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Resumen

RESUMEN:

Introduccién: La Ciclooxigenasa 2 (Cox-2) es una enzima que interviene en la conversion del
acido araquidonico a prostaglandinas las cuales son importantes mediadores de la respuesta
inmune a nivel gastrointestinal. La expresion de Cox-2 es inducida por agentes mitdgenos y
proinflamatorios y participa de forma directa en el proceso de carcinogénesis gastrica.
Recientemente, se ha descrito la asociacion de ciertos polimorfismos del gen PTGS2 (o COX-
2) con un mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico (CG). Puesto que la produccion de Cox-
2 estd regulada genéticamente, el objetivo de nuestro estudio fue analizar el papel de
ciertos polimorfismos localizados en el gen PTGS2 en el desarrollo del CG en Aragdn.
Métodos: ADN genémico procedente de 240 pacientes con CG primario diagnosticados en 4
hospitales aragoneses y 240 individuos sanos emparejados por sexo y edad (x 5 afios) fue
tipado mediante técnicas de PCR, RFLP y TagMan para el estudio de 5 SNPs localizados en el
gen PTGS2 (-1195 G>A rs689466, -765 G>C rs20417, 3050 G>C rsb5277, +8473 T>C rsb275 y
+9850 A>G rs4648298). El estatus de infeccién por H. pylori y de anticuerpos frente a las
citotoxinas CagA/VacA se realizd mediante Western blot. Resultados: El analisis de regresion
logistica identifico la infeccion por cepas CagA+ de H. pylori (OR: 2.79; 95% IC: 1.87-4.17,
p<0.0001) y la historia familiar de CG (OR: 5.56; 95% IC: 2.29-13.4, p<0.0001) como factores
independientes asociados a un mayor riesgo de desarrollar CG en Aragén. En relacién con el
estudio genético, el SNP +8473 T>C rs5275 se asocidé con un mayor riesgo de CG (OR: 2.36;
95% IC: 1.19-4.68, modelo recesivo), principalmente de predominio distal (OR: 2.33; 95% IC:
1.13-4.80) y tipo histolégico intestinal (OR: 2.76; 95% IC: 1.26-6.03). El anélisis estratificado
en funcién del estatus de infeccion por H. pylori, mostré que la asociacion entre el SNP
rs5275 y CG era estadisticamente significativa s6lo en el subgrupo de individuos infectados
por H. pylori (OR: 2.40; 95% IC:1.04-5.54; p= 0.03). Conclusion: Nuestros resultados sugieren
gue el polimorfismo +8473 T>C rs5275 del gen PTGS2 esta implicado en la susceptibilidad al
desarrollo del CG en la poblacién aragonesa.

Palabras clave: cancer gastrico, ciclooxigenasa 2, susceptibilidad genética, Helicobacter
pylori.




Resumen

ABSTRACT:

Background & aim: Cyclooxigenase 2 (COX-2) is a key enzyme in mediating the conversion of
arachidonic acid into prostaglandins which are important regulators of the immune
inflammatory response in the gastrointestinal mucosa. COX-2 expression is induced by
proinflammatory and mitogenic stimuli and involved in several mechanisms of gastric cancer
(GC) development. Recently, some polymorphisms located in the PTGS (or COX-2) gene have
been related to increased risk of developing GC. Since COX-2 expression is genetically
regulated, the aim of our study was to assess the relevance of several functional PTGS2 gene
polymorphisms on GC susceptibility in a population from Aragon. Methods: Genomic DNA
from 240 Caucasian patients with primary GC diagnosed in 4 hospitals in Aragon, and 240
sex- and aged- (x 5 years) matched cancer-free healthy controls was typed for 5 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the PTGS2 gene (-1195 G>A rs689466, -765 G>C
rs20417, 3050 G>C rs5277, +8473 T>C rs5275 y +9850 A>G rs4648298) by PCR, RFLP and
TagMan assays. H. pylori infection and CagA/VacA antibody status were determined by
Western blot in patients and controls. Results: Logistic regression analysis identified H. pylori
infection with CagA strains (OR: 2.79; 95% Cl: 1.87-4.17, p<0.0001) and positive family
history of GC (OR: 5.56; 95% Cl: 2.29-13.4, p<0.0001) as independent risk factors for GC in
our population. Concerning gene polymorphisms, the SNP +8473 T>C rs5275 was
significantly associated with an increased risk of GC (OR: 2.36; 95% Cl: 1.19-4.68, recessive
model), mainly located in the non-cardia stomach (OR: 2.33; 95% Cl: 1.13-4.80) and of the
intestinal histological subtype (OR: 2.76; 95% Cl: 1.26-6.03). Stratified analysis according to
the status of H. pylori infection revealed a significant association between the rs5275 gene
polymorphism and GC risk only in the subgroup of subjects infected by H. pylori (OR: 2.40;
95% CI: 1.04-5.54; p= 0.03). Conclusion: Our data show that the PTGS2 +8473 T>C rs5275
gene polymorphism is involved in defining the genetic basis of the susceptibility to CG in a
population from Aragon.

Keywords: gastric cancer, cyclooxygenase 2, genetic susceptibility, Helicobacter pylori.
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INTRODUCCION

El CG representa un grave problema sanitario, especialmente en algunas naciones
como Jap6n, China y diversos paises de América Latina®. Este tipo de cancer constituye, tras
el cancer de pulmén, la segunda causa de muerte por cancer en el mundo? Aunque su
incidencia en paises industrializados ha disminuido notablemente, en Espafia supone 18
cas0s/100.000 en varones y 8,4 casos/100.000 habitantes al afio en mujeres®*. La mayoria
(90-95%) de los tumores diagnosticados corresponden a adenocarcinomas, distinguiéndose
segln su estirpe histoldgica (clasificacion de Lauren) adenocarcinomas de tipo intestinal y
difuso®, mientras que los linfomas gastricos constituyen una variedad mucho menos
frecuente®.

Figural. Carcinoma géstrico de tipo intestinal. Figura2. Carcinoma géstrico de tipo difuso.
Tomado de Correa et al., 2012’ Tomado de Correa et al., 2012

La distincién del grupo histolégico (intestinal o difuso) es muy importante ya que su
etiologia, desarrollo y expresion fenotipica son muy diferentes. Con una frecuencia del 33%,
el de tipo intestinal esta formado por células tumorales dispuestas en estructuras tubulares
irregulares que infiltran el estroma y son similares a las del intestino (figura 1). Este tipo
histoldgico se asocia a gastritis cronica atréfica severa, metaplasia intestinal y displasia en la
mucosa contigua. Predomina en varones con una edad media de 60 afios, es de localizacion
antral y presenta un grado de diferenciacion moderado o bueno. En su génesis se consideran
relevantes los factores ambientales. El tipo difuso, sin embargo, con una frecuencia del 53%,
es un tumor no diferenciado que presenta pérdida de la arquitectura glandular. En este
subtipo, las células tumorales son generalmente redondas y pequefias sin cohesion entre
ellas y contienen abundantes mucinas citoplasmaticas que desplazan el nucleo hacia la
periferia (figura 2). Otras caracteristicas son que no se asocia a lesiones precancerosas
gastricas (LPGs), es més frecuente en mujeres con edades inferiores a los 50 afios, se localiza
normalmente en el fondo gastrico, y presenta un peor pron0stico por estar poco
diferenciado y formado por células de predominio infiltrante®®.

Aunque se desconoce la etiologia exacta del CG, numerosos estudios demuestran la
implicacién de varios agentes, considerandose que es el resultado de la interaccion de
muchos factores como los dietéticos, ambientales y genéticos, siendo algunos de los
ambientales, como el consumo de tabaco y alcohol o la ingestion de carnes ahumadas,
relevantes en el desarrollo del mismo® (figura 3). Aunque esta etiologia puede variar en
dependencia de la ubicacion de la tumoracion, su origen multifactorial y el desarrollo del
mismo dependera de la interaccion de los genes del organismo con el medio ambiente.
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Las principales caracteristicas del cancer (hallmarks) como el mantenimiento de la
proliferacion celular, la inhibicion de la apoptosis y la angiogénesis también se encuentran
presentes en la carcinogénesis gastrica, y pueden ser consecuencia de dos hechos
fundamentales: la adquisicion de mutaciones enddgenas (en oncogenes y/o supresores
tumorales) o debidas a carcindgenos exdgenos y la inflamacion crénica que se asocia a la
infeccion por HP. Ademéas de los procesos comunes en la carcinogénesis, estudios de
expresion geénica, de RNAseq y polimorfismos han identificado vias de sefializacion y
mecanismos moleculares especificos del CG que condicionan la progresion desde la
metaplasia intestinal al CG'. Son pues estas LPGs de suma importancia en el desarrollo del

mismo (figura 4).
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Figura 4. d) Metaplasia intestinal completa. e) Metaplasia intestinal incompleta. f) Displasia géstrica. Tomadas de Correa et
al., 2012".

Infeccion por Helicobacter pyloriy cancer gastrico

Helicobacer pylori (H. pylori) es una bacteria microaerofilica y gram-negativa que
infecta a més de la mitad de la poblacion mundial, que en un principio se relacion6 con
determinadas afectaciones gastrointestinales benignas, como la gastritis crénica y la Ulcera
péptica. Mas recientemente se demostrd una estrecha asociacion entre este microorganismo
y el cancer géstrico, tanto adenocarcinoma como linfoma, catalogandose en 1994 como
carcinégeno tipo | (con potencial neoplasico probado) por la Organizacién Mundial de la
Salud."

La colonizacion del epitelio gastrico por H. pylori provoca una reaccion inflamatoria
crénica en la mucosa gastrica siendo su evolucion muy variable” (figura 5). La mayoria de los
individuos infectados suelen ser asintomaticos y sélo un 15% de éstos manifestaran algin
tipo de sintomatologia pudiendo evolucionar a LPGs como gastritis atrofica. Una minoria
(0.1-4%) desarrollara lesiones de peor pronostico como adenocarcinoma géstrico o linfoma
del tejido linfoide asociado a la mucosa géstrica (MALT)™.

Los individuos que presentan inflamacion de la mucosa géstrica mayoritariamente en
la zona antral suelen presentar una secrecion acida gastrica méas bien elevada, lo que
promueve que tiendan a desarrollar lesiones como Ulceras duodenales; por el contrario, los
individuos en los que la gastritis afecta principalmente al cuerpo gastrico presentan esos
niveles de secrecion disminuidos y ademas como se mantienen asi en el tiempo lleva a una
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atrofia gastrica progresiva lo que hace que aumenten el riesgo de desarrollar cancer
gastrico®.

Diferentes estudios sugieren que en esta evolucion influyen considerablemente tanto
factores vinculados a la bacteria (virulencia), del individuo (predisposicion genética y
reaccion inflamatoria) como el medio ambiente (dieta y estilo de vida) **

Actualmente se ha confirmado la relacién entre H. pylori y cancer gastrico’. Diversos
estudios prospectivos en los que se recogieron muestras de sujetos sanos que mas tarde
desarrollaron el cancer gastrico observaron unas prevalencias de infeccion en los pacientes
con adenocarcinoma gastrico de entre el 69 y el 94%. Sin embargo, esto no significa que
todos los individuos infectados por H. pylori vayan a desarrollar CG, ya que sélo el 1% de los
infectados acabara desarrollando la enfermedad™®.
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Figura 5. Mucosa géstrica colonizada por HP (sefialada con flechas). Tomado de Correa et al., 2012”.

