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Presentacion de la Tesis

“yo hago lo que usted no puede y usted hace lo que yo no puedo. Juntos podemos hacer grandes cosas”

Teresa de Calcuta

Presento esta Tesis como un compendio de tres publicaciones que se desprenden
de los trabajos de investigacion dirigidos por el Departamento de Epidemiologia del
Instituto Catalan de Oncologia y avalados por RETICC (Red Temaética de investigacion
cooperativa en cancer) y el Ministerio de Sanidad. Los trabajos han sido financiados en
gran medida por el Fondo de Investigacion Sanitaria. En estas publicaciones se recogen
los resultados relacionados con los distintos factores que modulan la evolucién de las
lesiones precursoras de cancer gastrico (LPCG). El estudio se inici6 en el 2004 en la
provincia de Soria, una de las provincias espafiolas de alto riesgo de carcinoma gastrico,
con el fin de encontrar marcadores prondsticos que permitan seleccionar a los pacientes
con mas riesgo de cancer gastrico para su seguimiento. En el primer articulo se
identifican aquellos factores predictivos de cancer gastrico entre los pacientes con
lesiones precursoras relacionados con: los antecedentes familiares de carcinoma
géstrico, la existencia de infeccion por Helicobacter pylori (Hp), el consumo AINES
(anti-inflamatorios no esteroideos) y tabaco, asi como el tipo de LPCG. En el segundo,
y su ampliacion posterior, se evalla el efecto de los factores de virulencia del Hp, cagA
y vacA, en la evolucion de las lesiones precursoras siendo la primera vez que se analiza
la relacion del factor de virulencia vacA y su combinacion con cagA con la progresion
de estas lesiones. El tercer articulo, atendiendo a la susceptibilidad genética del
individuo como factor de riego de cancer, analiza por primera vez, la relacién de los

polimorfismos de los genes de mucinas con la evolucion de las LPCG.

Me incorporé para contribuir como patélogo en esta linea de investigacion en el
2005, recogiendo el legado de los trabajos que desde afios atras ya venia realizando el
Dr. Sanz Anquela en el campo de gastritis crénica y las LPCG que de ella se derivan,

patologias que en la actualidad, siguen siendo un problema de salud en nuestro medio.
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Introduccién

1. Perspectiva Historica de la Gastritis Cronica

Nuestros conocimientos sobre la gastritis crénica y las LPCG se remontan a dos
siglos atrés. La primera mencion de la gastritis en la literatura médica se debe a G.E.
Stahl en 1728. Boerhaave en 1771 y Broussais en 1808, realizan las primeras
descripciones de la gastritis cronica en “Ventriculis Inflammation” y “Histoire des
phlémagsies ou inflamamtions chroniques” respectivamente'. En 1830 Cruveilhier
observa la relacion de la gastritis crénica con la Glcera géstrica’. A mediados del siglo
XIX, en 1855, Handfield Jones describe la atrofia de la mucosa gastrica que mas tarde
Austin Flint en 1860 y Samuel Fenwick en 1870 relacionan con la anemia perniciosa’.
En 1883 Kupffer describe la presencia de glandulas de tipo intestinal en la mucosa
gastrica. Dielafoy a finales del siglo XIX, ya apuntaba a la gastritis crénica como
posible precursor del carcinoma gastrico debido a los cambios regresivos gue sufrian las

glandulas géstricas por la irritacion continuada.

En la primera mitad del siglo XX con el auge de la cirugia en pacientes con
ulcera péptica y cancer gastrico y la aparicion de las primeras técnicas de endoscopia
tanto de tubo rigido como semiflexible, se pudo disponer de piezas quirtrgicas gastricas
y biopsias de mucosa, aunque a ciegas y por succion, de pacientes vivos. Este hecho
mejord el estudio morfolégico de la gastritis* y permitié la realizacién de trabajos que
mostraron que la gastritis cronica siempre estaba presente en los pacientes con Ulcera
péptica>. También pusieron de manifiesto el vinculo existente entre la atrofia géstrica y

la metaplasia intestinal con el céancer géstrico®™®

. Aunque estos estudios eran
observacionales y se realizaron en grupos limitados y seleccionados de pacientes, sus
conclusiones constituyeron la base de nuestro conocimiento actual sobre la relacién de
la gastritis cronica con las distintas enfermedades géstricas'’. También sirvieron para
que Pekkan Laurén describiese los dos tipos principales de adenocarcinomas gastricos:

el adenocarcinoma de tipo intestinal y el difuso™.

A principios del siglo XX el estudio morfologico de la gastritis todavia estaba
muy limitado por las dificultades técnicas. Las piezas gastricas obtenidas de autopsias
presentaban en la mucosa cambios debidos a la agonia o la autolisis. Las piezas

quirargicas solo permitian el estudio de la parte proximal del estomago y la técnica
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provocaba distintos artefactos en la mucosa®®. Los endoscopios no alcanzaban la regién
antral gastrica y en ocasiones provocaban hemorragias masivas®. Las biopsias por
aspiracion a ciegas no eran muy representativas y las muestras que se podian obtener de

la mucosa gastrica eran escasas**.

La introduccion del endoscopio flexible por Basil Hirschowitz a mediados del
siglo XX revoluciond el mundo de la gastroenterologia. Este nuevo tipo de endoscopio
permitia visualizar y realizar biopsias mdltiples en todas las regiones de la cavidad
gastrica en el momento de la exploracion. La calidad de las muestras mejor6. Su
versatilidad favorecié la realizacion de estudios con poblaciones de mayor tamafio.
Las ventajas aportadas por el nuevo endoscopio permitieron avanzar en el conocimiento
de los factores fisiopatoldgicos de los diferentes tipos de gastritis'®, de sus bases
morfoldgicas™>® de sus factores etioldgicos y de sus caracteristicas epidemiolégicas®’.
También permitieron confirmar la asociacion de la gastritis cronica con las dos

principales enfermedades gastricas: la ulcera péptica™ y el cancer géstrico™®®.

La vinculacion de la gastritis cronica con el carcinoma gastrico, sobre todo con
el de localizacion distal, todavia se hace mas estrecha cuando en 1975 Pelayo Correa,

basado en estudios epidemiolégicos y patoldgicos®®?

, propone su modelo de
carcinogénesis gastrica. Correa considerd que el carcinoma gastrico es el resultado de
“una larga evolucion de lesiones precursoras en la mucosa gastrica (principalmente la
gastritis cronica atrofica y la metaplasia intestinal)”. El proceso comienza con la
inflamacién que mantenida en el tiempo daria paso a la atrofia de la mucosa gastrica, el
reemplazo de ésta por mucosa de tipo intestinal a lo que seguiria la displasia epitelial y
finalmente el carcinoma®. William Haensezl, apoyado por estudios de migraciones®,
observo que el desarrollo de carcinoma gastrico en los adultos de las zonas de alto
riesgo estaba determinado por la exposicion a algun factor medioambiental durante las
primeras décadas de la vida. Por tanto, el proceso de carcinogénesis comenzaria en la
infancia y su evolucion dependeria de factores medioambientales ademas de los habitos

dietéticos y de cierta susceptibilidad genética®*?.

La hipotesis carcinogenica de Correa denominada “Cascada de Correa” puso de
manifiesto que la gastritis crénica es un proceso dindmico® (ya considerado por Knud

Faber a principios de siglo XX?" y otros gastroenterélogos escandinavos como Siurala y

3



Introduccién

Vuorinen en los afios 60%), y que su historia natural estd modulada por distintos
factores pudiendo dar lugar al desarrollo de Ulcera péptica o de carcinoma géstrico. Este
ultimo precedido secuencialmente por atrofia gastrica, metaplasia intestinal y displasia.

Las tres lesiones consideradas como precursoras de cancer gastrico.

A pesar de todos los avances en el conocimiento de la gastritis cronica la
mayoria de los gastroenter6logos la seguian considerando como consecuencia de alguna
enfermedad gastrica y no como una entidad etiopatogénica. Los clinicos no tenian
interés en esta entidad, para ellos el principal factor etioldgico de las enfermedades
gastricas era las alteraciones en la secrecion acida'’. Todo dio un vuelco cuando en
1982 Marshall and Warren?® consiguieron aislar y cultivar desde biopsias géstricas de
pacientes con ulcera péptica y gastritis, una bacteria en espiral que ya se habia
observado en la cavidad gastrica de los perros a finales del siglo XVIII por Bizzozero y
con posterioridad en la cavidad gastrica humana por Freedberg en 1940°°, pero no se
habia podido aislar ni cultivar. Originalmente denominada Campylobacter pylori, en
1989 se cred un nuevo género para esta bacteria: Helicobacter®. Lo que consiguieron
Marshall and Warren supuso un cambio en la concepcion etiopatogénica de las
enfermedades gastricas.

Diferentes estudios demostraron la relacién causal entre el Hp y la gastritis®*®,
la Ulcera duodenal®®*° y la dlcera gastrica**>. En 1994 fue clasificado como factor
carcinogénico humano por la International Agency for Research on Cancer (IARC)*.
Varios trabajos contribuyeron a reconocer al Hp como un carcinégeno humano. Dos
trabajos publicados en 1991 en el “Journal of the National Cancer Institute” por el
equipo de Parsonnet* y el equipo de Talley® establecieron una asociacién directa entre
el adenocarcinoma gastrico distal y la infeccion por Hp. Parsonnet evaluando la
prevalencia de la bacteria en las piezas de gastrectomia por adenocarcinoma gastrico y
Talley determinando los niveles de anticuerpos para Hp en los pacientes diagnosticados
de cancer gastrico. Estudios de cohorte histérica en Hawai*®, California*” y el Reino
Unido®® establecieron la relacién de temporalidad entre la infeccién por Hp y el
desarrollo del carcinoma®. También se observé que una de las diferencias entre las
poblaciones de alto riesgo y bajo riesgo de cancer gastrico era que en las primeras

existia una alta prevalencia de infeccion por Hp en la infancia, por lo que se considerd
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que aquel factor medioambiental postulado por William Haensezl en 1972 era esta

bacteria®®.

El hecho de que existiera un agente infeccioso causante de la gastritis cronica y
sus secuelas abria las puertas para el tratamiento y la prevencion de las enfermedades
géastricas. Aumentd el interés por la gastritis por parte de maltiples disciplinas que se
tradujo en un sinfin de reuniones, conferencias, investigaciones y publicaciones que
derivo en una gran diversidad de enfoques y de terminologias que no ayudaban en la

practica clinica y generaban malos entendidos entre los clinicos y los patélogos™.

Ante este panorama, entre 1988 y 1990 George Misiewics y Guido Tytgat
lideraron un grupo de trabajo constituido por gastroenterélogos y patélogos europeos.
Lo integraron: Robert Strickland como principal representante de los clinicos y
endoscopistas. Stewart Goodwin como microbiélogo. Como pat6logos, Ashley Price y
Pentti Sipponen representaban a un importante grupo de pat6logos europeos como:
Bogomoletz, Dixon, Haot, Heilmann, Solcia, y Stolte. El objetivo fue: promover un
lenguaje comdn aplicable a los nuevos conocimientos de la historia natural de la
gastritis cronica, proporcionar pautas sencillas para la valoracion microscopica de las
biopsias gastricas y proporcionar una clasificacion aplicable tanto en la clinica como en
la investigacion. Sus conclusiones se presentaron en 1990 en el congreso mundial de
gastroenterologia en Sidney®’. El resultado fue una guia practica que inclufa: la
descripcidn de las principales LPCG, un método para la toma de biopsias en la cavidad
gastrica, un sistema de graduacion histoldgica para las lesiones (la inflamacion, la
atrofia y la metaplasia intestinal) y una clasificacion consensuada de la gastritis. Se

denominé Sistema de Sidney®2.

