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Resumen

El adenocarcinoma gastrico es una
de las principales causas de muerte en
el mundo y en el estado Lara ocupa la
segunda causa de muerte por neoplasias
malignas. Enel transcurso de lasultimas
décadas, la investigacion molecular ha
ofrecido detalles sobre anormalidades
genéticas y epigenéticas relaciona-
das con la transformaciéon maligna y
progresion en el cancer gastrico (CG).
Recientemente ha sido descrita la aso-
ciacion entre variantes de laregion 8q24
y cancer de mama, prostata, estbmago

y colorrectal. En este proyecto evalua-
mos la asociacion del polimorfismo de
nucleotido Gnico rs6983267 (G/T) de la
region cromosoémica 8q24 con el ries-
go a desarrollar CG en individuos del
Centro-Occidente del pais. Se realizd
un estudio caso-control empleando
biopsias de archivo incluidas en parafi-
na, 101 muestras de CG y como control
101 muestras de gastritis cronica (GCr).
Previamente hubo confirmacion del
diagnéstico histopatologico. Posterior a
la extraccion del ADN de las muestras,
se procedio al analisis del polimorfismo

por PCRRFLP empleando la enzima de
restriccion HpyCH4IV. Los genotipos
mas prevalentes para CG y GCr fueron
GG (39,6 %) y GT (46,5%)), respectiva-
mente. En ambos grupos de muestras
predomind el alelo G con 58,4 % para
CG y 61,9 % para GCr. No se encon-
traron diferencias significativas en las
frecuencias genotipicas y alélicas entre
ambos grupos.

Palabras clave: cancer gastrico; po-
limorfismos genéticos; rs6983267; re-
gion 8q24
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Study Of The Association Of Polymorphism
Of The Region 824 And Gastric

Abstract

Gastric adenocarcinoma is one of the
leading causes of death in the world
and in the Lara State it is the second
leading cause of death from malignant
neoplasms. Over the past few decades,
molecular research has provided detai-
Is of genetic and epigenetic abnormali-
ties related to malignant transformation
and progression in gastric cancer (GC).
Recently, the association between va-
riants of the 8q24 region and breast,
prostate, stomach and colorectal cancer

Adenocarcinoma

has been described. In this project we
evaluated the association of single nu-
1$6983267
(G/T) of the 8q24 chromosome region

cleotide  polymorphism
with the risk of developing CG in in-
dividuals from the Center-West of the
country. A case-control study was ca-
rried out using archival biopsies inclu-
ded in kerosene, 101 GC samples and
as control 101 chronic gastritis samples
(GCr). Previously there was confirma-
tion of the histopathological diagnosis.
After DNA extraction from the samples,
PCRRFLP polymorphism analysis was

performed using HpyCH41V restriction
enzyme. The most prevalent genotypes
for GC and GCr were GG (39.6%) and
GT (46.5%), respectively. In both groups
of samples the G allele was predominant
with 58.4% for GC and 61.9% for GCer.
No significant differences in genotypic
and allelic frequencies were found be-
tween both groups.

Key words: gastric cancer; genetic
polymorphisms; rs6983267; 8q24 re-
gion
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Introduccion

El cancer gastrico (CG) representa un muy importante problema de salud publica, es
la segunda neoplasia maligna mas fatal en todo el mundo (luego del cancer de pulmon)
y cobra aproximadamente unas 740.000 muertes en el ailo 2011 (OMS). Su tendencia,
sin embargo, es al descenso (Ferrari y Moura, 2013). En Venezuela el CG ocupa el
tercer lugar como causa de muerte por neoplasias malignas (MPPS), mientras que en
el estado Lara representa la primera causa de muerte por neoplasia (MPPS) (figura 1).

Figura 1. Mortalidad por cincer gastrico en Venezuela (A) y en el estado Lara (B),
reportados en el Anuario de Mortalidad publicado por el Ministerio del Poder Popular
para la Salud en el 2011
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En laultima década, se ha ganado mu-
cho en el descubrimiento de las bases
moleculares de la transformacion malig-
na del estdbmago. La dramatica variacion
en la incidencia del CG en diferentes
areas geograficas y de una generacion a
la siguiente ha llevado a la hipotesis de
que la incidencia del mismo es determi-
nada en forma importante por factores
ambientales antes que genéticos.