La infeccion en el epitelio gastrico causada por este microorganismo produce

consecuencias negativas para el huésped a través de multiples y complejos mecanismos,
siendo las cepas VacA y CagA responsables de una menor o mayor virulencia de éste.
VacA es una proteina citotdxica, codificada por el gen vacA, que induce la formacion de
vacuolas en epitelio gastrico dafiando dichas células epiteliales, ya que a través de canales
anionicos provocan la acidificacion del citosol de éstas. Ademas producen liberacién de
citocromo C que causa apoptosis epitelial e inhibe la activacion y crecimiento de linfocitos T
(figura 6). Todas las cepas de H. pylori producen dicha proteina, pero su expresién puede
variar segun los polimorfismos existentes en el microorganismo y donde se sitden en la
secuencia del gen*’

Las cepas CagA positivas producen una proteina codificada por el gen cagA, localizado
en una region del genoma bacteriano conocida como la isla de patogenicidad Cag (en inglés,
cag-PAl, cag pathogenicity island). Estas cepas portadoras de PAlI poseen un sistema de
secrecion tipo IV que permite “inyectar” la proteina CagA en el citoplasma de las células
epiteliales del estbmago donde es fosforilada provocando cambios en el citoesqueleto
celular debido a la disolucion del complejo E-cadherina con B-catenina, induciendo la
expresion de citoquinas proinflamatorias, aumentando la proliferacion celular y activacion de
oncogenes entre otros. Aunque los genes vacA y cagA no guardan relacion entre si, a
menudo son coexpresados®’%.
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Figura 6. Mecanismo de accion VacA en epitelio gatrico. Tomado de Palframan et al., 2012*.

Inflamacién cronica y cancer gastrico: papel de la Ciclooxigenasa 2

Ademas de los factores de virulencia de H. pylori y los componentes ambientales, el
largo proceso de respuesta inflamatoria causado por la infeccion bacteriana es uno de los
factores desencadenantes del proceso neoplasico. En relacién con el complejo entramado de
mediadores biologicos implicados en esta reaccion inflamatoria, existen numerosas
evidencias de que la isoenzima 2 de la ciclooxigenasa juega un papel crucial tanto en el
desarrollo como en la progresion del cancer gastrico®

La enzima ciclooxigenasa (COX), también denominada prostaglandina (PG) G/H sintasa,
cataliza la primera reaccion en la conversion del acido araquidénico (AA) en los diferentes
prostanoides, es decir la produccion de PGH, a partir del AA, el cual es liberado de los
fosfolipidos de membrana por accién de fosfolipasas, principalmente la fosfolipasa A; tras la
activacion celular. La PGH, es después convertida en diferentes prostanoides por la actividad
de diversas sintasas terminales. Los prostanoides son una familia de lipidos bioactivos que
comprenden PGE,, PGF,,, PGD,, prostaciclina (PGly), y Tromboxano A, (TXA;). Se han
identificado dos isoenzimas denominadas COX-1 y COX-2. A pesar de que ambas producen
los mismos prostanoides, sus niveles a nivel celular estan influenciados por el nivel de
expresion de sus diferentes genes. Los genes que codifican COX-1 y COX-2 tienen una
regulacion diferente. Asi, COX-2 es un gen de respuesta inmediata, de forma que la
isoenzima esta ausente en la mayoria de las células pero su sintesis es inducida por
citoquinas, factores de crecimiento, radicales libres, oncogenes y diferentes mitdgenos
presentes en situaciones de inflamacion o durante la progresion tumoral, mientras que COX-
1 es una isoenzima constitutiva responsable de mantener los niveles basales de prostanoides
que son esenciales para la homeostasis de los tejidos™. Asf, se conoce que los diferentes
prostanoides derivados de la enzima constitutiva COX-1 juegan un papel clave en muchos
procesos fisiosologicos como la citoproteccion gastrointestinal en virtud de sus efectos sobre
el moco, el bicarbonato, el flujo sanguineo mucoso y la proteccion celular epitelial y
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endotelial, la hemodinamica renal, o la hemostasis, mientras que se considera a la COX-2
responsable de procesos fisiopatoldgicos como la inflamacidn, las Ulceras gastrointestinales,
la angiogénesis, la aterosclerosis o el cancer?.

La relacién entre COX-2 y cancer gastrointestinal se ha descrito tanto en las neoplasias
gastricas, coldnicas como esofagicas, donde se ha constatado también una sobreexpresién
de esta isoenzima tanto en el cancer ya establecido como en lesiones preneoplasicas como
el adenoma de colon y el eséfago de Barret’*®. En el cancer gastrico, también se han
publicado numerosos estudios en los que se describe un aumento en la expresién de COX-2
en la mucosa gastrica de pacientes con lesiones preneoplasicas y pacientes con cancer de
estdmago, especialmente en aquéllos infectados por H. pylori*®%.

Un hallazgo muy interesante de estos estudios es el aumento de COX-2 observado
también en la mucosa gastrica de familiares de primer grado de pacientes con cancer
gastrico. Otro importante hallazgo es que se ha constatado la expresion de COX-2 tanto a
nivel de ARNm como de proteina en lesiones con displasia no invasiva, lo que implica que
COX-2 juegue un papel ya en los primeros estadios de la carcinogénesis gastrica®.

En relacion a la asociacion entre infeccion por H. pylori y sobreexpresion de COX-2 en
la mucosa gastrica, diversos estudios han demostrado que H. pylori es capaz de inducir la
expresion de COX-2. Asi, se ha detectado un aumento de expresion de COX-2 en gastritis
positivas para H. pylori en comparacion con aquellas gastritis en las que no existia infeccion
por H. pylori?®°,

Un estudio experimental en ratones mostré6 que 24 semanas después de ser
infectados con H. pylori, la expresién de COX-2 y los niveles de PGE, aumentaron de forma
significativa®’. Similares resultados se obtuvieron en un estudio in vitro en el que el co-
cultivo de la linea celular de cancer gastrico MKN 28 con H. pylori, se asocié con un aumento
tanto de ARNm de COX-2 como de niveles de PGE,?. El mecanismo por el que H. pylori
produce la sobreexpresion de COX-2 no esta totalmente claro, pero se ha descrito tanto un
efecto directo de H. pylori, que activaria algunas vias de sefializacion como AP-1 o p38/ATF-
2, como un efecto indirecto mediado por las citoquinas liberadas durante la respuesta
inflamatoria asociada a la infeccion por H. pylori o por el aumento de secrecion de gastrina,
que no solo induce la expresion de COX-2 sino que incrementa la vida media del ARNm de
COX-2"8,

Respecto a los mecanismos por los que COX-2 favorece la carcinogénesis géstrica,
actualmente se han identificado varios mecanismos fundamentales mediante los que COX-2
contribuye a la tumorigénesis y la adquisicion del fenotipo tumoral: 1) inhibicién de la
apoptosis asociada con incremento de PGE; y consiguiente modulacion de factores pro/anti
apoptoticos como bcl-2, MAKs/ras y caspasa-3, 2) incremento de la angiogénesis tumoral, 3)
incremento de la proliferacion y capacidad invasiva celular, y 4) modulacién de la inflamacion
e inmuno-supresion. En el cancer gastrico, se ha demostrado que todos estos mecanismos
estan implicados. Asi, se ha comprobado in vitro, en células tumorales géstricas, que la
sobreexpresion de COX-2 estimula la proliferacion celular mientras que la inhibicién de COX-
2, mediante silenciamiento génico o utilizando inhibidores selectivos de COX-2 como el NS-
398, produce una inhibicion de la proliferacion celular, la angiogénesis y una induccion de la
apoptosis®. Por otra parte, se ha demostrado la existencia de una correlacién positiva entre
la expresion de COX-2 y el factor VEGF-C (factor linfangiogénico) en pacientes con cancer
gastrico®. Ademas, se ha demostrado que la PGE; induce la expresién de CD44, un receptor
de membrana que expresan las células madre tumorales que juegan un papel clave en la
formacion de metastasis™.
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Susceptibilidad genética y cancer gastrico

La susceptibilidad genética del huésped tiene un papel importante en la carcinogénesis
gastrica como lo evidencia el hecho de que la heredabilidad del CG se ha calculado en un
28% y que la historia familiar es un factor de riesgo independiente de la infeccién por H.
pylori. Aunque el efecto de dicha infeccidn es el principal factor de riesgo de CG, los factores
heredados que confieren susceptibilidad genética a la infeccion y a la severidad de la
reaccién inflamatoria y otros mecanismos de tumorigénesis son también una parte de este
complejo proceso.

El analisis de polimorfismos genéticos y el estudio de su asociacién con enfermedades
han sido de gran valor para identificar genes asociados a enfermedades complejas como el
cancer. Un polimorfismo genético es una variacion alélica en la secuencia de ADN presente
en méas del 1-5% de los individuos de una poblacién. La combinacion de variantes
polimorficas de un importante nimero de genes con el estilo de vida y la exposicion a
factores ambientales puede llevar a determinadas enfermedades complejas como pueden
ser canceres no esporadicos, HTA o DM2*,

El 90% de la diversidad fenotipica humana proviene de las variaciones heredadas en
una sola base o single nucleotide polymorphism (SNP), que es la minima alteracion que
puede sufrir el ADN de un individuo y se trata del intercambio entre los pares de bases
adenina, citosina, timina y guanina. Se considera el polimorfismo mas comun y si no supera
ese 1% de la poblacion se denomina mutacién, y no polimorfismo®.

En el CG la susceptibilidad individual esta asociada a los polimorfismos presentes en la
mayor parte de la poblacién y a la propiedad que poseen de poder modificar el efecto de la
exposicién ambiental pudiendo esta interaccién gen-ambiente dar explicacion a la variacién
en la incidencia de cancer gastrico en el mundo®®. Esta susceptibilidad genética representada
por los polimorfismos genéticos podria desempefiar un papel clave en la amplia variedad de
procesos implicados en la carcinogénesis gastrica como son: a) factores de proteccion de la
mucosa géastrica (mucinas); b) la respuesta inflamatoria; c) variabilidad intrinseca en las
proteinas involucradas en los mecanismos de reparacion de ADN; d) variabilidad en la
respuesta a la desintoxicacion de compuestos carcindgenos llevada a cabo por las enzimas
metabdlicas; e) proteccion contra el dafio oxidativo de ADN; f) oncogenes y genes
supresores tumorales™. Muchos de los estudios realizados sobre este tema se han centrado
en los polimorfismos localizados en genes implicados en la respuesta inmune por la
importante labor que desempefia ésta en la inflamacién e integridad de la mucosa gastrica.
En general los estudios de asociacion, y en especial los de genes candidatos, presentan la
limitante de una falta de replicabilidad de los resultados cuando se intentan replicar en otras
poblaciones. Las causas atribuibles son: diferencias entre las muestras en cuanto a su origen
étnico y consecuente estructura poblacional, mezcla genética con otras poblaciones o
aislamiento genético de las mismas, diferentes patrones de desequilibrio de ligamento de los
genes estudiados, pequefio tamafio muestral, diferencias en el diagnostico de la enfermedad
y en los efectos ambientales a los que estan expuestas dichas poblaciones.