Los pat6logos americanos entre los que se encontraban Pelayo Correa, Jonson H.
Yardley y Rubin criticaron con dureza el Sistema de Sidney®***. En su opinién
cometieron errores de concepto y malentendidos a la hora de describir los distintos tipos
de gastritis y la clasificacion les parecié incompleta y no representativa. Asi que por
iniciativa americana se llevo a cabo una nueva reunion de consenso en Houston en
1994. El resultado fue el Sistema de Sidney Actualizado que se publicé en 1997°°. En él
se llega a un acuerdo en cuanto a la nomenclatura de los distintos tipos de gastritis

cronicas. Se recomienda una toma de biopsia de la incisura angularis ademas de las

5
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cuatro recomendadas inicialmente del cuerpo y del antro y se afiadieron escalas visuales
para la graduacion histoldgica de las distintas lesiones encontradas en la biopsia de la

mucosa gastrica.

El interés en la clasificacion de la gastritis cronica y en la valoracion de las
LPCG que de ella se derivan radica en la posibilidad de poder predecir en qué casos su
evolucion va a dar lugar a formas graves de enfermedad géstrica y en qué casos la
aplicacion de un tratamiento permitiria prevenirlas. Actualmente, con el desarrollo de la
biologia molecular y los estudios genéticos, ha mejorado el conocimiento de los
mecanismos etiopatogénicos de la gastritis crénica y la carcinogénesis gastrica. En un
futuro pueden aportar informacion sobre posibles factores pronésticos que ayuden a
predecir la evolucion de las LPCG vy a elegir los tratamientos mas adecuados para

prevenir e incluso curar la ulcera péptica y el cancer gastrico®.

2. Clasificacion de la Gastritis Cronica

A lo largo de la historia, a medida que evolucionaban los conocimientos sobre
de la gastritis cronica, se fueron elaborado numerosas clasificaciones basadas en
distintos criterios que han llevado a denominar de varias maneras a una misma entidad

bioldgica.

Rudolf Schindler combinando el endoscopio semiflexible y las biopsias
quirargicas de la mucosa gastrica mediante laparotomia, elaboré la primera clasificacion
moderna de las gastritis cronicas en 1947. Dividi6 a las gastritis en agudas y cronicas.
Las gastritis crénicas las subdividié en tres tipos: gastritis crénica superficial,

gastritis crénica atréfica y gastritis cronica hipertrofica.

Whitehead et al en 1972'® elaboraron una clasificacién morfolégica de las
gastritis de acuerdo con: (1) el tipo de mucosa afectada: cardial, corporal o fdndica,
pilorica o antral y transicional o indeterminada; (2) el tipo y grado de inflamacion:
superficial o profunda; leve, moderada o severa; con o sin atrofia; (3) la actividad del
proceso inflamatorio; y (4) la presencia y el tipo de metaplasia: pseudopildrica o
intestinal. Distinguieron dos tipos de gastritis cronica la gastritis superficial y la
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gastritis cronica atréfica. En esta clasificacion es la primera vez que se introduce
como parametro la activad del proceso inflamatorio, entendiendo como tal la presencia

de neutréfilos en el epitelio foveolar y en las criptas' (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros morfoldgicos de la clasificacion de la Gastritis cronica por Whitehead et al. 1972

Tipo de mucosa Tipo de gastritis Intensidad Actividad Metaplasia
Cardial
- . Leve . -
Fundica o corporal Superficial No activa Pseudopilérica
o . i Moderada . .
Transicional o intermedia Atrofica Activa Intestinal
S Severa
Antral o pilérica

Strickland y Mackay en 1973" siguiendo criterios fisiopatolégicos y
topograficos establecieron dos tipos de gastritis atrofica: El tipo Ay el tipo B. El tipo A
es una gastritis limitada al cuerpo gastrico, mediada por mecanismos autoinmunes
(presencia de anticuerpos contra células parietales) y se relaciona con la anemia
perniciosa. El tipo B se origina en el antro y con el tiempo se extiende a todas las
regiones gastricas, estd mediada por agentes medioambientales, se relaciona con la
Ulcera gastrica y es la mas frecuente. En ambos tipos de gastritis, la atrofia y la
metaplasia intestinal son frecuentes y las dos tienen posibilidades de evolucionar a
cancer gastrico. Esta clasificacion ponia de manifiesto la importancia de la distribucién
de las lesiones a la hora de determinar la etiologia y la patogenia de la gastritis.

En 1975 Glass y Pitchumoni?’, basados en la clasificacion de Strickland®®,
proponen un tercer tipo de gastritis cronica el tipo AB. En este tipo se ven afectados
tanto el antro como el cuerpo gastrico, independientemente de que existan 0 no
anticuerpos anticélulas parietales. Predispone tanto a la ulcera gastrica como al
carcinoma gastrico. El tipo B, lo reservan para la afectacion antral y el tipo A, para la

afectacion corporal.

Correa en 1980'" basandose en criterios etiopatogénicos divide a las gastritis
crénicas en: (1) gastritis crénica autoinmune, concordante con el tipo A Strickland™;

(2) gastritis cronica hipersecretora, producida por stress, limitada al antro,

7
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relacionada con la Glcera duodenal pero no con el carcinoma gastrico; y ni la atrofia, ni
la metaplasia intestinal son frecuentes; y (3) gastritis cronica medioambiental,
equivalente a la gastritis tipo B de Strickland™ y tipo AB de Glass®'.

Posteriormente, tras el descubriendo del Hp, Correa en 1988% modifica la
clasificacion previa y siguiendo un criterio clinico-patoldgico define cinco tipos gastritis
cronica: (1) gastritis crénica superficial como estadio inicial de los otros tipos; (2)
gastritis difusa antral debida al stress, a la hipersecrecion o al Hp. Ambas gastritis no
atrdficas; (3) gastritis postgastrectomia o gastritis por reflujo; (4) gastritis atrofica
corporal difusa, mediada por mecanismos autoinmunes concordante con la gastritis
tipo A de Strickland”® y (5) gastritis atréfica multifocal debida a factores
medioambientales, la dieta e incluso al Hp, concordante con el tipo B de Strickland™
(Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de la gastritis cronica por Correa 1988

Correa 1988° Etiologia Strickland™® | Glass®’ | Correa 1980%

Gastritis cronica

superficial

S Stress, hipersecrecion o ) )
Gastritis difusa antral ) ) Tipo B | Hipersecretora
Helicobacter pylori

Gastritis )
. reflujo

postgastrectomia
Gastritis atrdfica ) ) ) )

) Autoinmune Tipo A Tipo A | Autoinmune
corporal difusa
Gastritis atrdfica ] ] ] . . Medio

. Dieta, Helicobacter pylori Tipo B TipoAB )

multifocal ambiental

Paralelamente en Europa Wyatt y Dixon®, Stolte y Heilman®’, basan sus
clasificaciones en criterios etioldgicos y topogréficos y utilizan la nomenclatura
alfabética para definir los distintos tipos de gastritis cronicas. Wyatt y Dixon distinguen
tres tipos de gastritis: la gastritis tipo A, de naturaleza autoinmune; la tipo B, debida a

la bacteria Hp entre otras causas, y la gastritis tipo C o gastritis quimica, producida por
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reflujo. Los patologos alemanes, Stolte y Heilman, definian la gastritis tipo AB como
aquella debida a la combinacion de mecanismos autoinmunes y bacterianos (A de

autoinmune B de bacteriana).

En 1990 el Sistema de Siddney®**’ y su actualizacion posterior en 1994
siguiendo criterios topogréficos, morfoldgicos y etiolégicos, definid los distintos tipos
de gastritis cronicas y emple6 una terminologia comin aceptada en consenso con la
intencion de acabar con las discrepancias semanticas que existian a la hora de definir
una misma entidad (Tabla 3). Establecid dos tipos principales de gastritis cronicas: (1)
la gastritis no atrdéfica, producida por Hp, asociada con la Ulcera péptica duodenal y no
al carcinoma y (2) la gastritis cronica atrdfica. Dentro de las gastritis atroficas
distinguen dos tipos: la gastritis atrofica multifocal, de origen alimentario, que afecta
al cuerpo y al antro gastrico, relacionada con la infeccion por Hp y la segunda, la
gastritis atréfica autoinmune, que afecta a la region corporal gastrica de forma difusa
desarrollandose una anemia perniciosa. La gastritis por reflujo la incluye en el apartado

de gastritis quimica.

Tabla 3. Clasificacion de la gastritis cronica por el Sistema de Sidney

Strickland

Sidney®® L9735 Glass®’ Correa 1980Y Correa1988°  Alfabetica™5
Gastritis no atrofica Tipo B Hipersecretora GDA Tipo B
Gastritis atrofica . . . .
) Tipo A Tipo A Autoinmune GACD Tipo A
autoinmune
Gastritis atrofica ) ) ) )
. Tipo B Tipo AB Medioambiental GAM
multifocal
o Post- .
Gastritis quimica Tipo C

gastrectomia

GDA: Gastritis Difusa Antral; GACD: Gastritis Atrofica Corporal Difusa; GAM. Gastritis Atréfica Multifocal

El Sistema Sidney ademas, ideé un método semi-cuantitativo de graduacion de

la inflamacidn, atrofia, metaplasia, displasia y Hp. De tal manera que valora con el 0 a
la mucosa normal y la ausencia de Hp y con el 3 la intensidad severa, pasando por los
9
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grados 1 (leve) y 2 (moderada) ayudandose de escalas visuales (Fig. 1). Para ello
recomienda cinco biopsias de la cavidad géstrica: dos del cuerpo y dos del antro,
correspondientes a la curvatura mayor y menor de cada region, y una de la incisura
angularis (Fig. 2). En cada localizacion se identifica el tipo de lesion y el grado de
intensidad y se comparan las distintas localizaciones para definir el tipo de gastritis
cronica. Esta clasificacion es aceptada internacionalmente y ha permitido un mejor

entendimiento entre los clinicos y los patélogos.

Normal Mild Moderate Marked Normal Mild Moderate Marked

@

L)

e %

%[00

[ ]
Mononuclear Cells Intestinal Metaplasia

Fig. 1. Escalas visuales para la graduacion de las lesiones gastricas y Hp segtin el Sistema de Sidney>
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B,)

Fig. 2. Representacion esquematica de la localizacion de las biopsias gastricas recomendadas por el
Sistema de Sidney. Dos de antro: una de curvatura menor (Al) y otra de curvatura mayor (A2); una de
incisura angularis (1A en sus siglas en inglés); dos de cuerpo: una de curvatura menor (B1) y otra de

curvatura mayor (B2)%.

3. Lesiones precursoras de cancer gastrico. Clasificacion y

estadificacion

Se define como lesiones precursoras aquellas alteraciones histolégicas que
favorecen el desarrollo de cancer’®. Son lesiones que lo preceden aunque no

necesariamente conducen a su desarrollo®®.

