mutaciones oncogénicas, la edad avanzada

es el principal factor de riesgo para el can-
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cer; esto refleja en gran medida el dafio del
ADN celular que se acumula con el tiempo y
puede resultar de la exposicién a factores de

riesgo o de procesos biologicos (47,48).

En este estudio se registré asociaciéon es-
tadistica de la edad con la predisposicion
genética, pues el 100% de los participan-
tes mayores a 71 afios presento los alelos de
riesgo en cualquiera de los dos marcadores
evaluados, mientras que todos los pacientes
menores de 40 afios presentaron alelos nor-
males. Este comportamiento es similar a lo
reportado en una investigaciéon de cohorte
realizada en Taiwan, donde las mutaciones
en el gen EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) fueron mas frecuentes en mayo-

res de 50 aflos con cancer de pulmén (49).

No se encontré relaciéon entre la suscepti-
bilidad genética y factores protectores con
capacidad antioxidativa como la presente en
dietas ricas en frutas y verduras, o factores
de riesgo con compuestos potencialmente
genotoxicos, como el consumo de ciga-
rrillo, el cual puede determinar la expre-
sion génica sin implicar cambios directos
en el material genético (50), en el presen-
te estudio el 100% de pacientes fumadores
mostraron predisposiciéon genética en los
dos genes; sin embargo, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas con
respecto a los no fumadores. Teniendo en
cuenta que la molécula de DNA parece es-
tar asociada con histonas, estos factores

pueden modificase por causa de las varia-

pacientes de Pasto-Colombia

ciones del ambiente (51), por lo que se ha
recomendado mantener el nivel mas bajo
posible de los precursores de compuestos

con potencial genotoxico.

De los antecedentes familiares, se destaco
el gran porcentaje de pacientes que los pre-
sentan, se ha estimado la posibilidad de que
individuos con antecedente familiar de CG,
compartan predisposiciéon genética (52).
En esta investigacion de tipo indicativo no
hubo dependencia de la historia familiar
de canceres con los factores moleculares,
aunque se ha demostrado que existen genes
con lineas de mutacién germinal como el
caso de CDHT (53), en otros tipos de CG
no han sido encontradas estas lineas de mu-
taciones familiares, por lo que se asocian

comunmente a factores ambientales (54).

La mayoria de trabajos locales recientes se
han encaminado a estudiar los factores de
riesgo de manera individual, especialmente
en investigacion sobre H. pylori y lesiones
precursoras de malignidad (15,16), en este
estudio, como fortaleza se crea precedente
en el campo de los factores ambientales y
genéticos, explorando de forma parcial sus
posibles interrelaciones y considerando las
condiciones a las que la poblacion esta ex-
puesta junto a la respuesta individual ante

agentes de riesgo ambientales o infecciosos.

En diferentes trabajos de orden nacional
e internacional, se ha subrayado la impoz-

tancia de conocer las relaciones entre los
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factores de riesgo (55—-58); estudios de este
tipo, ademas de explorar estas interaccio-
nes, pueden contribuir a entender mejor el
comportamiento y génesis de la enferme-
dad en la regién y ajustar estrategias para
aumentar los saberes cientificos que con-
verjan en medidas preventivas mas eficaces

para la poblaciéon en alto riesgo de CG.

Los resultados indicativos de este estudio
sugieren que el tabaquismo puede estar
asociado a la reduccién de la variabilidad
de FNTw, el cual determina la respuesta
del hospedero a la infeccion por H. pylo-
ri. Se registré asociacion estadisticamen-
te significativa de la edad con los alelos
de predisposicion genética para FNTu o
CYP1AT; sin embargo, no se evidencid
una asociacion significativa con los ante-
cedentes familiares de cancer o los demas

factores ambientales evaluados.

Se encontraron los alelos de riesgo en la po-
blacién de estudio, lo que puede referirse a
una inadecuada respuesta de los individuos
ante H. pylori (FNTx) o ante compuestos
potencialmente téxicos (CYP1AT). La in-
crementada frecuencia de la susceptibilidad
genética sugiere falencias en los mecanis-
mos de reparacion genética y anomalias en
la funcionalidad normal de los genes supre-
sores de tumores. Por supuesto, son nece-
sarios estudios complementarios de disefio
investigativo mas complejo y muestras mas
grandes que permitan avanzar hasta corre-

laciones multivariadas para entender la aso-

ciaciéon de factores de riesgo ambientales
y genéticos con el desarrollo de la enfer-
medad o mortalidad por CG; asi mismo es
preciso indagar en el estudio en la variabi-
lidad genética de otros marcadores implica-
dos en el desarrollo de este y otros canceres

mas frecuentes en la region.

En conclusion, las altas frecuencias de los
alelos de riesgo de los genes CYPIAT y
FNTu sugieren la presencia de susceptibili-
dad humana a cancer gastrico. La suscepti-
bilidad humana a cancer gastrico se asocia
con la edad avanzada (> 70 afios) y el habito
tabaquico en los pacientes de Pasto diag-

nosticados con cancer gastrico.
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