Sin embargo, los estudios sobre susceptibilidad genética en cancer gastrico todavia
son escasos y se han centrado principalmente en polimorfismos localizados en genes que
codifican la sintesis de mediadores bioldgicos implicados en el control de la respuesta
inmune. En este sentido, la interleuquina-1f (IL-1 ), su antagonista natural IL-1ra, el factor
de necrosis tumoral TNF-a y TNF-a (0 LT-B) son citocinas proinflamatorias con accion
inmunorreguladora, cuyos niveles se encuentran elevados en la mucosa gastrica de pacientes
con cancer gastrico. En el afio 2000, se publico en Nature un estudio que describia por
primera vez la asociacion de genotipos especificos de polimorfismos de la IL-1 con un
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incremento en el riesgo de desarrollar cancer géstrico®.

Posteriormente, EI-Omar describia un perfil genético proinflamatorio compuesto por
las variantes alélicas IL1B-511T, IL-1RN*2/*2, TNFA-308A e IL10 haplotipo ATA/ATA como
factor de riesgo asociado con el desarrollo de cancer gastrico de localizacién distal,
independientemente del tipo histolégico®™. Estos resultados fueron parcialmente
confirmados por estudios posteriores realizados en Portugal®® y en Japén *'. Sin embargo,
contrastan notablemente con los obtenidos recientemente por Zambon® en un estudio
realizado en lItalia, en el que los autores no encuentran ninguna asociacion entre los
polimorfismos de IL1 y TNF analizados previamente por El-Omar. Igualmente, en un estudio
caso-control realizado en Corea, Jang et al.*® describen la asociacion del alelo A del
polimorfismo localizado en la posicion —238 del TNFA con un menor riesgo de desarrollar
cancer gastrico pero no observan ninguna asociacion con el polimorfismo localizado en la
posicion -308 del mismo gen. Estas discrepancias en los resultados obtenidos podrian
deberse a las diferencias genéticas existentes entre las poblaciones analizadas y, como ya
sugiriera Zambon, pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios poblaciones en
diferentes areas geograficas para realmente determinar la influencia de dichos
polimorfismos en la susceptibilidad del cancer gastrico.

A pesar del importante papel que COX-2 parece jugar en el desarrollo del CG, se sabe
muy poco en relacion a la contribucion que determinadas variaciones en la secuencia del gen
COX-2 puedan tener en el desarrollo del cancer gastrico. En este sentido, se han identificado
varios polimorfismos localizados en el promotor del gen COX-2 cuyas variantes alélicas se han
asociado con variaciones en la capacidad de unién de esta proteina con diversos factores de
transcripcion como el NF-kB. Ademas, la presencia del alelo +9850G del gen COX-2 se ha
asociaodo con un mayor riesgo de desarrollar otros tipos de neoplasias como el cancer de
colon™.
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HIPOTESIS

La intensidad y naturaleza de la respuesta inflamatoria propia de cada individuo esta
genéticamente predeterminada y por tanto desempefia un papel clave en la génesis del CG al
modular el efecto de otros factores como la infeccién por Helicobacter pylori sobre el
individuo. Determinados polimorfismos genéticos de mediadores bioldgicos implicados en la
respuesta inflamatoria como la ciclooxigenasa-2 podrian permitir la identificacion de
pacientes susceptibles de desarrollar cancer de estbmago.

OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es analizar la influencia y potencial interaccion entre
los factores genéticos dependientes del huésped, definidos por los polimorfismos de COX2 o
PTGS2, y la infeccion por Helicobacter pylori en el desarrollo del CG en la poblacion
aragonesa.

Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos:

1. Determinar la prevalencia y el riesgo de CG asociado a la infeccién por H. pylori y de las
cepas CagA/VacA en una muestra poblacional aragonesa.

2. Determinar el genotipo, la frecuencia alélica y el riesgo de CG asociado a diferentes
polimorfismos de COX-2.

3. Determinar el riesgo de CG asociado a la infeccion por H. pylori y a los polimorfismos
genéticos de COX-2 estudiados en funcidn de la localizacién del tumor (cancer gastrico distal
/ cancer proximal o de la unién esofagogéstrica) y del tipo histolégico tumoral (intestinal,
difuso o indeterminado).

4. Analizar la potencial interaccién entre infeccién por H. pylori y los polimorfismos de COX-2
estimando el riesgo de CG ante la coexistencia de los mismos.
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METODOS
PACIENTES

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado 480 muestras de ADN gendomico
procedentes de una coleccion particular de 1.400 ADNs resultantes de la ejecucion de varios
proyectos FIS sobre epidemiologia genética del CG en Espafia (Pl 05/0405, PS09/00213,
PI115/00331) realizados por nuestro grupo (Grupo consolidado de Investigacion en Patologia
Digestiva de la DGA, Ref B-01). Las muestras se obtuvieron de 240 pacientes diagnosticados
de adenocarcinoma gastrico primario en 4 hospitales de la Comunidad Autbnoma de Aragén
(Hospital Universitario Miguel Servet, Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, San
Jorge de Huesca y Obispo Polanco de Teruel) durante el periodo comprendido entre mayo del
2004 y noviembre del 2010. Como controles se utilizaron muestras de ADN procedentes de
240 sujetos sin patologia gastrointestinal (donantes de sangre e individuos que acuden a
consultas externas para revision), emparejados por sexo y edad (x5 afios) pertenecientes a la
citada coleccibn de ADNs. En dicho estudio se excluyeron pacientes diagnosticados
previamente de CG que presentaron recidiva de su neoplasia, pacientes de raza no caucasica,
tipo histologico tumoral distinto de adenocarcinoma (linfoma de MALT, estroma, etc) o
pacientes que manifestaron su negativa a participar en el estudio.

La recogida de la informacidn se realizé previamente de forma estandarizada utilizando
una hoja de recogida de datos disefiada especificamente para el estudio. A cada
paciente/control se le hizo un cuestionario que incluia datos demograficos, habitos toxicos
(alcohol y tabaco) y existencia de antecedentes familiares de CG. También se recogi6
informacion referente al estadio tumoral TNM en el momento del diagnéstico, el tratamiento
recibido (cirugia, quimioterapia y radioterapia), la localizacién del tumor (distal / proximal o
de la union gastroesofagica) y el tipo histolégico tumoral (intestinal, difuso o indeterminado
segun la Clasificacién de Lauren). Los datos se almacenaron en una base Unica para su
posterior analisis y procesamiento.

A todos los pacientes y controles se les realiz una extraccion de 12 ml. de sangre que
se distribuyeron de la siguiente forma: 6 ml. en tubos venojet con silicona (para diagnéstico
seroldgico de infeccién por H. pylori) y 6 ml. en tubos con EDTA como anticoagulante (para
extraccion de ADN). A cada paciente se le asignd, segun su centro de procedencia, un codigo
formado por el numero del hospital (2 digitos) seguido de otros 3 digitos que identificaban al
paciente (Ej. 01-001). Las muestras se enviaron al Laboratorio de Patologia Digestiva en el
Centro de Investigacion Biomédica de Aragdn (CIBA) en Zaragoza donde se procesaron,
alicuotaron y almacenaron hasta su analisis.

Todos los individuos incluidos en el estudio fueron informados del caracter del mismo
por el médico responsable y dieron su consentimiento por escrito (referencias Comité Etico
de Investigacion Clinica de Aragon CEICA P1 05/20, PI 09/30 y Pl 15/0150).

La extraccion de ADN gendmico se realizé de forma automatizada (AutoGenFlex 3000)
en la Unidad de Gendmica del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS)/Universidad
de Zaragoza, cuyas instalaciones se encuentran ubicadas en el Centro de Investigacion
Biomédica de Aragon (CIBA). Una vez extraidos, los ADN se alicuotaron y almacenaron a -
20°C en el Laboratorio que el grupo de Patologia Digestiva tiene en el CIBA.

El andlisis seroldgico de infeccion por H. pyloriy de las cepas CagA y VacA se llevé a
cabo en el servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza mediante
inmunoblotting, utilizando el kit Bioblot Helicobacter, Biokit SA, Barcelona, Espafa (Figura
7). Este método ha sido validado por nuestro grupo en estudios previos*
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Figura 7. Test biokit para el andlisis seroldgico de
infeccion por H. pylori y de las cepas CagA y VacA. Este
test determina la presencia/ausencia de bandas
proteicas de 116 kD (CagA), 89 kD (VacA), 35 kD
: (Ureasa B), 30 kD (Ureasa H), 26.5 kD (Ureasa A) y 19.5
’ kD (Ureasa E). Se considera indicador de infeccién la
presencia de una banda de 116 (CagA), 89 (VacA) 6 35
kD (ureasa B) o la presencia de dos bandas de 30
(ureasa H), 26,5 (Ureasa A) 6 19,5 kD (UreasaE).
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GENOTIPADO DE CICLOOXIGENASA 2

Los polimorfismos del gen PTGS2 analizados en nuestro estudio (-1195 G>A rs689466, -
765 G>C rs20417, 3050 G>C rs5277, +8473 T>C rs5275 y +9850 A>G rs4648298) fueron
seleccionados en base a su repercusion funcional y a estudios previos de asociacion con
otros canceres descritos en la Literatura. Las caracteristicas de dichos SNPs se resumen a
continuacion en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los SNPs de PTGS2 analizados en el estudio.

SNP? Gen Cromosoma Posicion”  TipoSNP  Alelos® MAF  HWE® Deteccion
rs689466 PTGS2 1 186681619 Promotor A/G  0.190 0.834 TagMan assay
rs20417 PTGS2 1 186681189 Promotor G/C 0.231 0.857 RFLP (Fau I)
rsS277 PTGS2 1 186679065 Promotor G/C 0.198 0.541 TagMan assay
rs5275 PTGS2 1 186673926 3-UTR T/C 0.304 0.378 TagMan assay
rs4648298  PTGS2 1 186672550 3-UTR A/G  0.029 0.483 RFLP (Alu 1)

MAF: alelo de menor frecuencia. RFLP: Restriction fragment length polymorphism.

4SNP identificacion seguin la base de datos NCBI.

®Posicion en el cromosoma de acuerdo con the Genome Reference Consortium Human Build 38.p2 (GRCh38.p2).
‘Alelos Mayor/menor

%Los valores de P en la poblacién control se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

El genotipado de los 5 SNPs se realiz6 mediante ensayos de discriminacion alélica 5'-
nucleasa (sondas TagMan R-MGB) y métodos basados en PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism).

Las sondas de hidrolisis TagMan® son oligonucledtidos (18-22 pb) marcados con un
fluorocromo donador (reporter) en el extremo 5’ y con una molécula inhibidora (quencher)
en el extremo 3’. La proximidad del quencher a la molécula donadora en una sonda intacta
provoca la inhibicién de la sefial fluorescente. Para el genotipado de SNPs se utilizan dos
sondas TagMan especificas, una para cada alelo marcadas con fluorocromos distintos,
generalmente VIC y FAM. Durante la amplificacion del ADN diana, si la sonda hibrida
completamente con su cadena complementaria en el ADN molde, ésta sera hidrolizada por la
actividad 5’ exonucleasa de la polimerasa. La degradacién de la sonda separa el fluorocromo,
rompiendo la proximidad entre éste y el quencher, permitiendo asi la emision de
fluorescencia. La fluorescencia detectada es directamente proporcional a la cantidad de
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fluorocromo liberado y, por lo tanto, a la cantidad de ADN de interés presente en el producto
de PCR.

El anélisis de los SNPs -1195 G>A (rs689466), +3050 G>C (rs5277) y +8473 T>C (rs5275)
se realiz6 con sondas Tagman mediante el uso de ensayos especificos para cada SNP
proporcionados por Applied Biosystems (TagMan® Pre-Designed Assays-on-demand Kits;
Assay ID: C_ 2517145 20 para rs689466, Assay ID: C_ 7550198 10 para rs5277 y Assay ID:
C__ 7550203 10 para rs5275). Las amplificaciones se llevaron a cabo de acuerdo con el
procedimiento estandar indicado por el fabricante. El andlisis final de PCR y lectura de
fluorescencia se realizd en un equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Madrid, Espafia) (Figura 8).