Actualmente tras la hip6tesis de Correa sobre la carcinogénesis gastrica en

1975% y sus actualizaciones posteriores®>®

se considera que el desarrollo del carcinoma
gastrico sobre todo de tipo intestinal es el resultado de un largo proceso que comienza
con una gastritis crénica y continua con el desarrollo paulatino de las que hoy se

consideran como LPCG: la atrofia géstrica, la metaplasia intestinal y la displasia.
3.1. Atrofia Gastrica

En la actualidad se define atrofia gastrica como la pérdida “apropiada de
glandulas” de la mucosa gastrica®’. Dentro de esta definicion se incluyen dos variantes
morfoldgicas: 1) aquella que cursa con la disminucion del namero de glandulas en la

mucosa gastrica, denominada atrofia no metaplasica y 2) aquella que conlleva la

11
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sustitucion de las glandulas habituales en cada region gastrica por otro tipo glandular no
propio de esa region (metaplasia pseudopilérica sobre mucosa corporal o fandica) o de
ese 6rgano (metaplasia intestinal), denominada atrofia metaplasica®’. Se puede
producir por dos mecanismos: a) por la destruccion de las células madre y/o de las
glandulas; b) por destruccion selectiva de las células epiteliales especializadas con la
conservacién de las células madre®”. Todo ello como resultado de un proceso

inflamatorio prolongado.

En la atrofia no metaplasica, la pérdida del nimero de glandulas provoca una
disminucion del grosor de la mucosa, aumento del espacio interglandular, fibrosis de la
lamina propia y colapso de las fibras reticulinicas interglandulares™ (Fig.3). Ademas, en
el caso de la mucosa antral, se observa una menor ramificacién glandular y en la
mucosa corporal se produce un acortamiento de los tibulos glandulares. Este tipo de
atrofia es la que mas cuesta reconocer y en la que hay menos concordancia diagnostica,

sobre todo cuando es leve y afecta a la region antral®

porque, habitualmente, en el antro
el componente fibroso de la lamina propia es mayor y la disposicion de las unidades
glandulares es mas irregular que en la mucosa corporal o fundica. Ademas cuando el
infiltrado inflamatorio crénico es muy intenso puede desplazar las glandulas
aumentando el espacio interglandular dando la sensacion de un aumento de la fibrosis o

puede ocultar las glandulas impidiendo su adecuada valoracion®.

En la atrofia metaplasica el epitelio especializado de las glandulas
mucosecretoras, en el antro, o de glandulas oxinticas, en el cuerpo, es sustituido por
epitelio no propio de esa localizacion o de ese érgano lo que conlleva una pérdida real
de tejido glandular funcional y por lo tanto una verdadera atrofia® (Fig. 4). La
metaplasia intestinal solo es marcador de atrofia cuando afecta a una unidad glandular
completa no cuando afecta solo a la porcién foveolar de la mucosa. En la regién
corporal y en la incisura angularis la sustitucion de las glandulas oxinticas por
glandulas mucosecretoras similares a las de la region antro-pilérica, lo que se conoce
como metaplasia pseudopilérica, también es un marcador de atrofia. En este caso
cuando la atrofia es marcada el parecido con la mucosa antral normal es tal que para
diagnosticar atrofia corporal es necesario la informacion del endoscopista sobre la
localizacion de la muestra. Cuando la metaplasia pseudopilérica afecta a la incisura

angularis es dificil distinguir una gastritis no atro6fica antral de una gastritis atréfica
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corporal con metaplasia pseudopilérica por eso en el caso de biopsias de la incisura

angularis solo se puede hablar de atrofia metaplasica cuando exista metaplasia

intestinal®*.

Fig. 3. Atrofia géstrica no metaplasica. H&E Fig. 4. Atrofia géstrica metaplasica. H&E

Teniendo en cuenta estas pautas, un grupo internacional de patologos constituido
por Méximo Rugge, Pelayo Correa, Michael F Dixon (Club de la Atrofia)®* propuso la
clasificacion de la atrofia gastrica actualmente méas utilizada. Sus objetivos fueron
mejorar el grado de acuerdo diagnostico entre los patdlogos, facilitar el reconocimiento
de la lesion y valorar su gravedad. En la clasificacion se distinguen cuatro categorias
atrofia ausente, indefinida para atrofia, atrofia no metaplasica y atrofia
metaplasica. En la categoria indefinida para atrofia se incluyen aquellos casos en los
que la intensidad del componente inflamatorio provoca tal distorsion arquitectural que
no permite una valoracion adecuada de la lesion, siempre y cuando, no exista metaplasia
intestinal. La gravedad de la atrofia se establece siguiendo las escalas visuales
recomendadas por el Sistema de Sidney™ (Fig. 1) considerandose tres grados: leve,

moderada y severa.

Partiendo de las recomendaciones del Sistema de Sidney y siguiendo el enfoque
del “Club de la Atrofia” un grupo internacional de gastroenter6logos y pat6logos,

63-65

OLGA (operative link for gastritis assessment)’*™, ha propuesto un sistema de

graduacion y estadificacion histolégica de la gastritis cronicas basado en la extension y
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gravedad de la atrofia, con la intencion de aportar una informacién pronostica que

permita en la préctica clinica identificar a los pacientes con mayor riesgo de progresion.

El Sistema de estadificacion OLGA, como se denomina, considera cinco tomas
de biopsias: dos de antro, una de incisura angularis, y dos de cuerpo. Valora la atrofia
(con o sin metaplasia) en cada region gastrica siguiendo las escalas visuales del sistema
de Sidney (Fig.1) puntuandola del 0 al 3 como ausente, minima, moderada y marcada
respectivamente. La estadificacion resulta de la combinacion del grado de atrofia en el
antro (donde se incluye la incisura angularis) y en el cuerpo, estableciéndose cuatro

%857 v un estudio de cohorte® este

estadios (Fig. 5). Segun dos estudios transversales
sistema de estadificacion resulta facil de manejar y ayuda en la identificacion de
pacientes en riesgo de progresion (aquellos con estadio de OLGA 111/VI) por lo que es

atil clinicamente al aportar informacion pronostica.

No Atrophy Mild Atrophy Moderate Atrophy
(score 0) (score 1) (score 2) (score 3)
No Atrophy (score 0) STAGE 0 {1

(including incisura angularis)

. stAcel

o Mild Atrophy (score 1)
e . (including incisura angularis)

| STAGEI

| Moderate Atrophy (score 2)
| (including incisura angularis)

N Severe Atrophy (score 3)
| (including incisura angularis)

Fig. 5. Estadios de la atrofia seguin sistema OLGA®**®

Algunos autores®® consideran un inconveniente que el sistema de estadificacion
de las gastritis cronicas por el método OLGA esté basado en la atrofia, lesion con muy
bajo grado de acuerdo a la hora de su valoracion™ 2. Aunque todavfa no se aplica en la

rutina diaria, se ha recomendado su utilizacion™.

14



Introduccién

3.2. Metaplasia intestinal

La metaplasia intestinal es el siguete paso después de la atrofia en la
carcinogénesis gastrica’. Se define como la sustitucién del epitelio glandular y foveolar
de la mucosa géstrica por epitelio intestinal®.

En cuanto a su origen se postula que la metaplasia intestinal es el resultado de la
mutacién de una o varias células madre pluripotenciales localizadas en el cuello de la
unidad glandular de la mucosa gastrica a partir de la cual se regeneraria el epitelio
destruido por el proceso inflamatorio’ . Actualmente Houghton et al.”® han planteado
que esa celula madre pluripotencial se origina en la médula 6sea y llega a la mucosa
gastrica reclutada durante el proceso inflamatorio. Esto que, por ahora, se ha observado
en modelos murinos experimentales se analiza e interpreta en el contexto de las
enfermedades humanas y se discuten las implicaciones que pueda tener en futuros
tratamientos’’. En cualquier caso, esta observacién pone de manifiesto la importancia de

la respuesta inflamatoria en la carcinogénesis gastrica.

La metaplasia intestinal varia en cuanto a su morfologia, perfil enzimatico vy el
tipo de secrecion de mucinas. Estas variaciones han dado pie a la elaboracion de varias

clasificaciones siguiendo distintos criterios’®®3

(Tabla 4). La clasificacién mas difundida
en la practica diaria es la que diferencia dos tipos de metaplasia intestinal: metaplasia
intestinal completa y metaplasia intestinal incompleta. Esta terminologia fue
introducida por autores Japoneses en los afios 70 del siglo pasado basandose en el perfil
enzimatico de las células metaplasicas. La metaplasia intestinal completa era aquella
que expresaba la mayoria de las enzimas propias del epitelio mucoso del intestino
delgado, mientras que en la metaplasia intestinal incompleta esas enzimas estaban

ausentes o solo se expresaban en parte’®%.

Otra de las clasificaciones mas utilizadas, pero en investigacion, es la que
propusieron Filipe y Jass en 1986%%. Esta basada en las caracteristicas morfolégicas y el
tipo de secrecion de mucinas identificadas mediante técnicas histoquimicas®. La
mucosa gastrica secreta habitualmente mucinas neutras mientras que la mucosa

intestinal secreta mucinas acidas de dos tipos: (1) sialomucinas, propias del intestino
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delgado y grueso y (2) sulfomucinas, sélo en el intestino grueso. Las mucinas neutras se
tifien de rojo y las mucinas acidas de tifien de azul con el AA-PAS 2.5 (en inglés alcian
blue- periodic acid Schiff pH 2.5). Con HID-AA 2.5 (en inglés high iron diamine-alcian
blue pH 2.5) la mucina acida sulfomucina se tifie de marron y las mucinas neutras y la
mucina acida sialomucina no se tifien®’. Teniendo en cuenta esto Filipe y Jass
distinguieron tres tipos de metaplasia intestinal: (1) el tipo I, aquella que secreta
sialomucinas, propias de la mucosa del intestino delgado; (2) el tipo 11, que secreta, a la
vez, mucinas neutras y la mucina acida sialomucina, propias de la mucosa gastrica y del
intestino delgado respectivamente y (3) el tipo 111, que expresa sulfomucina, mucina
acida propia de la mucosa del intestino grueso. El tipo | corresponde a la metaplasia
intestinal completa y los tipos Il y Il a la metaplasia intestinal incompleta

considerandose el tipo 11 como un paso intermedio entre el tipo I y el tipo 111%.

Tabla 4. Clasificaciones de la Metaplasia Intestinal®

Kawachi1974™® Completa Incompleta
Teglbjaerg 1978™ Tipo intestino delgado Tipo colénico
Jass 1979% Tipo | Tipo 1A Tipo 1B
Sipponen 1980%° Tipo intestino delgado Mls negativa Mis positiva
81 MC MII sin MII con
Segura 1983 MI ID-I M1 ID-II i ) )
colénica sulfomucinas sulfomucinas
Filipe1985% Tipo | Tipo Il Tipo I
o & MI de intestino . MII de intestino .
Baracchini 1990 MC colénica MII colénica
delgado delgado

MI: Metaplasia intestinal; Mis: metaplasia intestinal sulfomucina; ID: intestino delgado; MC: metaplasia

completa; MII: metaplasia intestinal incompleta

Conociendo que la mucosa gastrica normal se caracteriza por expresar los genes
de las mucinas MUC1, MUC5AC y MUCS6 y que la mucosa intestinal expresa MUC2 y
MUC3®, Reis et al*® mediante la determinacién inmunohistoquimica del tipo de

mucinas, observaron que la metaplasia intestinal tipo | se caracterizaba por la
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disminucion o ausencia de expresion de las mucinas gastricas MUC1, MUC5AC y
MUCS6, y la expresion de novo de la mucina intestinal MUC2, mientras que la
metaplasia intestinal tipo Il y tipo 111, coexpresaban las mucinas géastricas y las mucinas
intestinales. Ante estos hallazgos, Reis et al pusieron en duda la secuencia clasica de
evolucion entre los distintos tipos de metaplasia intestinal considerando, que la perdida
de expresion de las mucinas gastricas en la metaplasia intestinal tipo | y la conservacién
de esta expresion por parte de la metaplasia intestinal tipo 11 y Ill hace probable que
sean, 0 bien dos procesos de transformacion divergentes desde su origen, o bien que la
metaplasia intestinal tipo Il sea el primer paso en la trasformacion metaplasica de la
mucosa gastrica evolucionando al tipo | perdiendo la expresion de las mucinas géastricas

o al tipo 111 al producirse una alteracién en la sintesis de mucinas®®.