Mas del 70 % de los casos de cancer
de estomago (714 000 casos) ocurren
en paises en desarrollo, de los cuales
467.000 son hombres y 247.000 muje-
res, lo que muestra una correlacion del
desarrollo y progresion de la enferme-
dad con el sexo. Las tasas de incidencia

estandarizadas por edad son alrededor

de dos veces mayor en hombres que en
mujeres (Ferlay et al., 2010).

No obstante, como en la mayoria de
las neoplasias malignas, la etiologia del
CG es multifactorial y probablemente
involucra la accion de genes en varios
niveles, lo que es comun en el proceso
de multiples pasos de la carcinogénesis.
Los efectos genéticos consisten de fac-
tores heredables que predisponen al CG,
incluyendo mutaciones germinales de
genes de alta penetracion directamente
asociados con sindromes de CG here-
ditarios o familiares, y polimorfismos
genéticos que indirectamente afectan
la susceptibilidad al CG después de la

exposicion a carcindgenos o a la infec-
cion por Helicobacter pylori (Ferrariy
Moura, 2013; Lichtenstein et al., 2000).

El CG es un modelo interesante para
estudiar tumorogénesis debido a que
representa una condiciéon heterogé-
nea. Histologicamente es dividido en
dos tipos de adenocarcinoma, segin
la clasificacion de Laurén (1965): bien
diferenciado (intestinal) y pobremen-
te diferenciado (difuso). Segln esta
clasificacion, el tipo intestinal es el
CG predominante en las areas de alto
riesgo y esta asociado por lo general
con lesiones precursoras, tales como
gastritis cronica y metaplasia intesti-
nal. Estas afectan las regiones distales
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del estomago y en pacientes de mayor
edad la dispersién hematogénica puede
llevar a lesiones secundarias; la mas co-
mun es la metastasis hepatica (Laurén y
Nevalainen, 1993). Por otra parte, el CG
de tipo difuso no esta asociado usual-
mente con lesiones precursoras. Los
pacientes son mas jovenes y el tumor
tiene un patron inicial de crecimiento
local infiltrativo; son detectadas metés-
tasis peritoneales ylinfaticas (Laurén y
Nevalainen, 1993).

El catdlogo de alteraciones genéticas
en el CG esta en rapido aumento pro-
ducto de los resultados de estudios de
asociacion que emplean la informacion
del Proyecto Genoma Humano y de las
iniciativas de secuenciacion de geno-
mas de individuos de diverso origen
étnico. Ejemplos de genes candidatos
recientemente involucrados en la pato-
génesis del CG incluyen algunos partici-
pantes en proliferacion, diferenciacion
y supervivencia celular MUCI1, PLCE],
PTGER4, PRKAAI1, ZBTB20, prostate
stem cell antigen (PSCA), genes partici-
pantes en rutas de sefializacion (EGFRy
FAS) y rutas de reparacion del ADN. De
la misma manera, las regiones cromo-
somales 9p21.3 y 10g23 han sido iden-
tificadas como loci de susceptibilidad
genéticaa CG (Chiurillo, 2014). La ines-
tabilidad de microsatélites, por ejemplo,
en genes que participan en la reparacion
de errores en el apareamiento de bases,
han sido involucrados con el desarrollo
de CG (Jang y Kim, 2011).

Por otra parte, se ha evidenciado
que cambios epigenéticos estdn pro-
fundamente implicados en el inicio
y desarrollo del CG (Ali et al., 2013).
Estas incluyen expresion reducida por

hipermetilacion de la region promotora
de genes supresores de tumor y oncoge-
nes, desacetilacion de histonas y cam-
bios en la expresion de microARNs (Ali
etal.,2013; Figueiredo et al., 2013).

En la actualidad, ha sido descrita la
asociacion entre variantes de 8q24 y
cancer de mama, prostata y colorrec-
tal por varios grupos de investigadores
(Terada et al., 2008; Pomerantz et al.,
2009; Bertucci et al., 2012; Zhang et
al., 2014). Varios estudios han sefialado
a los polimorfismos de nucleoétido tni-
co (SNP) rs6983267 y rs1447295 como
factores de riesgo genético indepen-
diente para cancer colorrectal y de pros-
tata, respectivamente (Tomlinson et al.,
2007; Zanke et al., 2007; Terada et al.,
2008; Pomerantz et al., 2009; Bensen
et al., 2013). Sin embargo, existe solo
un reporte en el cual se evalua la aso-
ciacion entre un polimorfismo de 8q24
(rs6983267) y CG en pacientes chinos
(Guoetal,2011).