Allelic Discrimination

Allele Y (Allele 2)

Allele X (Allele 1)
@Allele X @Aliele Y th ENTC
Marker: COX-2 3050 Well(s): A1-H12

Documen t: COX-2-3050 placad.sds (Allelic Discrimination)

#¢Undetermined

Figura 8. Genotipado mediante sondas TagMan®. Diagrama de puntos de un experimento de genotipado de
COX-2 +3050 (rs5277). En rojo, fluorescencia obtenida por el fluorocromo VIC, que en este caso marca la sonda
disefiada para el alelo X (G). En azul, fluorescencia obtenida con FAM que marca el alelo Y (C) y en verde, ambas
fluorescencias que representarian a los heterocigotos GC.

El genotipado de los SNPs -765 G>C (rs20417) y +9850 A>G (rs4648298) se determind
mediante técnicas de RFLP utilizando las enzimas de restriccion Fau | (New England Biolabs,
Izasa, Barcelona) y Alu I (Invitrogen, Prat de Llobregat, Barcelona), respectivamente. Los
cebadores utilizados para amplificar las regiones que contienen ambos loci fueron: -765 F5’-
CCGCTTCCTTTGTCCATCAG-3/-765 R5 -GGCTGTATATCTGCTCTATATGC-3* 'y +9850 F5'-
CGTTCCCATTCTAATTAATGCCCTT-3/+9850 RS  ATTAAAACCCACAGTGCTTGACACA-3*,
respectivamente. El programa de PCR consistié en una desnaturalizacién inicial de 2 minutos
a 94°C, seguida de 35 ciclos (para el SNP -765 rs20417) 6 30 ciclos (para el +9850 rs4648298)
de 94°C a 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, y 72°C durante 30 segundos, y una
elongacién final a 72°C durante 5 minutos.

Para el analisis del SNP -765 G>C (rs20417) se incubaron 10 ulL de los productos de PCR
con 2 U (unidades) de Fau | durante 5 horas a 55° C. Los productos de PCR resultantes de la
digestion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2% dando lugar a dos
fragmentos de 122 y 187 pb (alelo C) o bien a un fragmento intacto de 309 pb (alelo G)
(Figura 9A). Para el andlisis del polimorfismo +9850 A>G (rs4648298) se incubaron 10 uL de
los productos de PCR con 2 U de Alu | durante 5 horas a 37 °C. Los fragmentos resultantes de
la digestion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2% dando lugar a dos
fragmentos de 349 y 196 pb (alelo G) o a un fragmento no digerido de 545 pb (alelo A)
(Figura 9B).
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Figura 9. Analisis de polimorfismos mediante enzimas de restriccion (RFLP). 9A. Gel de agarosa en el que se
muestran los fragmentos resultantes tras digestion enzimética con Fau | (-765 G>, (rs20417). El alelo G se
corresponde con el fragmento original de 309 pb y el alelo C con 2 fragmentos de 187 y 122. En el pocillo 1 se
muestra el marcador de 1 kb. 9B. Digestién enzimatica con Alu | (+9850 A>G, rs4648298). El alelo G se
corresponde con dos fragmentos de 349 y 196 pb mientras que el alelo A se corresponde con un fragmento no
digerido de 545 pb.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados se efectué mediante el paquete estadistico SPSS
22.0 (SPSS Ibérica, Madrid, Spain) y el paguete SNPassoc del programa R 3.0.2. En el andlisis
descriptivo inicial se calcularon las frecuencias relativas y absolutas para las variables
cualitativas y la media y la desviacion estandar (DE) para las variables cuantitativas. En el
caso de estas ultimas, se evaluo la normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La
relacién entre variables cualitativas se contrastd mediante tablas de contingencia usando el
test de chi-cuadrado (x°). Las variables cuantitativas (medias) se compararon mediante el test
t de Student o U de Mann-Whitney, utilizando uno u otro segun criterios de normalidad. Se
considerd estadisticamente significativa un valor de p<0.05.

En relacién al estudio genético, se evaludé en primer lugar el equilibrio de Hardy-
Weinberg para cada SNP en la poblacion control. Para ello, se compararon las frecuencias
genotipicas observadas con las frecuencias esperadas mediante el test de Chi-Cuadrado (x°)
con un grado de libertad (df). Una vez comprobado el equilibrio de Hardy-Weinberg (p> 0.05)
para cada SNP se realiz6 un andlisis bivariante para comparar las frecuencias genotipicas de
cada polimorfismo en pacientes y controles. El grado de asociacion de los diferentes SNPs
con la variable respuesta se estimé mediante los valores de Odds Ratio (OR) e intervalo de
confianza (IC) al 95% en los diferentes modelos de herencia evaluados (dominante, recesivo,
co-dominante y log-aditivo). La influencia de los factores genéticos en el desarrollo de CG se
evalué mediante analisis de regresion logistica ajustado por sexo, edad, status de infeccion
por H. pylori, habito tabdquico e historia familiar de CG. El estudio del efecto de las
interacciones gen-gen y gen-factores ambientales en el riesgo de CG se llevé a cabo mediante
construccion de un modelo de regresion logistica con la inclusion del término "interaccion™
como variable en el modelo de regresion. En todos los analisis realizados se considerd
estadisticamente significativo un valor de p<0.05. Sin embargo, y para abordar el aspecto de
la correccion por andlisis multiple, se consideré estadisticamente significativo un valor de p<
0.01 resultante de dividir el valor de 0.05 por el nUmero de polimorfismos analizados (5).

Por Gltimo, teniendo en cuenta una potencia de 0.90 y un valor alfa de 0.05 nuestro
estudio es capaz de detectar valores significativos en OR >1.74 0 <0.48. El calculo del tamafio
muestral se realizé6 mediante el programa Epidat 3.1.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y demogréaficas de la poblacién

Las caracteristicas clinico-demograficas de los controles y los pacientes con CG se
muestran en la Tabla 2. De los 240 pacientes con CG, en 44 (18,33%) el tumor se localiz6 en
la zona proximal o cardial del estbmago y en 196 (81.66%) el tumor se localizé en la zona
distal. De acuerdo con la clasificacién de Lauren® en 114 pacientes (58.16%) el tumor fue de
tipo intestinal, en 65 (33.16%) de tipo difusoy en 17 (8.67%) de tipo mixto o indeterminado.

En el andlisis univariante de las diferentes variables evaluadas en nuestro estudio,
observamos que la infeccion por cepas CagA de H. pylori fue significativamente mas
frecuente en los pacientes con CG que en los controles (68.34% vs. 44.16%; OR: 2.71, 95% IC:
1.83-4.01, p<0.0001) (Tabla 2). Por el contrario, no existieron diferencias significativas en la
prevalencia de cepas VacA+ entre pacientes y controles (44.2% vs 39.6%). En el analisis
estratificado por la localizacién del tumor (cardial/distal) observamos que la infeccion por
cepas CagA de H. pylori se asocié de forma especifica con un mayor riesgo de CG distal (OR:
3.09, 95% IC: 2.09-4.73, p<0.0001) pero no con el CG de localizacion cardial (OR: 1.56, 95%
IC: 0.77-3.17, p=0.21) (Tabla suplementaria 1). Igualmente, el anélisis segun el tipo
histoldgico tumoral (intestinal/difuso) revel6 la asociacién de la infeccion por cepas CagA de
H. pylori con un mayor riesgo de CG tanto de tipo intestinal (OR: 2.67, 95% IC: 1.62-4.39,
p<0.0001) como de tipo difuso (OR: 3.97, 95% IC: 1.97-7.98, p<0.0001) (Tabla suplementaria
2).

Ademas de la infeccion por cepas CagA de H. pylori, la existencia de antecedentes
familiares de CG se asocié con un mayor riesgo de CG (OR: 5.52, 95% IC: 2.39-12.73,
p<0.0001) (Tabla 2). En el andlisis estratificado por localizacion tumoral, la historia familiar de
CG se asocio tanto con el CG distal (OR: 5.87, 95% IC: 2.28-12.62, p<0.0001) como cardial
(OR: 6.21, 95% IC: 2.05-18.81, p=0.002) mientras que el consumo de tabaco lo hizo con un
mayor riesgo de CG cardial (OR: 4.03, 95% IC: 1.48-10.95, p=0.007) (Tabla suplementaria 1).
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Tabla 2: Caracteristicas clinico-demograficas de pacientes con CG y controles.

Controles Pacientes CG ORs (95% IC) P Value
n =240 n =240
Edad + SD (rango) 71.88+12.23 72+12.14
(29-96) (29-92)
Sexo 161V (67.1%) 161V (67.1%) 1(0.70-1.52) 0.84
79 M (32.9%) 79 M (32.9%)
Habito tabaquico
Nunca 133 (55.42%) 129 (53.75%) Referencia
Ex-fumador 33 (13.75%) 44 (18.33%) 1.37 (0.82-2.29) 0.24
Fumador actual 68 (28.33%) 64 (26.67%) 0.97 (0.64-1.47) 0.91
Desconocido 6 (2.5%) 3 (1.25%) NA NA
H. pylori + 154 (64.16%) 141 (70.85%) 1.36 (0.91-2.03) 0.15
CagA+ 106 (44.16%) 136 (68.34%) 2.71(1.83-4.01) <0.0001
VacA+ 95 (39.58%) 88 (44.22%) 1.2 (0.82-1.76) 0.38
Historia familiar de CG
No 211 (87.9%) 191 (79.58%) Referencia
Si 7 (2.91%) 35 (14.58%) 5.52 (2.39-12.73) <0.0001
Desconocida 22 (9.16%) 14 (5.83%) NA NA
Localizacion tumoral
Cardial 44 (18.33%)
Distal 196 (81.66%)

*Tipo histolégico tumoral

Intestinal 114 (58.16%)
Difuso 65 (33.16%)
Mixto o indeterminado 17 (8.67%)
"TNM estadio
Estadio | 29 (12.08%)
Estadio Il 26 (10.83%)
Estadio Il 48 (20%)
Estadio IV 108 (45%)
Sin determinar 29 (12.08%)
Tratamiento quirdrgico 176 (73.33%)
Quimioterapia 176 (73.33%)
Radioterapia 41 (17.08%)

GC, cancer gastrico; n, nimero de indivuduos; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; SD, derivacion

estandar; V, hombres; M, mujeres.

%Informacion correspondiente a 196 pacientes.
*Estadio clinico del tumor segun criterios de la Union Internacional contra el Cancer (UICC).