La metaplasia intestinal completa se caracteriza por la presencia de células
caliciformes, enterocitos con borde en cepillo y células de Paneth. Las células
caliciformes secretan sialomucinas propias del intestino delgado y se tifien de azul con
AA-PAS 2.5 y no se tifien con HID 2.5. Desde el punto de vista inmunohistoquimico las
células caliciformes pierden la expresion de MUC1, MUC5AC y MUCG6 y expresan
MUC?2, adquiriendo el fenotipo propio de la mucosa del intestino delgado (Fig. 6 Ay
B).

La metaplasia intestinal incompleta se caracteriza por la presencia de células
caliciformes con pequefias vacuolas intracitoplasmaticas y células columnares. Tendria
un aspecto parecido al colon. No se observan enterocitos con borde en cepillo ni células
de Paneth. Las células caliciformes secretan mucinas &cidas: sialomucinas y
sulfomucinas que se tifien de azul con AA-PAS 2.5. Las células columnares secretan
mucinas neutras y mucinas acidas y se tifien de rojo y azul respectivamente. Al secretar
sulfomucinas se tifien de marron con HID 25. Desde el punto de vista
inmunohistoquimico coexpresaria las mucinas propias de la mucosa gastrica, MUC1,
MUC5AC y MUC6, ademéas de MUC?2 propia de la mucosa intestinal, adquiriendo un
inmunofenotipo mixto (intestinal y gastrico) (Fig. 7 A, B, Cy D).
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Fig. 6 Ay B. Metaplasia intestinal completa. (A) con la tincion de H&E se aprecian las células de Paneth en la base
de las criptas ademas de las células caliciformes con vacuola intracitoplasmatica Gnica y los enterocitos con el ribete
en cepillo. Con la tincién histoquimica de AAPAS 2.5 (B) la vacuola de las células caliciformes se tifien de azul por
contener mucinas acidas que contrasta con las de color rojo de las mucinas neutras propias de la mucosa gastrica.
También se pone en evidencia el ribete en cepillo de los enterocito.

La metaplasia intestinal suele aparecer en la unién antro-cuerpo, a nivel de la
incisura angularis, como focos que, con el tiempo, tienden a aumentar de tamafio,
fusionarse y extenderse al antro, a la curvatura menor y al cuerpo. En el caso de los
pacientes con anemia perniciosa, que se caracterizan por la existencia de atrofia limitada
a la mucosa corporal gastrica, la metaplasia intestinal afectaria solo al cuerpo

respetando al resto de la cavidad gastrica®.

Aungue la metaplasia intestinal completa es mas frecuente, a medida que los
cambios metaplasicos se extienden, los dos tipos de metaplasia suelen coexistir pero,
cuanto mayor sea la extension de los cambios metaplésicos, la prevalencia de la
metaplasia intestinal incompleta aumenta®™®. Se considera extensa cuando afecta a
varias regiones gastricas, es moderada o marcada en més de una muestra®® o cuando se
observa un foco de metaplasia en una muestra muy escasa®. Se ha observado que la
extension de la metaplasia intestinal es un importante factor predictivo del riesgo de

carcinoma géstrico®>*®

por lo que algunos autores han establecido un sistema de
estadificacién histolégico de las gastritis cronicas basado en la localizacion y el grado

de la metaplasia intestinal, sin considerar el subtipo de metaplasia. Este nuevo sistema
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de estadificacion se denomina OLGIM (operative link on gastric intestinal metaplasia

assessment)® en contrapartida al OLGA®® (Tabla 5).

Fig. 7 A, B, Cy D. Metaplasia intestinal incompleta. (A) Tincién H&E. Se caracterizada por la presencia

de células caliciformes multivacuoladas, células columnares, ausencia de células de Paneth y enterocitos
con rebite en cepillo. Las células caliciformes se tifien de azul y las columnares de azul y rojo con la
tincion AAPAS 2.5 (B y C) al contener sus vacuolas mucinas acidas y neutras. Las mucinas acidas
corresponden a sialomucinas y sulfomucinas. Las sulfomucinas son tipicas de la metaplasia intestinal

incompleta se tifien de marron con HID 2.5 (D).

Teniendo en cuenta que la concordancia diagnostica inter-observador para la
metaplasia intestinal fue casi perfecta para estos autores, en comparacion con la de la
atrofia, consideran que el Sistema OLGIM es méas adecuado que el Sistema OLGA para
la identificacion de pacientes con gastritis crénica de alto riesgo de evolucion, siendo
mucho més rentable a la hora del seguimiento porque define y delimita mejor los
subgrupos en cada estadio®. Un estudio de seguimiento® confirma estas observaciones
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y pone de relevancia la importancia de la metaplasia intestinal como marcador para el

seguimiento de los pacientes con gastritis créonica.

Tabla 5. Sistema OLGIM para la estadificacion de la metaplasia intestinal®®.

Cuerpo
No Ml Ml leve MI moderada MI severa
Score Ml
(Score 0) (Score 1) (Score 2) (Score 3)
E No M | . . .
= Estadio 0 Estadio | Estadio Il Estadio Il
=3 (Score 0)
©
o® Ml leve . . . .
=3 Estadio | Estadio | Estadio Il Estadio 111
< 'S (Score 1)
c
o MI moderada . . . .
2 Estadio Il Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
S (Score 2)
=
~ MI severa ) ) ) )
Estadio 111 Estadio 111 Estadio IV Estadio IV
(Score 3)

MI: Metaplasia intestinal; OLGIM: operative link on gastric intestinal metaplasia assessment

Varios estudios®®83848695-109 han evidenciado la relacion de la metaplasia
intestinal incompleta con el carcinoma gastrico y su valor como marcador de riesgo de
cancer por lo que no solo la extensién sino ademas el subtipo de metaplasia intestinal
podrian ayudar a identificar a los pacientes con mayor riesgo de evolucién a cancer

gastrico® 10,

3.2.1. Metaplasia pseudopildrica

La metaplasia pseudopilérica se produce en el cuerpo gastrico, fundus y en la
incisura angularis cuando las glandulas oxinticas son sustituidas por glandulas
mucosecretoras, parecidas a las de la mucosa antral, al ser destruidas las células
parietales y principales por el proceso inflamatorio. La mucosa del cuerpo y de la
incisura angularis adquiere un aspecto parecido al antro. La distincion entre mucosa
antral y mucosa corporal o transicional con metaplasia pseudopilérica en una biopsia es
dificil si la localizacién de la toma de la biopsia no esta clara®™. Suele asociarse a

hiperplasia de las células endocrinas y a diferencia de las glandulas mucosecretoras de
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la region antral las glandulas metaplasicas no contienen células G, secretoras de gastrina
y secretan ambos tipos de pepsinégeno 1 y 11°°,

Recientemente, se ha observado que en la mucosa corporal gastrica atrofica con
metaplasia pseudopilorica se expresan altos niveles de un polipéptido espasmolitico, el
TFF2 (Trefoil factor family 2) en la base de la unidad glandular cuando, normalmente,
este polipéptido se expresa con niveles bajos en las células del cuello glandular**. Esto
ha dado pie a la definicion de un nuevo patron de metaplasia denominada metaplasia
con expresion del polipéptido espasmolitico (SPEM en inglés spasmolytic polypeptide-
expressing metaplasia). En este tipo de metaplasia desaparecen las células parietales, las
células principales desaparecen o se desdiferencian y la expresion de TFF2 se extiende
desde el istmo a la base de la glandulas corporales metaplasicas™'. Este patron de
metaplasia comparte las caracteristicas morfologicas de la metaplasia pseudopilérica, se
asocia con la infeccién crénica por Hp y también con el adenocarcinoma gastrico por lo

que podria representar otra via carcinogénica gastrica’.

3.3. Displasia epitelial

La displasia epitelial gastrica supone el pendltimo paso en la carcinogénesis
gastrica y estd asociada tanto al adenocarcinoma gastrico intramucoso como al
adenocarcinoma invasivo, sobre todo al tipo intestinal**2. Autores japoneses como

0™ y Nagayo™™ a principios de los afios 70 del

Nakamura a mediados de los afios 6
siglo pasado, ya consideraban determinas lesiones con atipia epitelial precursoras del
carcinoma gastrico, estableciendo unas de las primeras clasificaciones de la displasia

115
5

(Tabla 6). Fue un patélogo aleman, Grundmann en 1975, quien utiliz6 por primera

vez el término de displasia para referirse a esas lesiones.

Los criterios histoldgicos que la definen, establecidos por la OMS en 1978 y
recogidos por B.C. Morson®®, son tres: (1) alteraciones citoldgicas, (2) anomalias en la
diferenciacion y (3) distorsion arquitectural (Fig. 8). Se aplican tanto para el epitelio
metaplasico como para el epitelio no metaplasico, asi como para las lesiones planas
como las polipoides. Inicialmente, en funcion de la severidad en que esas alteraciones se

manifestaban la displasia se gradué en leve, moderada o severa®®:
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- Las alteraciones citoldgicas corresponden a un aumento de la relacion nucleo
citoplasma, variabilidad en la talla y la forma nuclear, ndcleos hipercromaticos, pérdida

de la polaridad nuclear y pseudoestratificacion nuclear.

- Las anomalias en la diferenciacion consisten, en el caso del epitelio con
metaplasia intestinal, en una pérdida o disminucion de las células caliciformes,
desaparicion de células de Paneth y estratificacion celular. En el caso de epitelio

gastrico no metaplasico se observa una disminucién de la secrecion mucosa.

- La distorsion arquitectural se caracteriza por irregularidad y ramificacion de
las criptas, disminucion del espacio interglandular, glandulas adosadas unas con otras,
aparicion de estructuras cribiformes y papilares debido a la proliferacion celular intra o

extra luminal.

Tabla 6. Clasificacion japonesa de la displasia géstrica****'®

Categoria Definicién Descripcion histolégica

Grupo | Mucosa normal y lesiones benignas sin Incluye: metaplasia intestinal, hiperplasia
atipia epitelial, regeneracion epitelial

Grupo Il Lesiones benignas, no neoplasicas, con 1. Mucosa géastrica metaplésica y no
atipia metaplasica  con  atipia  arquitectural

frecuentemente asociado a inflamacién

2. Pélipos hiperpléasicos con atipia producida

por erosion
Grupo Il Lesiones bordeline entre benignas y Lesiones con atipia arquitectural y citoldgica.
malignas Se aplica frecuentemente a lesiones

adenomatosas y a lesiones dificiles de
clasificar como benignas (no neoplésicas) o
malignas
Grupo IV~ Lesiones con alta sospecha de Lesiones sospechosas de malignidad
carcinoma

GrupoV  Carcinoma Adenocarcinoma
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Fig. 8. Displasia epitelial gastrica. H&E. (A) Distorsidn arquitectural. (B) Pérdida de la secrecion. (C)

Pseudoestratificacion nuclear.

A pesar de los criterios definidos, existe un factor subjetivo que provoca una
gran variabilidad intra- e inter-observador a la hora de su valoracién'’. La aplicacién de
los criterios es diferente entre los patdlogos occidentales y los patdlogos japoneses.
Algunas lesiones que los pat6logos japoneses llaman carcinoma gastrico los patdlogos
occidentales las consideran displasias gastricas™'®. Incluso la nomenclatura es diferente
en las dos partes de mundo. Todo esto ha dado pie a la existencia de distintas
clasificaciones (Tabla 7), lo que ha causado problemas a la hora de interpretar los datos
de los trabajos de investigacion sobre cancer gastrico y ha dificultado la creacién de

protocolos clinicos para el manejo de estas lesiones™™.