El papel funcional de los genes ubi-
cados en region cromosomal 8q24 y de
los polimorfismos genéticos descritos
aun no ha sido completamente dilucida-
do. Sin embargo, ha sido reportado, por
ejemplo, que el polimorfismo rs6983267
determina un potenciador transcripcio-
nal que incrementa la actividad del pro-
tooncogen MYC en cancer colorrectal al
interacttia con el factor trasnscripcio-
nal TCF7L2 (Pomerantz et al., 2009).
Estudios de asociacion de polimorfis-
mos de la region cromosomal 8q24 con
otros tipos de cancer lucen pertinentes
debido a la fuerte correlacion descrita
hasta ahora para cancer de prostatay co-
lorrectal.

Conocer o evaluar algunos de los as-
pectos moleculares involucrados en la
predisposicion y oncogénesis del CG
en la poblacion del estado Lara, donde
esta enfermedad constituye la primera
causa de muerte por neoplasia, permi-
tirfa aclarar un panorama preliminar
de marcadores moleculares potencial-
mente utilizables para un diagnostico
de susceptibilidad o temprano de CG en
esta area del pais. Esto ayudaria a esta-
blecer diferencias y/o similitudes con
otros grupos poblacionales donde el CG
presenta también una elevada prevalen-
cia. Recientemente, nuestro laboratorio
ha estado involucrado en la evaluacion
molecular del CG en pacientes de la
region Centroccidental de Venezuela,
estudiando polimorfismos genéticos
humanos (locus de IL-1, y p53) y varian-
tes de factores de virulencia de H. pylo-
ri (Canas et al., 2009a y b; Chiurillo et
al., 2010; 2011; 2013; Torres et al. 2013;
Chiurillo et al., 2014).

Dados los pocos estudios realizados
entre polimorfismos de la region cro-
mosdémica 8q24, su asociacion con el
CG encontrada en otras poblaciones, la
alta incidencia del adenocarcinoma en
el estado Laray al ser Venezuela un pais
multiétnico, consideramos importante
explorar la asociacion de variantes alé-
licas de laregion 8q24 con el riesgo a de-
sarrollar cancer géstrico en pacientes de
laregion Centroccidental de Venezuela.

Materiales y métodos
Material biologico
Se seleccionaron 202 biopsias de ar-

chivo incluidas en parafina del Servicio
de Anatomia Patologica del Hospital
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Antonio Maria Pineda (HAMP) del es-
tado Lara, Venezuela, procedentes de
individuos de ambos sexos. De estas,
101 muestras corresponden a pacientes
con gastritis cronica (GCr), las cuales
fueron empleadas como control, y 101
proceden de pacientes con cancer gas-
trico (CG). Ambos grupos fueron parea-
dos por edad.

El diagnoéstico histopatologico fue
confirmado por un médico especialista
en anatomia patologica. Para el caso de
las muestras de CG también se clasifica-
ron segun al grado de diferenciacion del
tumor: poco, moderado y bien diferen-
ciado.

Extraccion de ADN

EI ADN gendmico fue extraido apartir
de 3-6 cortes (3 wm) por micrétomo de
las biopsias empleando el DNeasyTissue
Kit (QIAGEN) y siguiendo las instruc-
ciones de la casa comercial. Los cortes
fueron desparafinados previamente con
Xilol, lavados con etanol 99 % vy, por
ultimo, secados a 37 °C. La concentra-
cién del ADN fue estimada por espec-
trofotometria a 260/280 nm empleando
un equipo GeneQuantpro (Amersham-
Pharmacia).

El ADN extraido de las biopsias fue al-
macenado a -20 °C en el Laboratorio de
Genética Molecular “Dr. Jorge Yunis-
Turbay” del Decanato de Ciencias de la
Salud-UCLA.