—
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Genotipado de los polimorfismos de PTGS2
Andlisis individual

En la tabla 3 se muestra la distribucién de los genotipos y las frecuencias alélicas de los
SNPs analizados (-1195 rs689466, -765 rs20417, +3050 rs5277, +8473 rs5275, +9850
rs4648298) en controles y pacientes con CG clasificados segun la localizacion y el tipo
histolégico tumoral. Ninguno de los 5 SNPs se desvié significativamente del equilibrio de
Hardy-Weinberg en el grupo control. Cuatro SNPs (rs689466, rs20417, rs5277 y rs4648298)
no influyeron en la susceptibilidad al desarrollo de CG (Tabla 4). Sin embargo, el
polimorfismo rs5275 se asocié de forma significativa con un mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad (modelo recesivo; OR: 1.92, IC 95%: 1.02-3.64) (Tabla Suplementaria 3). Dicha
asociacion mantuvo valores significativos también en el analisis multivariante tras corregir
por sexo, edad, infeccion por H. pylori, consumo de tabaco e historia familiar de CG (modelo
recesivo; OR: 2.14, IC 95%: 1.10-4.16), (Tabla 4), (Figura 1 del Anexo). Cuando los sujetos
fueron clasificados en funcion del status de infecciébn por H. pylori, observamos que la
asociacion entre rs5275 y CG mantuvo valores estadisticamente significativos sélo en el
subgrupo de individuos infectados por H. pylori (Tabla 4). El analisis de interacciones reveld
una interaccion estadisticamente significativa entre la infeccion por H. pylori y rs5275 en el
desarrollo de CG (p-interaccién = 0.018, modelo recesivo), (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de interaccion entre el SNP rs5275 de COX2 e infeccion por Helicobacter
pylori en el riesgo de cancer géstrico

Estatus de infeccidn por Helicobacter pylori

: . Helicobacter pylori — Helicobacter pylori +
Polimorfismo = 144 = 295
COX2 rsb275 Control Caso  OR (95% CI) Control  Caso  OR (95% CI)
Modelo recesivo
TT+CT 79 50 Referencia 145 123 1.34(0.87-2.05)
cC 7 8 1.81 (0.61-5.29) 9 18  3.16(1.32-7.58)

P for interaction = 0.018

n=ndmero de individuos. OR: Odds ratio. 95% ClI: Intervalo de confianza 95%

En el andlisis de asociacién estratificado por localizacién (cardial/distal, Tabla 6) y tipo
histoldgico tumoral (intestinal/difuso, Tabla 7) observamos que el SNP rs5275 se asocié con
un mayor riesgo de CG de predominio distal (modelo recesivo, OR: 2.06; 95% IC: 1.03 - 4.11,
p <0.03) y tipo histoldgico intestinal (modelo recesivo, OR: 2.38; 95% IC: 1.10 — 5.18, p
<0.02).

Analisis multivariante

El analisis de regresion logistica identifico la infeccion por cepas CagA+ de H. pylori (OR:
2.79; 95% IC: 1.87-4.17, p<0.0001) y la historia familiar de CG (OR: 5.56; 95% IC: 2.29-13.4,
p<0.0001) como factores independientes asociados a un mayor riesgo de desarrollar CG. En
relacién con el estudio genético, el SNP rs5275T>C se asocié con un mayor riesgo de CG (OR:
2.36; 95% IC: 1.19-4.68, modelo recesivo), principalmente de predominio distal (OR: 2.33;
95% IC: 1.13-4.80) y tipo histoldgico intestinal (OR: 2.76; 95% IC: 1.26-6.03) (Tabla 8).
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Tabla 3. Genotipos de los SNPs de PTGS2 analizados en pacientes y controles

rs689466 rs20417 rs5277 rs5275 rs4648298
Genotipos Genotipos Genotipos Genotipos Genotipos
A | AG | 66 | MAF | 66 | 6c | cc | MAF | 6 | oc | cc | MAF | TT | cT | cc | MAF | AA | AG | GG | MAF
(Cr?:tzrj'cgs 158 | 73 | 9 19 | 141 | 87 | 12 | 231 | 156 | 73 | 11 | 198 | 110 | 114 | 16 | 304 | 226 | 14 | - 2.9
Pacientes
G 149 | 85 | 6 | 204 | 154 | 73 | 13 | 206 | 160 | 74 | 6 | 179 | 112 | 99 | 20 | 327 | 224 | 16 | - 33
(n = 240)
(Cr?:C:;‘;'a' 25 | 17 | 2 | 238 | 28 | 14 | 2 | 204 | 30 | 14| - | 159 | 21| 18| 5 | 318 | 42| 2| - | 22
(Cr?_Dl'sgza)' 124 68 | 4 | 22 | 126|590 | 11 | 57 | 130| 60 | 6 | 183 | 91 | 81 | 24 | 329 | 182 | 14 | - | 35
G
Intestinal | 67 | 46 | 1 | 21 69 | 40 | 5 | 219 | 75 | 36 | 3 | 184 | 53 | 46 | 15 | 333 |105| 9 | - | 39
(n=114)
(CnG_DéfS‘;SO 43 | 19| 3 | 192 | 44 | 16 | 5 | 20 46 | 18 | 1 | 153 | 20 | 28 | 8 | 403 | 62| 3 | - | 23
MAF: Frecuencia del alelo menor. n: nimero de individuos.
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Tabla 4: Asociacién de SNPs de PTGS2 y riesgo de cancer gastrico. Analisis estratificado segun el status de infeccion por H. pylori.

Genotipo Control  Genotipo CG Modelo Dominante Modelo Recesivo Modelo Log-Aditivo
doSNPID  A/a  H. pylori AA Aa aa AA Aa aa OR (95% IC)* P valor OR (95% IC)* P valor OR (95% IC)* P valor
rs689466 A/G  Totaln 158 73 9 149 85 6 1.12(0.76-1.64) 0.5773 0.61(0.20-1.86) 0.3847 1.04 (0.74-1.46) 0.8265

H. pylori + 101 49 4 83 56 2 1.34(0.83-2.16) 0.2263 0.52(0.09-2.92) 0.4465 1.22(0.79-1.89) 0.3644
H. pylori - 57 24 5 41 16 1 0.82(0.38-1.74) 0.6014 0.31(0.03-2.78) 0.2452 0.76 (0.40-1.45) 0.4006
rs20417 G/C Totaln 141 82 12 154 73 13 0.79(0.54-1.15) 0.2154 1.17 (050-2.70) 0.7207 0.87 (0.3-1.19) 0.3743
H. pylori + 86 61 7 90 44 7 0.72(0.45-1.15) 0.1624 1.06(0.36-3.13) 0.9136 0.80 (0.54-1.18) 0.2572
H. pylori - 55 26 5 36 18 4 1.10(0.54-221) 0.7992 1.38(0.34-5.55) 0.6512 1.12(0.64-1.95) 0.7019
rs5277 G/C Totaln 156 73 11 160 74 6 0.95(0.64-1.41) 0.8065 0.58(0.21-1.65) 0.3010 0.91(0.65-1.27) 0.5792
H. pylori + 102 45 7 96 41 4 091(0.56-1.49) 0.7165 0.61(0.17-2.14) 0.4321 0.89(0.58-1.34) 0.5654
H. pylori - 54 28 4 37 19 2 0.97(0.48-1.96) 0.9242 0.85(0.14-4.96) 0.8527 0.96 (0.53-1.74) 0.8852
rs5275 T/C  Totaln 110 114 16 112 99 29 0.96 (0.66-1.40) 0.8480 2.14(1.10-4.16) 0.0213 1.14(0.85-1.52) 0.3767
H. pylori + 67 78 9 57 66 18 1.14(0.72-1.82) 0.5784 2.40(1.04-5.54) 0.0353 1.29(0.90-1.86) 0.1663
H. pylori - 43 36 7 30 20 8 0.95(0.48-1.87) 0.8875 2.08(0.68-6.30) 0.1961 1.13(0.68-1.88) 0.6288
rs4648298 A/G Totaln 226 14 - 224 16 - 1.15(0.55-2.42) 0.851 NA" NA 1.14 (0.55-2.38) 0.853
H. pylori + 144 10 - 131 10 - 1.10(0.44-2.72) 1.000 NA NA 1.09 (0.45-2.07) 1.000
H.pylori- 82 4 - 53 5 - 193(0.49-7.53) 0.485 NA NA  1.89(0.48-7.20) 0.492

CG, cancer gastrico; n, nimero de individuos.
A/a, Alelos mayor/menor ; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza.
#p-valor, ORs, y 95% ICs Se calcularon mediante analisis de regresion logistica ajustado por sexo, edad, tabaquismo y antecedentes familiares de CG
Valor de P <0.05 se destaca en negrita

“NA; No aplicable.

——
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Tabla 6: Asociacion de SNPs de PTGS2 con subtipos anatémicos de cancer gastrico.

CG Cardial Genotipo Control Genotipo CG Modelo Dominante Modelo Recesivo Modelo Log-Aditivo
Gen dbSNPID Ala  AA Aa  aa  AA Aa aa OR (95% IC)? P valor OR (95% IC)? P valor OR (95% IC)? P valor
PTGS2  rs689466 A/G 158 73 9 25 17 2 1.33(0.66-2.69) 0.4246 0.85 (0.14-5.30) 0.8626 1.21 (0.67-2.20) 0.5341
PTGS2 rs20417 G/C 141 87 12 28 14 2 0.73(0.36-1.50)  0.3893 1.18 (0.23-5.99) 0.8401 0.81 (0.44-1.51) 0.5081
PTGS2  rs5277 G/C 156 73 11 30 14 - 1.11(0.53-2.33) 0.7754 0.22 (0.03-3.88) 0.2241 0.92 (0.49-1.75) 0.8029
PTGS2  rs5275 T/C 110 114 16 21 18 5 0.94 (0.47-1.88)  0.8615 2.05 (0.63-6.73) 0.2516 1.11(0.64-1.93) 0.7187
PTGS2  rs4648298 A/G 226 14 - 42 2 - 0.76 (0.17-3.51)  0.7812 NA" NA 0.98 (0.2-4.82) 1.000
CG Distal Genotio Control Genotipo CG Modelo Dominante Modelo Recesivo Modelo Log-Aditivo
Gen db SNP ID Ala  AA Aa aa AA Aa aa OR (95% IC)* P valor OR (95% IC)* P valor OR (95% IC)* P valor
PTGS2  rs689466 A/G 158 73 9 124 68 4 1.08 (0.72-1.63)  0.7125 0.56 (0.16-1.97) 0.3525 1.01 (0.70-1.45) 0.9644
PTGS2  rs20417 G/C 141 87 12 126 59 11 0.78 (0.52-1.17)  0.2252 1.14 (0.47-2.76) 0.7702 0.86 (0.62-1.20) 0.3742
PTGS2  rs5277 G/C 156 73 11 130 60 6 0.94 (0.62-1.42)  0.7558 0.76 (0.27-2.15) 0.6018 0.92 (0.65-1.31) 0.6578
PTGS2  rs5275 T/C 110 114 16 91 81 24 0.95(0.64-1.41)  0.8041 2.06 (1.03-4.11) 0.03907 1.12(0.83-1.53)  0.46012
PTGS2  rs4648298 A/G 226 14 - 182 14 - 1.24 (0.58-2.67)  0.6952 NA NA 1.18(0.53-2.6) 0.7001

A/a, alelos mayor/menor; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza.

0Rs y 95% ICs Se calcularon mediante andlisis de regresion logistica ajustado por sexo, edad, infeccién por H. pylori, tabaquismo y antecedentes familiares

de CG.

Valor de P <0.05 se destaca en negrita.

“NA: No

aplicable.

——
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Tabla 7: Asociacion de SNPs de PTGS2 con subtipos histolégicos de cancer gastrico.