Por esta razon en abril de 1998 un grupo internacional de pat6logos europeos,
japoneses y norteamericanos, reunidos en la ciudad italiana de Padova, propusieron una
nueva clasificacion'®, adoptada por la OMS meses después, que se conoce cOmo
Clasificacion Internacional de Padova. Esta clasificacion reemplaza el término de
displasia por el de neoplasia no invasiva (NNi), porque los cambios histoldgicos y las
alteraciones moleculares que subyacen, se parecen al carcinoma gastrico,
diferenciandose de él en la falta de invasion. Se aplica tanto a las lesiones planas como a
las polipoides. En ambos casos, gradua la displasia en dos escalas: NNi de bajo grado y
NNi de alto grado.
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Tabla 7. Comparacion de los diferentes sistemas de graduacion de la Displasia gastrica

Nakamura 1866 Lesion benigna con . . Probable .
13114 o Lesiones bordeline ) Carcinoma
Nagayo 1971 Atipia ligera carcinoma
Grundmann1975'® | Displasia bajo grado Displasia de alto grado
Oehlert1979% Grado | Grado Il Grado 111
Ming 1979% Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Cuello et al 1979122 Displasia hiperplasia Displasia adenomatosa
uello et a
Leve severa Leve severa
s Cambios ) ] Displasia ) .
OMS 1979 . Displasia leve Displasia severa
regenerativos moderada
Hiperplasia regenerativa Displasia
ISGGC 198212 Simple Atipica Moderada severa
Padova'® : : . . .
Viengl1$123 Negativo NNi Indefinido NNi bajo grado NNi Alto grado
iena™
OMS 2009'% Indefinido para NI NI Bajo grado NI Alto grado

NNi: Neoplasia no invasiva; NI: Neoplasia intraepitelial
Tabla basada en Goldstein et al.'?

La NNi de bajo grado se caracteriza por estructuras glandulares mdltiples
pequefias y redondeadas constituidas por epitelio de células con nucleos aumentados de
tamano, alargados en forma de cigarro puro, hipercrométicos y pseudoestratificados. La
secrecion de las células caliciformes disminuye. Aumenta el nimero de mitosis y se
observan en cualquier nivel de la unidad glandular. Las células atipicas alcanzan la

superficie epitelial.

En la NNi de alto grado los tubulos glandulares son irregulares y se ramifican
con frecuencia. Existe una péerdida de la polaridad celular. Se observa una marcada
variabilidad en la forma y en talla nuclear. EI contorno nuclear es irregular presenta
nucléolos prominentes. La secrecion de las células caliciformes desaparece. EI nUmero

de mitosis aumenta y aparecen figuras de mitosis atipicas.
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La clasificacion de Padova establece distintas categorias diagndsticas con el fin
de ayudar en el manejo clinico de estas lesiones. En cada categoria se incluyen aquellas
entidades histologicas que requieren la misma actuacién clinica (Tabla 8). Describe 5
categorias basandose en la clasificacion de la Sociedad Japonesa de Investigacion para

el Cancer Gastrico de 197114116

(Tabla 6), por dos razones una porque en Japon
constituia un buen sistema de comunicacion entre patélogos y clinicos y dos porque de
esta manera, ambas clasificaciones se podian comparar''®. La displasia, ahora como
NNi, representa la categoria 3 que incluye la NNi de bajo grado y la NNi de alto grado.
La sospecha de carcinoma in situ y el carcinoma in situ se integran dentro de la

subcategoria NNi de alto grado.

Tabla 8. Clasificacion internacional de Padova de la displasia gastrica (NNi)116

1. Negativo para NNi
1.0 Normal
1.1 Hiperplasia foveolar reactiva
1.2 Metaplasia intestinal
1.2.1 Metaplasia intestinal completa
1.2.2 Metaplasia intestinal incompleta
2. Indefinido para displasia
2.1 Hiperproliferacion foveolar
2.2 Metaplasia intestinal hiperproliferativa
3. NNi (planay polipoide)
3.1 Bajo grado
3.2 Alto grado
3.2.1 sospecha de carcinoma in situ.
3.2.2 carcinoma in situ
4. Sospecha de carcinoma invasivo
5. Adenocarcinoma invasivo

NNi: Neoplasia no invasiva

Padova define dos nuevas categorias: la categoria 2, “indefinida para displasia”,
donde se incluyen todas aquellas lesiones en las que los patdlogos no puede discriminar
con seguridad si es displasica o no, debido a que la muestra recibida como biopsia es
insuficiente o porque las alteraciones arquitecturales y la atipia celular es tan intensa
que genera dudas sobre su naturaleza reactiva. En esta categoria se integran lesiones

como la metaplasia intestinal hiperproliferativa y la hiperplasia foveolar atipica; y la
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categoria 4, denominada “sospechosa de carcinoma invasivo”. En esta categoria se
incluyen aquellas lesiones claramente neoplasicas pero que en la muestra no se puede

identificar claramente si existe invasion.

En la categoria 1 se incluyen las lesiones en las que no existe displasia epitelial
tales como: la mucosa normal, la hiperplasia foveolar reactiva y la metaplasia intestinal.
La hiperplasia foveolar reactiva supone una reaccién reparativa de la mucosa dafiada y
las alteraciones pueden ser muy prominentes y similares a los cambios displasicos pero
carecen de significado preneoplasico. La categoria 5 corresponde al adenocarcinoma

gastrico invasivo tanto el intramucoso como submucoso.

La clasificacion de Padova presenta una buena reproductibilidad y una minima
variabilidad inter-observador entre los patdlogos con experiencia en enfermedades
gastrointestinales.****" Ademas sirvi6 para unificar la nomenclatura. Unos meses
después de la clasificacion propuesta en Padova, en septiembre de 1998 se reunieron en
Viena treinta y un patologos de doce paises, incluyendo siete del grupo de Padova, y se
propuso una nueva clasificacion de la NNi gastrica, que evolucion6 a partir de los
debates en Padova. Se denominé “Clasificacién de Viena™''® Esta clasificacion y su

revision posterior '2* es la mas utilizada actualmente (Tabla 9).

Igual que en la de Padova®, define 5 categorias, mantiene la denominacién de
NNi para referirse a la displasia y la gradda en dos escalas: de bajo grado y de alto
grado. A diferencia de la de Padova, la NNi de alto grado corresponde a la categoria 4
donde se incluyen: la displasia de alto grado, el carcinoma in situ y el carcinoma con
sospecha de invasion. Las demas categorias se mantienen. Forman parte de la categoria
5 (neoplasia invasiva), el carcinoma intramucoso y el carcinoma submucoso™®. En la
revision posterior de la clasificacién de Viena'® el carcinoma intramucoso pasa a la
categoria de NNi de alto grado (categoria 4) y en la categoria5 (Neoplasia invasiva) solo
se incluye el carcinoma invasivo a partir de la submucosa.

123 tiene una limitacion. Al establecer

La clasificacion de Viena revisada
categorias diagnosticas orientadas al manejo clinico, se incluyen en la misma categoria
lesiones bioldgicamente diferentes como en el caso de la categoria 4 (NNi de alto grado)

donde el carcinoma intramucoso, ya invasivo aunque afectando solo a la lamina propia
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de la mucosa gastrica y por lo tanto con capacidad metastasica, se incluye con la
displasia de alto grado y el carcinoma in situ, dos lesiones que por definicion no son
invasivas y no tienen capacidad de metastatizar. Sin embargo el manejo clinico de estas

lesiones es el mismo™’ (Tabla 10).

Tabla 9. Clasificacion de Viena original y modificada de la neoplasia no invasiva'*'?

Clasificacion de Viena Clasificacion de Viena modificada
Categorial Negativo para NNi Negativo para NNi
Categoria 2 Indefinido para NNi Indefinido para NNi
Categoria3 NNi de bajo grado NNi de bajo grado
Categoria4 NNi de alto grado NNi de alto grado
4.1 Displasia de alto grado 4.1 Displasia de alto grado
4.2 Carcinoma in situ 4.2 Carcinoma in situ
4.3 Sospecha de carcinoma invasivo 4.3 Sospecha de carcinoma invasivo

4.4 carcinoma intramucoso
Categoria5 Neoplasia invasiva Carcinoma con infiltracién submucosa
5.1 Carcinoma intramucoso 0 mas alla
5.2 Carcinoma con infiltracién
submucosa 0 més alla

NNI: Neoplasia no invasiva

La nueva clasificacion de Viena parece practica y ha contribuido a resolver las
discrepancias entre patélogos occidentales y japoneses. También deberia contribuir a
mejorar la comunicacion entre pat6logos y clinicos y ayudar a comprender mejor los
datos de los trabajos de investigacion en los campos de la gastroenterologia, la

epidemiologia y la biologia molecular*.

En el 2009 la OMS'** modifica la nomenclatura de la displasia y la denomina
Neoplasia Intraepitelial y mantiene las 3 categorias diagnostica propuestas en la
calcificacion del 2000 por su facil manejo en la préctica diaria'”: negativo para
neoplasia intraepitelial, indefinido para neoplasia intraepitelial y neoplasia intraepitelial

de bajo y alto grado.
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Tabla 10. Manejo clinico de las distintas categorias diagnosticas de la displasia gastrica segun clasificacion

de Viena original y modificada (Neoplasia no invasiva)*'?

Categoria | Diagnostico Manejo Clinico
1 Negativo para NNi Seguimiento opcional
2 Indefinido para NNi Seguimiento
3 NNi de bajo grado Reseccion endoscopica o seguimiento
4 NNi de alto grado
4.1 NNi de alto grado
4.2 Carcinoma in situ Reseccion endoscopica o quirdrgica local
4.3 Sospecha de carcinoma invasivo
4.4 carcinoma intramucoso
5 Neoplasia invasiva Reseccidén quirdrgica

NNI: Neoplasia no invasiva

4. Alteraciones Moleculares en las Lesiones Precursoras de

Cancer Gastrico.

En la base de estas lesiones morfoldgicas se encuentran toda una serie de
alteraciones moleculares relacionadas con la carcinogénesis gastrica. Dos mecanismos
estdn implicados en dichas alteraciones moleculares: genéticos y epigenéticos. Los
genéticos provocan cambios en la secuencia del ADN, mientras que los epigenéticos no,
de tal manera que, los genéticos son, hasta la fecha, irreversibles mientras que los
epigenéticos son potencialmente reversibles si se elimina el agente toxico o se utilizan

distintas medidas terapéuticas®.

Entre las alteraciones genéticas, las méas estudiadas en carcinogénesis gastrica
han sido la inestabilidad de los microsatélites (MSI siglas en inglés de microsatellite
instability), la perdida de la heterozigosidad (LOH siglas en ingles de loss of
heterozygosity) y la deteccién de mutaciones puntuales'?®. EI mecanismo epigenético
més implicado en la carcinogénesis géstrica es la metilacién aberrante del ADN*?"%,
Estas alteraciones pueden afectar a oncogenes, genes supresores de tumores, genes

relacionados con la reparacién del ADN, a la actividad de la telomerasa, a los
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reguladores del ciclo celular, a factores de crecimiento y a moléculas de adhesion
celular. La mayoria de las alteraciones moleculares observadas en las LPCG se han

descrito previamente en el cancer gastrico™.