Analisis del SNP rs6983267
El analisis del SNP rs6983267 en

la region 8q24 se realiz6 mediante
la técnica de PCR-RFLP empleando

para la reaccion de PCR los cebadores
reportados por Terada et al, (2008)
267Fw: 5’-CTTTGAGCTCAGCAGA
TGAACG-3" y 267Rv: 5-CCCA
ATCCTGAGAAACTTGC-3’,
permiten la amplificacion de un frag-

que

mento de 159 pb. La constitucion de la
mezcla de reaccion fue: Buffer 1X, 2
mM de MgCl2, 200 pM de dNTPs, 1
uM de cadacebador, 10ngde ADN, 1,25
U de GoTaq® flexi ADN polimerasa
(Promega) para un volumen final de 25
pL. El método de amplificacion emplea-
do const6 de una desnaturalizacion ini-
cial a 95b°C durante 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de amplificacion constitui-
dos por repeticiones de 30 segundos de
desnaturalizacion a 95 °C, hibridacion a
57b°C y extension a 72 °C. Finalmente,
se realiz6 una extension final de 5 minu-
tosa72°C.

Los productos de PCR obtenidos, lue-
go de visualizados en electroforesis en
gel de agarosa al 2 %, fueron sometidos
a digestion con la enzima de restriccion
HpyCHA4IV (New England Biolabs) para
la asignacion de los alelos del polimorfis-
mo. Los tres primeros nucledtidos del ex-
tremo 3’ del cebador sentido generan un

sitio de reconocimiento paralaenzimade
restriccion cuando se presenta el alelo T
en el fragmento amplificado. En presen-
ciadel alelo T se generan dos bandas lue-
go del corte con la enzima HpyCH41V:
23 y 136 pb (figura 2) (Terada et al.,
2008). Lareaccion de digestion con la en-
zima de restriccion se llevo a cabo en un
volumen final de 15 pL conteniendo 0,8
unidades de HpyCH4IV, 1,5 uL buffer de
restriccion 1X (50 mM acetato de pota-
sio; 20 mM tris-acetato: 10 mM acetato
de magnesio; 100 pg/ml BSA) yentre Sy
10 uL de producto de PCR. Lareaccion se
incubd a 37 °C durante 16 horas. La sepa-
racion electroforética de los fragmentos
de restriccion se realizo en geles de aga-
rosaal 3 %.

Todas las electroforesis se realizaron
empleando como buffer de corrida TAE
1X (40 mM de tris- acetato, 1 mM de
EDTA). Al finalizar la corrida electro-
forética, se tifieron los geles con bromu-
ro de etidio (I mg/mL) y se visualizaron
las bandas de ADN con luz ultravioleta
empleando un sistema Gel Logic 200
(Kodak). Las imagenes fueron procesa-
das y analizadas mediante el programa
Molecular Imagen (Kodak).

Figura 2. SNPs detectados de rs6983267 de la region 8q24 mediante RFLP
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Técnica de procesamiento y
analisis de datos

El analisis estadistico de asociacion
de los alelos y/o genotipos se realizo a
través de la prueba Chi cuadrado para
determinar su influencia sobre la varia-
ble dependiente (cancer géastrico o grado
histopatologico de la lesion). Para estos
analisis se utilizo el paquete estadistico
SSPS 11.0. Las diferencias fueron consi-
deradas estadisticamente significativas
para valores de p<0.05. Para determinar

si los polimorfismos encontrados en el
grupo control se encontraban bajo equi-
librio Hardy-Weinberg en la poblacion
se empled el programa Arlequin ver.
2000.

Resultados y discusion

Como se muestra en la tabla 1, la edad
promedio de los individuos incluidos
en el grupo de CG fue mayor que la
del grupo control (63,5 vs 56,2 afios);
sin embargo, la diferencia no presento

significancia estadistica. Por otra parte,
las muestras de CG procedieron predo-
minantemente de individuos de sexo
masculino (68,3 %), mientras que en las
de gastritis cronica prevaleci6 el sexo fe-
menino (60,4 %).

Las 101 muestras analizadas para este
estudio, procedentes de los pacientes
con CG, fueron clasificadas de acuerdo
al grado de diferenciacion histologica
como poco (42,2 %), moderado (47,1 %)
y bien diferenciado (10,6 %) de acuerdo
al tipo de cancer (tabla 1).