CG Intestinal

Genotipo Control

Genotipo CG

Modelo Dominante

Modelo Recesivo

Modelo Log-Aditivo

Gen db SNP ID Ala  AA Aa aa AA Aa  aa OR (95% CI)* P valor OR (95% CI)* P valor OR (95% CI)* P valor
PTGS2  rs689466 A/G 158 73 9 67 46 1 1.27 (0.79-2.05)  0.3215 0.27 (0.03-2.27) 0.1624 1.12 (0.73-1.72) 0.6044
PTGS2  rs20417 G/C 141 87 12 69 40 5 0.91(0.57-1.46)  0.6981 0.90 (0.30-2.75) 0.8561 0.92 (0.62-1.38) 0.6952
PTGS2  rs5277 G/C 156 73 11 75 36 3 0.91(0.56-1.48)  0.7053 0.60 (0.16-2.25) 0.4278 0.88 (0.58-1.34) 0.5569
PTGS2  rs5275 T/C 110 114 16 53 46 15 0.97 (0.61-1.55)  0.8994 2.38(1.10-5.18) 0.0298 1.18 (0.82-1.69) 0.3729
PTGS2  rs4648298 A/G 226 14 - 105 9 - 1.38(0.58-3.30)  0.4922 NA NA 1.34 (0.55-3.27) 0.4992
CG Difuso Genotio Control Genotipo CG Modelo Dominante Modelo Recesivo Modelo Log-Aditivo

Gen db SNP ID Ala  AA Aa aa AA Aa  aa OR (95% CI)* P valor OR (95% CI)* P valor OR (95% CI)* P valor
PTGS2  rs689466 A/G 158 73 9 43 19 3 0.97 (0.52-1.82)  0.9169 1.40 (0.30-6.60) 0.6775 1.01 (0.59-1.74) 0.9603
PTGS2  rs20417 G/C 141 87 12 44 16 5 0.61(0.32-1.14) 0.1136 1.58 (0.46-5.47) 0.4762 0.76 (0.45-1.28) 0.3018
PTGS2  rs5277 G/C 156 73 11 46 18 1 0.81(0.42-1.54)  0.5098 0.44 (0.05-3.66) 0.3998 0.79 (0.45-1.39) 0.4043
PTGS2  rs5275 T/C 110 114 16 29 28 8 0.96 (0.52-1.76)  0.8940 1.73 (0.62-4.78) 0.3038 1.09 (0.68-1.76) 0.7204
PTGS2  rs4648298 A/G 226 14 - 62 3 - 0.78 (0.21-2.80) 0.705 NA NA 0.70(0.18-2.77) 0.7620

A/a, alelos mayor/menor; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianza.
0Rs y 95% Cls Se calcularon mediante andlisis de regresion logistica ajustado por sexo, edad, infeccién por H. pylori, tabaquismo y antecedentes familiares

de CG.

Valor de P <0.05 se destaca en negrita.

"NA; No aplicable.

——
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Tabla 8. Analisis de regresion logistica.

Cancer gastrico

Poblacién total CG Cardial

CG Distal

CG Intestinal

CG Difuso

Factor OR(95%Cl) PValor OR(95%IC) p Valor OR (95% IC) p Valor OR (95% IC) pValor OR(95%IC) pValor
Sexo 1.08 (0.68-1.71) 0.723 3.88(0.81-18.6) 0.090 0.94(0.58-1.52) 0.807 1.03(0.58-1.84) 0.896 0.63(0.31-1.27) 0.20
Edad 1.01(0.99-1.02) 0.465 0.97(0.94-1) 0.078 1.01(0.99-1.03) 0.084 1.02(0.99-1.04) 0.079 0.99(0.97-1.02 0.738
Infeccion por H. Pylori CagA+  2.79 (1.87-4.17) <0.0001 1.68 (0.78-3.60) 0.178  3.16 (2.04-4.88) <0.0001 2.88 (1.69-4.92) <0.0001 3.80 (1.85-7.80 <0.0001
Tabaco 1.76 (0.95-3.28) 0.072 3.30(1.21-8.95) 0.019 1.64(0.85-3.17) 0.140 0.91(0.39-2.12) 0.841 2.18(0.89-5.30 0.085
Antecedentes familiares de CG 5.56 (2.29-13.4) <0.0001 3.61 (0.97-13.3) 0.06 6.51 (2.56-16.5) <0.0001 9.05(3.41-24) <0.0001 4.03(0.92-17.6 0.064
rs5275 (modelo recesivo) 2.36(1.19-4.68) 0.013 2.07(0.63-6.82) 0.23  2.33(1.13-4.80) 0.021 2.76(1.26-6.03) 0.011 1.69 (0.53-5.42 0.373

CG= Cancer Gastrico. OR= Odds ratio. IC = Intervalo de confianza.
Valor de P <0.05 se destaca en negrita
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DISCUSION

Cox-2 es una isoenzima inducible que interviene en el metabolismo y conversion del
acido araquidonico a prostaglandinas las cuales son importantes mediadores de la respuesta
inmune a nivel gastrointestinal®. Su implicacién en el proceso de carcinogénesis gastrica
viene dada por su capacidad para estimular la proliferacién celular y la angiogénesis, inhibir
la apoptosis y aumentar la formacién de especies reactivas de oxigeno*. El gen PTGS2 o
COX2, que codifica la sintesis de Cox-2, se encuentra en el cromosoma 1g25.2-3 y esta
formado por 10 exones®. Recientemente, se han descrito variaciones en los niveles de
expresion de Cox-2 relacionados con polimorfismos localizados en zonas del gen que regulan
su transcripcion®®. En los Gltimos afios numerosos estudios han evaluado la posible
asociacion entre polimorfismos genéticos de COX2 y diferentes tipos de cancer. Sin embargo,
los estudios referentes al cancer de estomago aportan resultados poco concluyentes.

En nuestro estudio hemos analizado la influencia de 5 polimorfismos de COX2 (-1195
G>A rs689466, -765 G>C rs20417, 3050 G>C rs5277, +8473 T>C rs5275 y +9850 A>G
rs4648298) en el desarrollo del CG en Arag6n asi como las posibles interacciones con otros
factores como la infeccion por H. pylori. De los 5 polimorfismos analizados, observamos que
el SNP +8473 T>C rs5275 se asocidé de forma significativa con un mayor riesgo de desarrollar
CG, principalmente de localizacién distal y tipo intestinal, en individuos infectados por H.
pylori. El locus rs5275 T>C se localiza en el exon 10 del gen COX2, en la region UTR 3.
Estudios funcionales atribuyen a dicho SNP un papel importante en el control de la
transcripcion y de la estabilidad del ARNm*’. En un estudio publicado por Pu et al.*’ se
describe la asociacion del alelo C del SNP rs5275 con una reduccién del riesgo de desarrollar
lesiones premalignas orales (OPL). Un efecto protector similar en el riesgo de cancer de
pulmén se describe en 2 estudios realizados en China y Corea*®*°. Sin embargo, el alelo C de
rs5275 se ha asociado con un riesgo incrementado de cancer de pulmoén en 2 estudios
europeos realizados en poblacién caucésica “¥*° lo cual resulta compatible con el aumento
del riesgo de CG en individuos portadores del genotipo rs5275 CC observado en nuestro
estudio. Igualmente, un reciente estudio realizado por Lu et al.** corrobora nuestros
resultados describiendo un aumento del riesgo de CG en individuos portadores del alelo
rs5275 C. Las discrepancias en los resultados obtenidos en los diferentes estudios podrian
atribuirse a las diferencias en frecuencias alélicas existentes entre las poblaciones analizadas,
tamafios muestrales insuficientes o a diferencias en la metodologia aplicada en los estudios.

Otro hallazgo interesante de nuestro estudio es el hecho de que la asociacion
previamente descrita del SNP rs5275 y CG s6lo se observo en pacientes infectados por H.
pylori. Como ya hemos comentado previamente en la introduccion, existen estudios que
describen una asociacion directa entre la infeccion por H. pylori y la expresion de COX-2°%y
se ha sugerido que la sobreexpresion de COX-2 puede contribuir a la transformacién
neoplésica asociada a H. pylori®”®*. A nivel experimental, se ha demostrado en ratones que
la infeccion por H. pylori se asocia con un aumento de expresion de COX-2 y de produccion
de PGE2 que se observa ya a las 24 horas después de la inoculacién®. Tras este tiempo se
observo que el nivel de ARNm de COX-2 aumenté hasta cinco veces y los niveles de PGE2 se
triplicaron, lo que indica que la sintesis de COX-2 y PGE2 son factores relacionados con la
infeccion por H. pylori que por otra parte se sabe que influyen en el desarrollo de cancer
gastrico?®>2, lo cual ha sido confirmado por otros estudios>>®. Ademas, se ha comprobado
en pacientes con gastritis que la infeccién por H. pylori puede producir una respuesta de
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inflamacion local, cambio fenotipico de las células epiteliales, induccion de la proliferacion
celular e inhibicion de la apoptosis, lo que contribuye a un mayor riesgo de cancer®’. En el
mismo estudio, se detecté un aumento de COX-2 en pacientes con gastritis que eran H. pylori
positivos en comparacion con gastritis sin infeccion por H.pylori?’. La COX-2 se encuentra
sobreexpresada en el 50-80% de pacientes con cancer gastrico.

El mecanismo por el cual la infeccién por H. pylori causa la sobreexpresion de COX-2
no estd del todo claro. En un estudio in vitro se observd como la infeccion por H. Pylori
indujo la expresion de COX-2 y dxido nitrico (ON) mediante la activacion de AP-1 en células
epiteliales gastricas (AGS)°?®? siendo la transduccién de sefial inducida por H. pylori un
mecanismo crucial implicado en la expresién de COX-2%. A su vez se vio como la infeccién
por H. pylori estimuld la secrecién de gastrina que promueve la expresion de la COX-2
aumentando la vida media de su ARNm® y cémo la inhibicién del péptido liberador de
gastrina disminuyd la expresién de COX-2, lo que indica que la gastrina podria estar implicada
en la expresion de COX-2 inducida por H. pylori. Independientemente del mecanismo
implicado, lo que queda fuera de toda duda es la relacion entre infeccién por H. pylori,
sobreexpresion de COX-2 y CG, por lo que no resulta extrafio el hecho de que la asociacion
encontrada se observe en los pacientes infectados por H. pylori.

En relacion a la funcionalidad del polimorfismo rs5275 de COX-2 se conoce poco. El
analisis “in silico”® de la estructura del ARNm que contendria esta variante indicd que este
cambio de nucle6tido produce una interrupcion de 25 pb que conduce a la formacion de un
bucle adicional, lo que podria afectar la estabilidad del ARNm y por tanto el nivel de
expresion de COX-2. Se sabe que el aumento de la expresion de COX-2 puede deberse a la
regulacion de los eventos transcripicionales como post-transcripcionales. Una mayor
actividad de COX-2 se ha asociado con mayor riesgo de cdncer y mal prondéstico del mismo, y
la inhibicién de la COX-2 reduce la incidencia de una variedad de canceres®®. Asi, a la vista de
nuestros resultados, podriamos hipotetizar que la expresion de la variante alélica C, que se
asocio en nuestro estudio con un mayor riesgo de CG, podria ser superior a la expresion del
alelo salvaje. Sin embargo, esta hipotesis debe confirmarse en estudios in vitro, en los que se
demuestre la repercusién del polimorfismo en los niveles de expresion del ARNm de COX-2.
Por otra parte, otra posibilidad que no podemos descartar es que este polimorfismo no sea
funcional, sino que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo que
sea el realmente responsable de la asociacién.