En la metaplasia intestinal se ha detectado MSI en los pacientes con cancer y sin
cancer considerandose como la alteracion molecular mas temprana en el proceso de
carcinogénesis'®™!. Se han detectado aumento de la actividad de la telomerasa'*,
LHO en el gen de la Poliposis Colénica Adenomatosa'® y mutaciones puntuales en
p53134-136

alteraciones en la trascripcion de una importante molécula relacionada con la adhesion

, Ssobre todo en la metaplasia intestinal incompleta. Se han encontrado

celular el CD44™. También se ha observado la sobreexpresion de ciclodxigenasa 2
(COX-2)*® y de la ciclina D2 asi como, la disminucién de la expresién de p27*%,
moléculas relacionadas con el ciclo celular. También la expresion de novo del gen

MUC2%889:140 v cDX2 propios de la mucosa intestinal normal.

En el caso de la displasia gastrica, tanto plana como en los adenomas, se ha
encontrado LHO del gen de la Poliposis Colénica Adenomatosa™, mutaciones en
p53341% vy Ja sobreexpresién del antigeno carcinoembrionario (CEA en inglés
carcinoembryonic antigen), p21lras (ciclina relacionada con el ciclo celular) y bcl2

(inhibidor de la apoptosis celular)##14,

Se ha descrito la alteracion de la metilacion del ADN en multiples genes como
los relacionados con el sistema de reparacion de ADN, el gen de la Poliposis Colonica
Adenomatosa, COX-2, E-cadherina, p16, p1l4 y pS2 en relacion con las LPCG y se ha
observado que la metilacion aberrante de los genes es un defecto acumulativo a medida

que progresan las lesiones 44,

Se ha encontrado sobreexpresion de oncogenes como c-met, K-sam y c-erb2
(factores de crecimiento) en los carcinomas gastricos pero hay poca informacion

disponible de estas alteraciones en las lesiones precursoras**’.

A pesar de los cambios moleculares descritos en las LPCG la relacion con su
progresion no esta demostrada'*’. Sus perfiles moleculares son muy variables debido a

las caracteristica biologicas de las lesiones per se, los diferentes abordajes
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metodologicos en biologia molecular y los diferentes criterios de clasificacion de estas
lesiones. Ademaés, los hallazgos estan basados en el anélisis de pocos casos. Por tanto,
todavia no se dispone de ningin marcador molecular Gtil en la préctica clinica que

permita el tratamiento o pronostique la evolucién de las lesiones a cancer gastrico™’.

5. Historia Natural de las Lesiones Precursoras de Cancer

Gastrico

Tras el desarrollo del modelo de carcinogénesis gastrica por Pelayo Correa® %%

se acepta que las lesiones siguen la siguiente evolucién: gastritis cronica no atréfica —
gastritis cronica atrofica no metaplasica — metaplasia intestinal completa — metaplasia

intestinal incompleta — displasia y finalmente carcinoma géstrico.

Muchos estudios han investigado la tasas de progresion a carcinoma gastrico de
cada una de la lesiones pero mientras que las tasas son relativamente estables para la
atrofia gastrica (0%-1’8% por afio), para la metaplasia intestinal y la displasia existen
mucha variacion (0%-10% por afio para la metaplasia intestinal, y 0%-73% por afio para
la displasia). Estas variaciones son debidas a diferencias en el disefio del estudio, las
poblaciones incluidas, la clasificacion de las lesiones utilizada y los distintos métodos
de toma de biopsias'®. En general las lesiones tienden a aumentar en intensidad y
extension con el tiempo, aunque no en todos los casos ni con la misma velocidad debido

a multiples factores®.

6. Factores Relacionados con la Evolucion de las Lesiones

Precursoras de Cancer Gastrico

La iniciacién y la progresion de las LPCG van a depender de la interaccion de
multiples factores relacionados con: la virulencia del Hp, factores medioambientales y

la susceptibilidad genética del huésped.
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6.1. Factores relacionados con la virulencia del Helicobacter pylori

El Hp es una bacteria perteneciente al orden: Campylobacterales familia:
Spirillaceae, género: Helicobacter, especie: pylori. Es un bacilo Gram negativo, con
forma de espiral, microaerofilo y movil por presentar flagelos en uno de sus polos.
Coloniza la mucosa gastrica humana de forma eficaz. Se trasmite de persona a persona
por via oro-fecal y oro-oral®*'*°. La morfologia en espiral del bacilo es més evidente en
fresco, sin embargo en los medios de cultivo son bacilos méas rectos en forma de coma o

de S. Se han descrito formas cocoides relacionadas con medios poco favorables para su

crecimiento considerandose formas de resistencia o bacterias muertas™*** (Fig. 9, 10A
y 10B).

-~ = -
Fig. 9. Helicobacter pylori tras cultivo (x1000). Se observa su forma en S o en coma con los flagelos y las

formas cocoides redondeadas™™.

La infeccion por Hp afecta a nuestra especie en todo el planeta y su prevalencia
varia en las diferentes regiones del mundo en funcion de dos factores: el nivel de
desarrollo econémico y las medidas higiénico-sanitarias. En general, la infeccién se

adquiere durante la infancia y la prevalencia aumenta gradualmente hasta alcanzar un
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maximo en la edad adulta. Se estima que la prevalencia de la infeccion en los adultos de
edad media es del 74 % en los paises en desarrollo y el 58% en los paises
desarrollados™®.

Una de las caracteristicas del Hp es su variabilidad genética debida a la
capacidad para mutar y recombinar su ADN. Esto permite su adaptacion a diferentes
condiciones ambientales, la eliminacién de mutaciones aberrantes y la existencia de
diferentes cepas con distinta capacidad patogénica entre la poblacién e incluso dentro de
cada individuo infectado™***°. Ya se conoce la secuencia genémica completa de al

menos tres cepas de Hp156-158

pudiéndose estudiar genes especificos que codifican
determinados factores de virulencia relacionados con su capacidad para producir

distintas enfermedades.

Fig. 10. Helicobacter Pylori en mucosa géstrica tras una biopsia (A) H&E y (B) tincion de Giemsa

El Hp es la principal causa reconocida de gastritis, Ulcera péptica,
adenocarcinoma gastrico y algunos tipos de linfoma géstrico. Independientemente de
que otros factores puedan modular el riesgo de desarrollo de enfermedades gastricas, el
genotipo de la cepa infectante es un factor determinante para la evolucion de las

lesiones precursoras de cancer gastrico debido a sus mltiples factores de virulencia®™.
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6.1.1. La Ureasa

La Ureasa es una enzima producida por todas las cepas de Hp. Su funcion es la
de catalizar la hidrolisis de la urea presente en el estbmago produciéndose amonio
(NH,") y dioxido de carbono (CO,). El cation amonio neutraliza el &cido gastrico
aumentando el pH lo que permite a la bacteria sobrevivir en la inhospita acidez de la
cavidad gastrica. La actividad de esta enzima esta regulada por un transportador de urea
pH dependiente denominado Urel, que permite la entrada de urea a pH bajos y se cierra

a pH neutros permitiendo a la bacteria controlar los niveles de pH en su entorno™®.

La ureasa es un factor muy importante para la colonizacién de la mucosa

gastrica por parte de la bacteria. Se ha comprobado en modelos animales***¢*

que cepas
mutadas (ureasa-negativas) pierden la capacidad de colonizacién y su supervivencia
disminuye. Ademas, la ureasa induce la produccion de citoquinas proinflamatorias por
parte de la célula epitelial gastrica y de los macréfagos™® favoreciendo la reaccién

inflamatoria.

6.1.2. Los Flagelos

El Hp posee de 2 a 6 flagelos monopolares que le otorgan gran movilidad,
potenciada por su forma en espiral. Esto le permite atravesar la capa de moco protectora
de la mucosa gastrica, contrarrestar el peristaltismo gastrico y alcanzar la superficie
epitelial. Cada flagelo esta constituido por dos proteinas llamadas flagelinas: la FlaA,
que constituye el cuerpo del flagelo y la FlaB, localizada en la porcidn proximal. Estan

codificadas por los genes flaA y flaB'®

. Ambas son fundamentales para mantener la
integridad de los flagelos y preservar su funcién®® de tal manera que la falta de alguna

de ellas comprometeria la movilidad de la bacteria y su capacidad de colonizacion.

6.1.3. Lipopolisacaridos.

Los lipopolisacaridos (LPS) son moléculas complejas formadas por la unién de
acidos grasos con polisacaridos. Constituyen uno de los componentes principales de la
membrana celular bacteriana. Consta de tres dominios: el lipido A, que es la endotoxina

bacteriana, el oligosacarido nuclear o “core”, y el polisacarido O, que es el antigeno
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bacteriano. Para evitar ser reconocido por los efectores inflamatorios y de esa manera
protegerse del dafio provocado por la reaccion inflamatoria del huésped, algunas cepas
de Hp pueden expresar antigenos del sistema sanguineo de grupo Lewis, propios de la
célula del huésped, y presentarlos en su cadena O'®**%®. Al presentar antigenos comunes
a la célula del huésped puede eludir la respuesta inflamatoria o estimularla en menor
intensidad y de esa manera favorecer la colonizacion y la persistencia bacteriana en la
mucosa gastrica™’. Las cepas que carecen del antigeno O tienen una menor capacidad

de colonizacién de la mucosa gastrica®®.
6.1.4. Factores de adhesion

La adhesion de la bacteria a la superficie epitelial se realiza gracias a numerosas
proteinas de membrana externa (OMPs en inglés outer membrane proteins) entre las
que se incluyen las adhesinas (BabA, SabA, opiA, HopZ, AlpA/B, HorB). Las
adhesinas mediante la union a receptores especificos de la célula epitelial gastrica
facilitan la colonizacion y activan la respuesta inflamatoria del huésped*®*'". La mejor
caracterizada ha sido la adhesina BabA (blood antigen binding adhesién), codificada
por gen babA del que se han descrito 2 alelos: babAl y babA2. Solo es funcional el gen
babA2 con capacidad para codificar la proteina BadA2. El gen babAl no tiene la
capacidad de transcripcion por lo que no es funcional. La proteina BadA2 se une al
antigeno del grupo sanguineo Lewis B (Le®) de las células epiteliales gastricas del
huésped favoreciendo la adhesion de la bacteria al epitelio del estbmago. Las cepas de
Hp positivas para BabA2 muestran una mayor densidad de colonizacion, potencian la
actividad de otros factores de virulencia como cagA (cytotoxin associated gene A) y

favorecen la respuesta inflamatoria*"*™",

Desde el punto de vista clinico las cepas positivas para BabA2 y ademas
positivas para vacAsl (vacuolating cytotoxin A sl) y cagA se han detectado en
pacientes con lesiones histoldgicas gastricas severas tanto inflamatorias, atréficas como
metaplasicas’’®. Estas cepas triples positivas se relacionan significativamente con un

aumento de la prevalencia de la Ulcera gastrica y del adenocarcinoma gastrico distal™.

34



Introduccién

6.1.5. Sistemas antioxidantes

La colonizacion de la mucosa géastrica por el Hp provoca una reaccion
inflamatoria del huésped que da lugar a una gran produccion de especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS en inglés reactive oxygen species y reactive
nitrogen species). Son moléculas muy inestables y altamente reactivas, capaces de
provocar dafios celulares, alteraciones en el ADN y oxidacion de los acidos grasos y de
las proteinas, no solo en las células del huésped, sino también en los microorganismos.
El Hp cuenta con mecanismos para paliar el stress oxidativo al poseer enzimas
antioxidantes, sistemas de reparacion del dafio celular y mecanismos para impedir la

generacion ROS y RNS.