Tabla 1. Valores de porcentuales de la clasificacién histopatolégica de las muestras estudiadas y distribucion

de las mismas segun sexo y edad

Histopatolégico
POCO MODERADO
42,3 % 47,1 % 10,6 %
Cancer gastrico Gastritis Cronica
Edad promedio= 63,5114,5 Edad promedio= | 56,2+9,9
% de hombres= 68.3 % de hombres= 39,6
% de mujeres= 31,7 % de mujeres= 60,4

La distribucién de los genotipos en la
muestra fue encontrada bajo equilibrio
de Hardy-Weinberg, lo que indica que la
poblacioén sirve de punto de referencia
para comparar frecuencias alélicas y
genotipicas de poblaciones con acervo
genético cambiante, en nuestro caso, el
polimorfismo de rs6983267 en laregion
8q24.

En nuestro estudio en una de las
muestras procedentes de la poblacion
Centroccidental de Venezuela se obser-
vo que los genotipos del SNP rs6983267
mas prevalentes para las muestras de
CG y GCr fueron GG (39,6 %) y GT
(46,5 %), respectivamente. En ambos
grupos de muestras predomind el ale-
lo G con 58,4 % y 61,9 % en CG y GCr

(figura 3). No se observaron diferencias
significativas (p> 0,05) en las frecuen-
cias genotipicas y alélicas de ambos
grupos. Tampoco se evidenciaron dife-
rencias significativas al comparar la dis-
tribucion de las frecuencias genotipicas
o alélicas tomando en cuenta el grado de
diferenciacion del CG.
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Figura 3. Frecuencia alélicas (A) y genotipica (B) para la region rs6983267 de 8q24, en las 101 muestras
estudiadas para cada grupo, cincer gastrico y gastritis cronica
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Nuestros resultados contrastan con los
reportados por Guo et al., en el afio 2011
en una muestra de 568 individuos de
una poblacion de China (368 controles
y 200 pacientes con CG). En dicho tra-
bajo, los autores encontraron asociacion
entre la presencia del genotipo GT (p=
0.002) y del alelo T (p=0.007) del poli-
morfismo rs6983267 con el riesgo a CG.
Igualmente, se observa diferencia en
cuanto aladistribucioén de los genotipos;
destaca el hecho de que Guoetal., (2011)
encontraron, en la poblacién China ana-
lizada, el genotipo heterocigoto GT con
una frecuencia de 67 %, mientras que en
nuestro estudio dicho genotipo presentd
una frecuencia de 38 %. La explicacion
mas evidente para este contraste reside
en las diferencias en la composicion ge-
nética de nuestra poblacion con respecto

Gastritis Cronica y Céncer Gastrico

a la de China. Sin embargo, debido a la
naturaleza multifactorial del CG, no
pueden descartarse otros factores tanto
endogenos como exodgenos, entre ellos
ladietay lainfeccion por H. pylori.

La region cromosomal 8q24, par-
ticularmente los SNPs rs6983267 y
rs1447295 presentes en ella, se ha en-
contrado asociada con la susceptibili-
dad a varios tipos de cancer, en especial
cancer colorrectal y cancer de prostata
(Robbinsetal., 2007; Teradaetal., 2008,
Pomerantz et al., 2009; Wokolorczyk et
al., 2009 y Bertucci et al., 2012). Los
avances en la comprension de las bases
moleculares del cancer han aportado
datos relevantes en cuanto al papel del
polimorfismo rs6983267 de la region
8q24. Estas secuencias estan proximas
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a pseudogenes y a retrotransposones,
los cuales se han visto relacionados a la
regulacion de la proliferacion en célu-
las madres (Hochedlinger et al., 2005).
Entre los pseudogenes, la expresion de
Oct4 se ha asociado a tumores poco di-
ferenciados en humanos (Ben-Porath et
al., 2008). Asi como también, se ha des-
crito que rs6983267 esta proximo y ac-
tlia como un activador (potenciador) de
genes como MYC, que modulan el creci-
miento y la proliferacion de las células
gastricas normales.

En conclusion, en este trabajo se ob-
servd que en la muestra estudiada no
hay diferencias significativas en las
frecuencias genotipicas y alélicas en-
tre ambos grupos que permitan re-
lacionar al polimorfismo rs6983267
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con susceptibilidad a CG en la region
Centroccidental del pais. Actualmente
estamos abocados a incrementar el ni-
mero de muestras analizadas, asi como
a afiadir al estudio nuevos polimorfis-
mos de la region cromosomal 8q24 para
evaluar con mayor profundidad el papel
de estas variantes genéticas en las ba-
ses moleculares del cancer gastrico en
Venezuela.
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