En vista de los resultados obtenidos en nuestro estudio parece l4gico pensar que
aunque no hemos observado una relacién entre los SNPs de COX2 y predisposicion a la
infeccion por H. pylori, un sujeto infectado por dicha bacteria desarrolla una gastritis cronica
que conllevara un aumento en la expresién de COX-2 en la mucosa géstrica con sus posibles
repercusiones negativas; si esto ocurre, ademas, en un sujeto genéticamente susceptible,
determinado por la presencia de la variante rs5275 C, el ambiente de inflamacion crénica
podria favorecer el desarrollo de CG.

En relacion al resto de polimorfismos analizados en nuestro estudio, no encontramos
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre los SNPs -1195 G>A rs689466, -765
G>C rs20417, 3050 G>C rs5277 y +9850 A>G rs4648298 y variaciones en el riesgo de
desarrollar CG. En concordancia con nuestros resultados, no hemos encontrado en la
Literatura estudios que describan la asociaciéon de dichos SNPs con riesgo de CG en poblacion
caucasica.

Dong et al.”" en un meta-analisis en el que se incluyeron 47 estudios caso-control,
describe un aumento significativo del riesgo de cancer, y en particular de canceres del
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sistema digestivo (colorrectal, gastrico, esofagico, vias biliares, vesicula biliar y pancreatico),
en sujetos portadores del alelo A del SNP -1195 G>A rs689466. Sin embargo, el andlisis
estratificado por tipo de etnia revel6 que dicha asociacion mantenia valores significativos
s6lo en poblaciones asiaticas y no en caucasicos. En este sentido, Lu et al.’ describe la
asociacion del polimorfismo rs689466 con un mayor riesgo de CG en un reciente estudio
realizado en poblacion china. EI SNP rs689466 se localiza en el promotor del gen COX-2, en
una zona reguladora en la que se han descrito varios dominios de union a elementos
reguladores de la transcripcion del gen. Zhang et al.?® observé que la presencia del alelo A en
el locus rs689466 creaba un punto de union para el factor de transcripcion c-MYB que se
traducia en un aumento de la actividad transcripcional del gen. De esta manera, los
individuos homocigotos rs689466 AA presentaban niveles més elevados de RNAm en tejido
esofagico en comparacién con los sujetos portadores del alelo rs689466 G. Dicho aumento
en los niveles de expresion de COX-2 podria justificar la asociacion entre el SNP rs689466 y el
mayor riesgo de cancer de eséfago observado en el estudio. Liu et al.®® observa igualmente,
un aumento en la expresion de COX-2 en mucosa gastrica de individuos infectados por H.
pylori portadores del alelo rs689466 A y una asociacion significativa entre dicho SNP y mayor
riesgo de CG. Se necesitan estudios bien disefiados en diferentes areas geograficas y con
tamafios muestrales suficientes para poder determinar de forma mas concluyente la
contribucion del SNP -1195 G>A rs689466 en el riesgo de CG.

Aligual que ocurre con rs689466, muchos estudios han evaluado el efecto del SNP -765 G>C
rs20417 en la susceptibilidad al CG, principalmente en poblacion asiatica. Varios meta-analisis
concluyen la asociacion del alelo rs20417 C con un riesgo incrementado de CG™*"*. Sin embargo,
en el andlisis estratificado por tipo de etnia, la asociacion entre dicho SNP y riesgo de CG sélo se
observa en poblaciones asiaticas y no en caucésicos, hallazgo que concuerda con los resultados
obtenidos en nuestro estudio. EI SNP rs20417 se localizado en el promotor del gen COX-2.
Estudios in vitro han demostrado que la presencia del alelo rs20417 C produce la abolicién del
punto de unién de Sp1, un activador transcripcional de la expresion de COX-2, que se traduce
en una reduccién del 30% en la actividad transcripcional del gen*’. Zhang et al.”® observan
que la presencia de la variante rs20417 C también crea un punto de union para la
nucleofosmina (NPM), la cual se comporta como un inhibidor de la transcripcion. Sin
embargo, las notables diferencias étnicas en la distribucion de frecuencias y genotipos del
SNP rs20417 parecen influir en la actividad transcripcional del mismo”°.

Respecto al SNP +3050 G>C rs5277, varios estudios realizados en Austria, Noruega y
China®”"®"" describen la asociacién de rs5277 con un mayor riesgo de cancer de mama, pulmén
y vias biliares, respectivamente. Sin embargo, otros estudios no encuentran ninguna
asociacion o describen incluso un efecto protector de dicho SNP en cancer de colon™ vy
pulmén’®. En relacion al CG, la informacién relativa al efecto del SNP rs5277 en el riesgo de
CG es muy escasa. En uno de los pocos estudios descritos en la Literaura, Hussain et al.®’ no
encuentra ninguna asociacion entre dicho SNP y CG en un estudio realizado en China, al igual
que ocurre en nuestra poblacion.

Por ultimo, no hemos encontrado en la Literatura ningln estudio que evalle la
contribucion del SNP +9850 A>G rs4648298 en la susceptibilidad al CG. Si se ha descrito la
asociacién de dicho SNP con un mayor riesgo de cancer colorrectal®; riesgo reducido de
desarrollar dicha neoplasia® en incluso ningin efecto sobre el cancer de colon®. Estos
resultados poco concluyentes ponen de manifiesto la necesidad de disefiar estudios que
aborden el papel del polimorfismo rs4648298 en el riesgo del cancer en general y del CG en
particular.
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Conclusiones

En resumen, nuestro estudio realizado en poblacién aragonesa describe la asociacién
del SNP rs5275 +8473 T>C del gen PTGS2 y riesgo incrementado de desarrollar CG,
principalmente de localizacion distal y tipo intestinal, en individuos infectados por H. pylori.
Nuestros resultados ponen de manifiesto la necesidad de realizar estudios poblacionales
bien caracterizados, en diferentes areas geograficas y con un amplio nimero de pacientes
para poder determinar de forma concluyente la contribucion de los polimorfismos de PTGS2
en el desarrollo del CG. EI mejor conocimiento de los factores implicados en la etiologia del
CG nos ayudara a identificar qué subpoblaciones de individuos tienen mas posibilidades de
desarrollar cancer de estdbmago y precisan, por lo tanto, un seguimiento mas detallado o una
actuacion terapéutica precoz.

CONCLUSIONES

1. Los resultados de nuestro estudio muestran que la infeccién por cepas cagA de H.
pyloriy la existencia de antecedentes familiares de CG son factores de riesgo asociados
al desarrollo de CG en la poblacién aragonesa.

2. El polimorfismo rs5275 del gen PTGS2 se asocia con un mayor riesgo de desarrollar CG,
principalmente de localizacidn distal y tipo intestinal en individuos infectados por H.

pylori.

3. Los polimorfismos -1195 G>A rs689466, -765 G>C rs20417, 3050 G>C rs5277 y +9850
A>G rs4648298 no se asocian con riesgo de CG en nuestra poblacion.

4, Nuestros resultados deben ser verificados en estudios con mayor tamafio muestral y
en diferentes poblaciones.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

AA: Acido araquidonico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

AINES: Antiinflamatorios no esteroideos.

AGS: Células epiteliales gastricas.

Cag-PAl: Isla de patogenicidad Cag

CIBA: Centro de Investigacion Biomédica de Aragon.
CG: Céancer Géstrico.

DE: Desviacion estandar.

Df: grado de libertad

DM2: Diabetes mellitus 2.

H. pylori: Helicobacter pylori.

HTA: Hipertensién arterial.

IL-1 &: Interleuquina-14.

IACS: Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
LPG’s: Lesiones precancerosas gastricas.

MALT: Tejido linfoide asociado a la mucosa géstrica.
OPL: Lesiones premalignas orales.

OR: Odds Ratio.

PG: Prostaglandina.

SNP: single nucleotide polymorphism

TXA,: Tromboxano A.

VEGF-C: factor linfangiogénico.
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Anexos

ANEXOS

Tabla Suplementaria 1: Caracteristicas clinico-demogréaficas de los pacientes clasificados segun la localizacion tumoral.

Controles CG Cardial ORs (95% IC) P Valor CG Distal ORs (95% IC) P Valor
n =240 n=44 n=196
Edad @ SD (rango) 71,882 12,23 67,11+ 12,96 0.97 (0.94-0.99) 0.021 73,10 £11,70 1(0.99-1.03) 0.29
(29-96) (30-91) (29-96)
Sexo 161V (67,08%) 41V (93,18%) 120V (61,22%)
79 M (32,92%) 3 M (6,82%) 6.70 (2.01-22.33) 0.002 76 M (38,78%) 0.77 (0.52-1.25) 0.23
Tabaquismo
Nunca 133/234 (56,84%) 9/42 (21,43%) Reference 120/195 (61,54%) Reference
Ex-fumador 68/234 (29,06%) 24/42 (57,14%) 5.22(2.29-11.84)  <0.0001  40/195(20,51%)  0.66 (0.42-1.06) 0.10
Fumador actual 33/234 (14,10%) 9/42 (21,43%) 4.03 (1.48-10.95) 0.007 35/195 (17,95%)  1.13(0.67-1.92) 0.68
H. pylori + 154 (64,16%) 23/36 (63,89%) 0.98 (0.47-2.05) 0.99 118/163 (72,39%)  1.46 (0.95-2.26) 0.10
CagA+ 106 (44,16%) 20/36 (55,56%) 1.56 (0.77-3.17) 0.21 116/163 (71,16%)  3.09 (2.09-4.73)  <0.0001
VacA+ 95 (39,58%) 12/36 (33,33%) 0.76 (0.36-1.59) 0.58 76/163 (46,62%)  1.32(0.88-1.98) 0.18
Historia familiar de CG 7/218 (3,21%) 7/41 (17,07 %) 6.21 (2.05-18.81) 0.002 28/185 (15,13%)  5.87(2.28-12.62)  <0.0001

GC, cancer gastrico; n, nimero de individuos; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; SD, derivacién estandar; M, Hombres; F, Mujeres.

OR and 95% IC valores ajustados por sexo y edad. Valor P < 0.05 destacado en negrita.
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Anexos

Tabla Suplementaria 2:

Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes clasificados segun el tipo histoldgico tumoral.

Controles CG Intestinal ORs (95% IC) P Valor CG Difuso ORs (95% IC) P Valor
n = 240 n=114 n=65
Edad @ SD (rango) 71,88@ 12,23 74,11 £ 10,05 1.02 (0.99-1.04) 0.09 70,26 + 14.27 0.99 (0.97-1.01) 0.36
(29-96) (35-92) (29-96)
Sexo 161V (67,08%) 73V (64%) 35V (53,84%)
79 M (32,92%) 41 M (36%) 0.87 (0.54-1.39) 0.63 30 M (46,16 %) 0.57 (0.33-0.99) 0.06
Tabaquismo
Nunca 133 (55,42%) 72/113 (63,72%) Reference 40 (61,54%) Reference
Ex-fumador 68 (28,33%) 28/113 (24,78%) 0.76 (0.45-1.28) 0.35 17 (26,15%) 0.83 (0.43-1.57) 0.63
Fumador actual 33 (13,75%) 13/113 (11,5%) 0.73 (0.36-1.47) 0.73 8 (12,31%) 0.80 (0.34-1.88) 0.68
H. pylori + 154 (64,16%) 69/97 (71,13%) 1.37 (0.82-2.29) 0.25 40/50 (80%) 2.23 (1.06-4.69) 0.03
CagA+ 106 (44,16%) 66/97 (68,04%) 2.67 (1.62-4.39) <0.0001 38/50 (76%) 3.97(1.97-7.98)  <0.0001
VacA+ 95 (39,58%) 46/97 (47,42%) 1.36 (0.84-2.19) 0.22 24/50 (48%) 1.39 (0.75-2.58) 0.34
Historia familiar de CG 33/539 (6,1%) 19/105 (18.09%) 6.65 (2.7-16.41) <0.0001 8/65 (12,31%) 4.23(1.47-12.16)  0.008

GC, cancer gastrico; n, nimero de individuos; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; SD, derivacién estandar; M, Hombres; F, Mujeres.
ORy 95% IC valores ajustados por sexo y edad. Valor P < 0.05 destacado en negrita.
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Tabla Suplementaria 3: SNPs en el gen PTGS2 asociados con riesgo de cancer gastrico.