Como mecanismos de prevencion de la generacion de ROS y RNS, el Hp es
capaz de producir arginasa y de inducir la secrecion de arginasa por los macrofagos
agotandose la arginina dentro de los fagocitos. La arginina es necesaria para la sintesis
de la enzima Oxido nitrico sintetasa, enzima responsable de la generacion de 6xido
nitrico. Al agotarse la arginina, disminuye la sintesis del 6xido nitrico entonces, la
produccion del peréxido de nitrogeno a partir de la reaccion entre el 6xido nitrico vy el
superéxido, se bloquea'™®.

Entre las enzimas antioxidantes, el Hp es capaz de sintetizar: la superoxido
dismutasa, que cataliza la conversion del superoxido (O2) en perdxido de hidrogeno
(H20); la catalasa, que complementa la accion de la enzima superéxido dismutasa al
transformar el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, paso final en la neutralizacién
de los ROS; el Tiol peroxidasa y otras peroxirredoxinas (Prxs), que catalizan la

reduccion de una amplia gama de perdxidos.

Otras enzimas bacterianas con potencial antioxidante son: la NADPH
(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) es una quinona reductasa también llamada
MdaB, que impide la produccion de superoxido al reducir los quinones (metabolitos
generados en la respiracion bacteriana), que parece actuar cuando otros mecanismos
antioxidantes bacterianos se agotan; y la enzima activadora de neutrofilos (NapA en
inglés neutrophil activating protein A), que juega un papel en la proteccion frente al

stress oxidativo al ayudar a prevenir la produccion de superdxidos capturando los iones
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de hierro intracitoplasmicos dafiinos para la bacteria y al unirse con gran afinidad al
ADN bacteriano protegiéndole. También otorgan una mayor capacidad para resistir el
stress oxidativo: proteasas como la serina peptidasa HtrA (en inglés High temperature
requirement A) y la proteasa caseinolitica dependiente de ATP (Clp en inglés

Caseinolytic protease p)*™.

Una vez sufrido el dafo, la bacteria tiene enzimas reparadoras de ADN como
MutS, MutY y la Endonucleasa 111 (Endolll), muy importantes para el reajuste de bases
y la eliminacién de mutagenos provocados por el stress oxidativo. Todas estas medidas
para evitar el dafio provocado por el stress oxidativo son mecanismos interdependientes
y cualquier deficiencia en el sistema antioxidante es suficiente para causar la

debilitacion del Hp y disminuir su capacidad de supervivencia y su persistencia®™.

6.1.6. Citotoxina vacuolizante A

La citotoxina vacuolizante A (vacA en inglés vacuolating cytotoxin A) es una
proteina hexameérica sintetizada por el Hp con capacidad para producir un dafio directo

en la célula epitelial géstrica'’’

. Mediante diferentes mecanismos, la citotoxina es capaz
de producir la vacuolizacion de la célula epitelial alterando las funciones celulares,
provocando la apoptosis celular y modificando la respuesta inflamatoria del
huésped'’ 78,

Estd codificada por el gen vacA que presenta tres regiones polimorficas: la
region s, que codifica el péptido sefial con dos alelos sly s2; la region m, media, con los
alelos m1 y m2'; y la region i, intermedia, localizada entre las dos anteriores, con
otros dos alelos il e i2*¥°. Recientemente se ha identificado una delecién de 81 pares de
bases entre la region i y la regiobn m que se ha denominado region d, considerandose
como cepas d1 aquellas que no poseen la delecion y cepas d2 aquellas que la

presentan’®,

El gen vacA esta presente en todas las cepas de Hp y la combinacién entre los
diferentes alelos condiciona la intensidad de la actividad de la citotoxina y por lo tanto
la capacidad patogénica de las cepas®’®. En general las cepas con genotipos s1, mi, ily
d1 y su combinacion se consideran las mas citotoxicas y se asocian con las lesiones

precursoras y el cancer géstrico®’ 178181182
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6.1.7. La isla de patogenicidad cag y citotoxina asociada al gen A

Las islas de patogenicidad (PAI en inglés pathogenicity island) son segmentos
de ADN que contiene varios genes que codifican distintos factores de virulencia. En el
caso del Hp la isla de patogenicidad cag (cagPAl en inglés cag pathogenicity island),
contiene los genes que codifican la citotoxina asociada al gen A (cagA) y el sistema de
secrecion tipo IV (T4SS) usado para inyectar en el interior de la célula epitelial del

huésped la oncoproteina cagA y el péptidoglicano **>'7,

En la actualidad cagPAl es el factor de virulencia mejor caracterizado y la

oncoproteina cagA se utiliza como indicador de su presencia'’®

. Al contrario que el gen
vacA, no todas las cepas de Hp contiene en su genoma esta estructura por lo tanto no
todas expresan la proteina cagA. Las cepas que portan en su genoma cagPAl se
clasifican como cepas tipo | y al expresar la oncoproteina cagA se denominan cagA-

positivas.

La oncoproteina cagA fue el primer antigeno del Hp que se asocié a la patologia
gastrica. Su gen fue clonado y secuenciado por primera vez en 1993'%'% Es una
proteina hidrosoluble que se caracteriza por presentar una secuencia repetida de
aminoacidos en su extremo carboxi-terminal (C-terminal) donde se produce su
fosforilacion dentro de la célula huésped. Esta secuencia es Glutamato-Prolina-
Isoleucina-tirosina-alanina (GLU-PRO-ILE-TYR-ALA) y se denomina EPIYA. En
funcién de la secuencia de aminoacidos que flanquean a EPIYA se definen cuatro
EPIYA diferentes: EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C y EPIYA-D. La gran variacion del
namero de sitios de fosforilacion de la proteina genera diferencias en la capacidad
patogénica de las cepas. EPIYA-A y EPIYA-B son comunes en la oncoproteina de
todas las cepas. EPIYA-C (EPIYA ABC) es caracteristico de las cepas de Hp cagA-
positivas de los paises occidentales (Europa, América del Norte y Australia) y se
denomina "CagA occidental". EPIYA-D (EPIYA ABD) es especifico del cagA
producida por las cepas de los paises asiaticos y se denomina "CagA asiatico”. Las
cepas CagA EPIYA-ABD (cepas asiaticas) tienen una mayor fosforilacion y mayor

potencial oncogénico que las cepas CagA EPIYA-ABC (cepas occidentales)™>>73178,

La oncoproteina cagA introducida en la célula epitelial gastrica puede ser

fosforilada por quinasas propias de la célula huésped. Tanto en su forma fosforilada
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como en la no fosforilada puede interactiar con multiples efectores intercelulares entre
ellos la fosfatasa SHP-2 y la beta-catenina. Estos efectores estan relacionados con el
mantenimiento de la morfologia celular y con los sistemas de union y de adhesion
intercelulares. Al interactuar con la oncoproteina el funcionamiento de los efectores se
altera produciéndose cambios en la forma y en la polaridad celular, lo que da lugar a la
perdida de la funcidn de barrera y a alteraciones de los mecanismos de transporte y
sefializacion de la célula huésped. La oncoproteina bacteriana también induce la
expresion de interleuquina 8 (IL-8) en las celulas epiteliales. La IL-8 es un potente
activador de neutrdfilos. Mediante este mecanismo el Hp contribuye al mantenimiento

del proceso inflamatorio*™®.

La infeccién por cepas que presentan el gen cagPAIl es decir, cepas cagA-
positivas, se asocian a un mayor riesgo de padecer ulcera péptica, gastritis atréfica,

metaplasia intestinal y carcinoma gastrico®>>173178182

6.1.8. Péptidoglicano

El Péptidoglicano es una macromolécula que contribuye a la estructura principal
de la capa externa de las bacterias dandole forma y otorgandole resistencia a la ruptura.
En las cepas cagA-positivas el péptidoglicano es inoculado en la célula epitelial gastrica
por el sistema de secrecion tipo IV y una vez en el interior celular, tras interactuar con el
receptor de la célula gastrica para esta molécula Nodl, activa la respuesta
inflamatoria™® favoreciendo la secrecién de I1L8. También pone en marcha otras vias de

sefializacion relacionadas con el aumento de la secrecién de interferén tipo1'®

y con la
disminucién de la apoptosis y la migracion celular*®’, circunstancias que favorecen el

desarrollo de carcinoma géstrico.
6.2. Factores medioambientales y estilo de vida

Los factores medioambientales y el estilo de vida se consideran mediadores en el
proceso de evolucién de las LPCG debido a la variacion de la incidencia observada en

funcién de las distintas zonas geogréficas, los habitos alimentarios y las condiciones

higiénico-sanitarias de la poblacion™®.
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La dieta juega un papel importante en el desarrollo y la evolucién de las LPCG.
Estudios epidemiolégicos*** han encontrado que el consumo de productos con alto
contenido en sal y compuestos nitrogenados como escabechados, salazones productos
ahumados y carnes rojas, aumentan el riesgo de evolucidn a cancer gastrico sobre todo
en individuos infectados por Hp mientras que el consumo de verdura fresca, fruta y
productos ricos en fibra, contribuye a un menor riesgo de desarrollar cancer gastrico.
Los primeros por contener agentes carcindgenos y los segundos por contener
fitoquimicos como los beta-carotenos, vitamina C y otros agentes antioxidantes

protectores®>>°,

También el consumo de tabaco se ha considerado como un factor de riesgo en el

6189-191

desarrollo de las LPC y se ha asociado con un mayor riesgo de cancer

gastrico’®*® debido a los componentes carcinogénicos del humo del tabaco. Sus

efectos estan potenciados por la infeccién por Hp*®.

Aunque la relacion entre el consumo de alcohol y el riesgo de desarrollo de
cancer gastrico ha sido discutida, Tramacere et al realizaron un meta-analisis'®’ en el
que se puso de manifiesto la relacién significativa entre el alto consumo de alcohol y el

cancer gastrico.

Determinadas condiciones climéaticas junto con la falta de medidas de
saneamiento adecuadas, ademas de favorecer la infeccion por Hp, facilitan la
coinfeccién por otros agentes como los parasitos. Estudios en ratones'® y en
humanos'®*?® detectaron que la coinfeccién con helmintos intestinales reducia la
gravedad y la evolucion de la gastritis inducida por el Hp debido a un cambio en el tipo
de respuesta inmunoldgica. La respuesta inmune de tipo Thl provocada por el Hp
disminuia y aumentaba la respuesta inmune de tipo Th2 inducida por la infeccion

parasitaria. La respuesta tipo Th2 es menos agresiva.