Andlisis univariante

Andlisis multivariante*

cloba Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo
dbSNPID | OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value
rs689466 0.71(0.25-2.03) 0.4106 | 1.18(0.81-1.71) 0.3921 | 0.66 (0.23-1.88) 0.4298 | 1.09 (0.78-1.51) 0.6175 0.65 (0.21-1.98) 0.5056 1.12(0.76-1.64) 0.5773 0.61 (0.20-1.86) 0.3847 1.04 (0.74-1.46) 0.8265
rs20417 0.99 (0.44-2.25) 0.3986 | 0.80(0.55-1.15) 0.2226 | 1.09(0.49-2.44)0.8372 | 0.87 (0.64-1.17) 0.3545 1.05 (0.45-2.47) 0.3497 0.79 (0.54-1.15) 0.2154 1.17 (0.50-2.70) 0.7207 0.87 (0.63-1.19) 0.3743
rs5277 0.53(0.19-1.47) 0.4607 | 0.93(0.64-1.35)0.7003 | 0.53(0.19-1.47)0.2136 | 0.88(0.64-1.22) 0.4574 0.59 (0.21-1.66) 0.5854 0.95 (0.64-1.41) 0.8065 0.58(0.21-1.65) 0.3010 0.91 (0.65-1.27) 0.5792
rs5275 1.78(0.92-3.46) 0.086 0.97 (0.68-1.38) 0.8547 | 1.92(1.02-3.64) 0.0404 | 1.12(0.85-1.47)0.4385 1.96 (0.98-3.91) 0.0472 0.96 (0.66-1.40) 0.8480 2.14(1.10-4.16) 0.0213 1.14 (0.85-1.52) 0.3767
rs4648298 1.15(0.55-2.42) 0.706 1.15(0.55-2.42) 0.706 NA" 1.15(0.55-2.58) 0.853 1.12(0.57-2.61) 0.6178 1.12(0.57-2.61) 0.6178 NA 1.12(0.57-2.76 0.7168
G Cardial Anélisis univariante Anélisis multivariante*
Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo
dbSNPID | OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value
rs689466 1.40 (0.29-6.88) 0.5238 | 1.46 (0.76-2.81) 0.2560 1.22(0.26-5.86) 0.8056 | 1.34(0.78-2.31) 0.2967 0.96 (0.15-6.09) 0.6735 1.33(0.66-2.69) 0.4246 0.85 (0.14-5.30) 0.8626 1.21(0.67-2.20) 0.5341
rs20417 0.84(0.18-3.96) 0.8294 | 0.81(0.42-1.58) 0.5418 | 0.90(0.20-4.19) 0.8971 | 0.85(0.49-1.50) 0.5763 1.04 (0.20-5.38) 0.6236 0.73 (0.36-1.50) 0.3893 1.18(0.23-5.99) 0.8401 0.81(0.44-1.51) 0.5081
rs5277 0.99 (0.50-1.99) 0.9701 | 0.87(0.44-1.72) 0.6816 | 0.22(0.01-3.87)0.2241 | 0.77 (0.42-1.42) 0.4701 0.85 (0.56-1.35) 0.1298 1.11(0.53-2.33) 0.7754 0.57 (0.07-4.86) 0.610 0.92 (0.49-1.75) 0.8029
rs5275 1.64 (0.54-4.95) 0.5041 | 0.93(0.49-1.76) 0.8169 | 1.79(0.62-5.18) 0.3006 | 1.07 (0.64-1.80) 0.7835 1.87 (0.54-6.45) 0.4551 0.94 (0.47-1.88) 0.8615 2.05(0.63-6.73) 0.2516 1.11(0.64-1.93) 0.7187
rs4648298 0.77 (0.17-3.51) 0.7264 | 0.77 (0.17-3.51) 0.7264 NA 0.77 (0.17-3.47) 1.000 0.98 (0.2-4.82) 0.977 0.98 (0.2-4.82) 0.977 NA 0.99 (0.2-4.86) 0.99
<G Distal Anélisis univariante Anélisis multivariante*
Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo
db SNPID OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value
rs689466 0.57 (0.17-1.88) 0.4041 | 1.12(0.75-1.66) 0.5770 | 0.53(0.16-1.76)0.2885 | 1.03(0.73-1.46)0.8698 | 0.58 (0.16-2.07)0.5431 | 1.08(0.72-1.63)0.7125 | 0.56(0.16-1.97) 0.3525 | 1.01(0.70-1.45)0.9644
rs20417 1.03(0.44-2.41) 0.3981 | 0.79(0.54-1.17) 0.2374 | 1.13(0.49-2.62)0.7764 | 0.87 (0.63-1.20)0.3878 | 1.03(0.42-2.52) 0.3800 | 0.78(0.52-1.17)0.2252 | 1.14(0.47-2.76)0.7702 | 0.86(0.62-1.20) 0.3742
rs5277 0.65(0.24-1.82) 0.7103 | 0.94 (0.63-1.40) 0.7717 | 0.66 (0.24-1.81) 0.4096 | 0.91(0.65-1.28) 0.5972 | 0.75(0.26-2.14) 0.8600 | 0.94(0.62-1.42) 0.7558 | 0.76(0.27-2.15)0.6018 | 0.92(0.65-1.31)0.6578
rs5275 1.81(0.91-3.62) 0.1016 | 0.98 (0.67-1.43) 0.9012 | 1.95(1.01-3.79)0.0452 | 1.13(0.84-1.51)0.4226 | 1.87(0.91-3.85)0.0806 | 0.95(0.64-1.41)0.8041 | 2.06(1.03-4.11)0.0390 | 1.12(0.83-153)0.4601
rs4648298 NA NA

1.24 (0.58-2.67) 0.5799

1.24 (0.58-2.67) 0.5799

1.23(0.58-2.62) 0.70

1.18 (0.53-2.60) 0.6876

1.18 (0.53-2.60) 0.6876

1.18 (0.53-2.61) 0.723

OR, odds ratio; 95% IC, 95% intervalo de confianza.
ORs y 95% IC en el analisis multivariante se ajustaron por edad, sexo, infeccion por H. pylori, fumadores y antecedentes familiares de CG.
Valor de P < 0.05 se destaca en negrita.
“NA; No aplicable.
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Tabla Suplementaria 4: SNPs en el gen PTGS2 asociados con riesgo de cancer géastrico.

cG Anélisis univariante Anélisis multivariante*
Intestinal Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo
dbSNPID | OR(95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value
rs689466 0.26 (0.03-2.11) 0.0615 | 1.35(0.85-2.14) 0.1989 0.23(0.03-1.81) 0.0927 | 1.15(0.77-1.73) 0.4995 | 0.30(0.04-2.56) 0.1645 1.27 (0.79-2.05) 0.3215 0.27(0.03-2.27) 0.1624 1.12(0.73-1.72) 0.6044
rs20417 0.85(0.29-2.51) 0.9362 | 0.93(0.59-1.46) 0.7504 0.87(0.30-2.54) 0.7992 | 0.93(0.64-1.37) 0.7195 | 0.87(0.28-2.70) 0.9246 0.91 (0.57-1.46) 0.6981 0.90 (0.30-2.75) 0.8561 0.92 (0.62-1.38) 0.6952
rs5277 0.57 (0.15-2.09) 0.6564 | 0.97 (0.60-1.54) 0.8840 | 00.56 (0.15-2.06) 0.3619 | 0.92(0.61-1.37) 0.6672 | 0.59 (0.16-2.24) 0.7202 0.91 (0.56-1.48) 0.7053 0.60 (0.16-2.25) 0.4278 0.88 (0.58-1.34) 0.5569
rs5275 1.95(0.89-4.23) 0.1115 | 0.97 (0.62-1.52) 0.90763 | 2.12(1.01-4.46) 0.0498 | 1.15(0.81-1.63) 0.4237 | 2.16(0.96-4.86) 0.0686 0.97 (0.61-1.55) 0.8994 2.38(1.10-5.18) 0.0298 1.18(0.82-1.69) 0.3729
rs4648298 1.38(0.58-3.30) 0.469 1.38(0.58-3.30) 0.469 NA" 1.38(0.58-3.21) 0.4992 1.34(0.55-3.27) 0.524 1.34(0.55-3.27) 0.524 NA 1.34(0.55-3.29) 0.5488
<G Difuso Anélisis univariante Anélisis multivariante*
Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo Codominante Dominante Recesivo Log-aditivo
dbSNPID | OR(95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value OR (95% IC) P value
rs689466 1.22(0.32-4.72) 0.9425 | 0.99 (0.55-1.76) 0.9614 | 1.24(0.33-4.73)0.7547 | 1.02(0.63-1.66) 0.9446 | 1.37(0.29-6.54) 0.842 | 0.97(0.52-1.82) 0.9169 | 1.40(0.30-6.60) 0.6775 1.01 (0.59-1.74) 0.9603
rs20417 1.34(0.45-4)0.1755 | 0.68(0.38-1.21) 0.18636 | 1.58 (0.54-4.67)0.4187 | 0.84(0.52-1.34) 0.4508 | 1.28(0.36-4.50)0.1294 | 0.61(0.32-1.14)0.1136 | 1.58(0.46-5.47)0.4762 | 0.76 (0.45-1.28) 0.3018
rs5277 0.31(0.04-2.45) 0.3940 | 0.77(0.42-1.39) 0.3787 | 0.33(0.04-2.56) 0.2162 | 0.74(0.44-1.25)0.2509 | 0.42(0.05-3.53)0.6303 | 0.81(0.42-1.54)0.5098 | 0.44 (0.05-3.66)0.3998 | 0.79 (0.45-1.39) 0.4043
rs5275 1.90 (0.74-4.87) 0.3522 | 1.05(0.61-1.82)0.8611 | 1.96(0.80-4.82)0.1542 | 1.19(0.77-1.83)0.4356 | 1.60(0.55-4.68)0.5389 | 0.96 (0.52-1.76)0.8940 | 1.73(0.62-4.78) 0.3038 1.09 (0.68-1.76) 0.7204
rs4648298

0.78 (0.22-2.80) 0.6981

0.78 (0.22-2.80) 0.6981

NA

0.79 (0.22-2.78) 0.7352

0.70 (0.18-2.77) 0.6044

0.70 (0.18-2.77) 0.6044

NA

0.70(0.17-2.77) 0.614

OR, odds ratio; 95% IC, 95% intervalo de confianza.

ORsy 95% Cl en el analisis multivariante se ajustaron por edad, sexo, infeccion por H. pylori, fumadores y antecedentes familiares de CG.
Valor de P < 0.05 se destaca en negrita.
NA; No aplicable.
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FIGURA 1
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Figura 1. Andlisis de la asociacion entre los SNPs de COX-2 analizados y el riesgo de CG. Representacion gréafica de los niveles p de

significacién en el andlisis multivariante segin los diferentes modelos de herencia. La variante COX2 rs5275 mantuvo valores
estadisticamente significativos en el modelo recesivo.
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