En determinadas patologias los pacientes se ven obligados a tomar aspirina y
otros antiinflamatorios no esteroideos (AINES) durante tiempo. Varios meta-
analisis?®?*? han mostrado que pacientes que consumen AINES tiene un menor riesgo
de desarrollar cancer gastrico distal. Esto se debe a su propio mecanismo de accion: la

inhibicién de la produccion de la enzima COX-2. Esta proteina es un reconocido
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carcindgeno y sus niveles estan elevados en las gastritis inducidas por Hp, en las LPCG

y en el carcinoma gastrico™*®2%32%

COX-2 contribuye en la carcinogénesis al intervenir en la sintesis de algunas
prostaglandinas. Las prostaglandinas promueven la inhibicion de la apoptosis, la
estimulacion de la angiogénesis e inducen inmunosupresion, con lo que favorecen el
crecimiento, la invasion y las metastasis de los tumores®®. A pesar del efecto
beneficioso de los AINES todavia no se ha recomendado su uso en el tratamiento de las
LPCG. Los datos que arrojan los estudios no son concluyentes y sus resultados no se
pueden comparar ya que cada estudio utiliza distinto tipo de inhibidor de COX-2; las
dosis aplicadas, los tiempos de tratamiento y periodos de seguimiento varian de un
estudio a otro y las poblaciones estudiadas son diferentes en cuanto a etnia y tamafio

muestral >’

Los estrogenos también se han considerado como factor potencial en la
disminucion del riesgo de cancer gastrico, lo que podria explicar la menor incidencia de

carcinoma en las mujeres con respecto a los hombres?®%%°,

6.3. Factores relacionados con la susceptibilidad genética del individuo

Que la evolucién de las LPCG sea diferente en cada individuo también se ha
asociado con las variantes alélicas o polimorfismos en los genes que regulan maltiples
procesos organicos importantes y relacionados con la carcinogénesis gastrica entre los
que se incluyen: 1) los mecanismos de proteccién de la mucosa gastrica frente al Hp y
otros agentes carcindgenos, 2) la respuesta inflamatoria frente a la infeccion por Hp, 3)
la capacidad para paliar los efectos toxicos de los carcinégenos y proteccion ante el
estrés oxidativo; 4) los mecanismos de reparacion del ADN y 5) procesos relacionados

con la proliferacion y adhesion celular®?.
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6.3.1. Mecanismos de proteccion de la mucosa géastrica frente al Helicobacter pylori

y otros agentes carcindgenos

Uno de los principales factores en la proteccion de la mucosa gastrica es la capa
de moco constituida por glucoproteinas de alto peso molecular conocidas como
mucinas. Las mucinas son sintetizadas y secretadas por las células del epitelio gastrico.
En condiciones normales la mucosa géstrica expresa tres tipos de mucinas: MUC1,
MUC6 y MUCSAC. Este patron de expresion se altera en el caso de que la mucosa
gastrica sufra metaplasia intestinal disminuyendo o desapareciendo la expresion de
MUC1, MUC6 Y MUCS5C vy apareciendo de novo la expresion de MUC2, mucina
propia de la mucosa intestinal. ®%14° os cambios en los niveles de expresion e
incluso en los patrones de expresion de las mucinas se han relacionado con los procesos

de carcinogénesis****2,

Las mucinas se caracterizan porque su dominio central esta constituido por un
namero variable de repeticiones en tandem de aminoacidos (VNTR del inglés variable
number of tandem repeats) donde al menos la mitad corresponden a serinas y treoninas,
que les confiere una gran variabilidad en cuanto a su longitud. Se ha observado que
variantes alélicas que codifiquen menor niimero de repeticiones en tandem en MUC1%*
y en MUC6** estan relacionadas con un mayor riesgo de cancer gastrico. También se
han relacionado polimorfismos de MUC5 con un mayor riesgo de cancer gastrico®®.
Actualmente se ha identificado un polimorfismo funcional en MUCL1 (rs 4072037)
asociado a una mayor susceptibilidad para desarrollar carcinoma gastrico en la

poblacién asiatica®>%'.

Los peptidos Trefoil: TFF1 (también llamado pS2), TFF2 (péptido
espasmolitico) y TFF3, son una familia de proteinas que también intervienen en la
proteccién de la mucosa gastrica al contribuir al mantenimiento de la estructura de la
capa de moco Yy favorecer la reparacién de la mucosa®®. Se ha observado que en el
carcinoma gastrico difuso existe una intensa expresion de TFF1*°. También se han
descrito polimorfismos en el gen que codifica TFF2 con una distribucion variable entre

la poblacién aunque no parece predisponer a cancer gastrico??°,
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6.3.2. La respuesta inflamatoria frente a la infeccion por Helicobacter pylori

La intensidad, la duracién y el efecto de la respuesta inflamatoria provocada por
el Hp son diferentes en cada individuo y contribuye a la carcinogénesis gastrica. Esta
mediada por citoquinas y enzimas cuya actividad individual estd modulada por los
polimorfismos de los genes que las codifican. Entre los polimorfismos mas estudiados
en relacion con la evolucion de las LPCG estan los relacionados con los genes que
codifican la interleuquina 1B (IL1p), el receptor antagonista de interleuquina 1 (IL-1RN
en inglés Interleukin 1 Receptor Antagonist), la interleuguina 8 (IL8), la interleuquina
10 (IL10), el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-o del inglés Tumoral necrosis factor

) y laenzima COX-2.

La IL1B, ILIRN, IL8 y el TNF-a son proteinas proinflamatorias y ademas, la
IL1B, ILIRN y el TNF-a son supresores de la secrecién &cida gastrica?’*#%. Sin
embargo, la IL10 es una citoquina antiinflamatoria cuyo papel es ponerle fin al proceso
inflamatorio inhibiendo la activacién de linfocitos, macréfagos y monocitos®®. La
enzima COX-2 (isoformas de la enzima ciclooxigenasa) tiene un papel proinflamatorio
al catalizar la sintesis de prostaglandinas que, entre otras funciones, estimulan y
modulan la respuesta inflamatoria®®’. Teniendo en cuenta lo anterior, polimorfismos en
los genes que provoquen un aumento de las citoquinas proinflamatorias aumentarian el

riesgo de cancer gastrico.

Los polimorfismos IL1B-511 T y ILLRN*2 de los genes de la IL1p y su receptor
antagonista respectivamente, se han relacionado con un aumento del riesgo de cancer
gastrico®®. En concreto, el polimorfismo ILLRN*2 se ha identificado especificamente
en la poblacion no asiatica, suponiendo un mayor riesgo para el desarrollo de carcinoma
gastrico distal tanto intestinal como difuso®®. El genotipo AA del polimorfismo IL8-
251 se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollo de carcinoma gastrico de tipo
difuso y de localizacién cardial en la poblacién asiatica??®. También se ha relacionado
con un mayor riesgo de carcinoma gastrico entre la poblacion asiatica los polimorfismos
IL10 592?27 y COX-2 1195%%. En el caso del TNF-a, el genotipo AA del polimorfismo
TNF--308 se ha relacionado con un aumento del riesgo del cancer gastrico entre la

poblacién no asiatica®®.
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6.3.3. Capacidad para paliar los efectos tdxicos de los carcindgenos y proteccion

ante el estrés oxidativo

Las enzimas relacionadas con el metabolismo tienen un papel importante en la
carcinogenesis al activar o neutralizar carcindgenos relacionados con el riesgo de cancer
géastrico presentes en la dieta y en el medioambiente. Existen dos tipos de enzimas: las
enzimas de Fase I, como la familia del citocromo P (CYP en ingles cytochrome P), que
catalizan las reacciones de oxidacion y provocan la activacion de carcindgenos y las
enzimas de Fase Il, como la glutation S transferasa (GST) y la N-acetiltransferasa

(NAT) que facilitan la desintoxicacién de los carcindgenos®.

Varios meta-analisis encuentran una asociacion entre determinadas variantes
alélicas de los genes que codifican las enzimas metabodlicas y el riesgo de cancer
gastrico con diferencias estadisticamente significativas respecto de otros genes. En
concreto los portadores de la variante alélica de CYP2EL (una de las enzimas de fase |
que metaboliza el alcohol y las nitrosaminas del humo del tabaco y de la dieta)
denominada c2, tienen un mayor riesgo de cancer géstrico en la poblacion asiatica®®.
En el caso de las enzimas de fase Il (protectoras frente a sustancia carcinogénicas) el
genotipo nulo de la enzima GSTT1 (glutation S transferasa T1) que resulta de la
delecion del gen que la codifica y provoca la ausencia de actividad enzimatica, se socia
a un mayor riesgo de céncer gastrico sobre todo en la poblacion caucasica'. Al
contrario del genotipo nulo de la enzima GSTM1 (glutation S transferasa M1) que
constituye un mayor riesgo de cancer gastrico en la poblacién asiatica’*2. El genotipo
AA de la enzima GSTP1 (glutatién S transferasa P1) que surge como variante alélica en
el conddn 105 del gen que la codifica, conlleva mayor riesgo de cancer gastrico en la

poblacién caucasica®®®.

En cuanto a los polimorfismos de los genes que la codifican la NAT1 y NAT2
qgue determinan la rapidez en la acetilacion de los individuos (distinguiéndose
acetiladores rapidos o lentos) no se ha observado una relacion significativa con el riesgo

de cancer géstrico®*.

La proteccion frente al stress oxidativo se lleva a cabo gracias a la accién

protectora de ciertas enzimas como la superéxido dismutasa mitocondrial (SOD2) que

43



Introduccién

cataliza la neutralizacion de las especies reactivas de oxigeno. Se ha descrito un
aumento de la SOD en las LPCG pero todavia no se ha comprobado si las variaciones
individuales en la actividad de la enzima estan relacionadas con el riesgo de cancer

gastrico®.

6.3.4. Los mecanismos de reparacion del ADN

La reparacion de los dafios en el ADN se lleva a cabo por varios mecanismos
mediados por sistemas enzimaticos que tienen como finalidad proteger la integridad del
genoma. El fallo en algunos de estos mecanismos promociona la carcinogénesis y los
polimorfismos de los genes, que codifican las proteinas y las enzimas que participan,

contribuyen a la distinta susceptibilidad para el desarrollo de cancer®®.

Uno de los genes relacionados con la reparacion del ADN es el XRCC1 (X-ray
cross complementing group 1) que codifica la proteina XRCC1 implicada en la
reparacion por escision de bases del ADN. De él se han descrito tres polimorfismos
(Argl94Trp, Arg280His y Arg399Gin) y en un metaanalisis no se encontro relacion con

el riesgo de cancer géstrico®*.

Lys751Gin y Asp312Asn, dos polimorfismos del gen ERCC2 (excision repair
cross-complimentary group 2) también llamado XPD (Xeroderma Pigmentosum
complementation group D), si se han relacionado con un mayor riesgo de cancer
gastrico sobre todo en la poblacion asiatica?®”. EI gen ERCC2 codifica una proteina con

accion helicasa necesaria para llevar a cabo la reparacion por escision de nucleétidos.

El gen XRCC3 (X-ray cross complementing group 3) pertenece a la familia de
genes RAD5 que codifican proteinas necesarias para la reparacion de ADN mediante
recombinacion homologa. De él se han descrito tres genotipos TT, TM, MM. Se ha
comprobado que el alelo XRCC3 241M puede actuar como un factor de riesgo de
cancer gastrico en los asiaticos mientras que el alelo XRCC3 241T lo haria en los

caucasicos®®.

El folato juega un papel importante en la sintesis y la reparacion del ADN. La

enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) interviene en su metabolismo al
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transformar el 5,10-Metilenetetrahidrofolato a 5- Metiltetrahidrofolato que es la forma
del folato en el plasma y un cosustrato para la metilacion de la homocisteina en
metionina, importante para la sintesis del ADN?*°. Esta enzima es codificada por el gen
MTHFR. El polimorfismo MTHFR C677T se asocia a una disminucion de la actividad
enzimatica provocando defectos en la sintesis del ADN confiriendo mayor

susceptibilidad para desarrollar cancer gastrico®2%.

6.3.5. Procesos relacionados con la proliferacion y adhesion celular.

El gen oncosupresor p53 codifica una fosfoproteina de 53 KD. Esta
fosfoproteina es un factor de trascripcion nuclear que induce la detencién del ciclo
celular ante alguna mutacion, favoreciendo la apoptosis celular. Alteraciones de este
gen podrian permitir la proliferacion de células con importantes mutaciones y el
desarrollo de tumores. Polimorfismos del gen p53 en el codon 72 se han asociado a un
mayor riesgo de cancer gastrico entre la poblacion asiatica®*".

La E-cadherina (cadherina 1) es una proteina de adhesion celular importante en
el mantenimiento de la morfologia y la diferenciacion tisular. Mutaciones en linea
germinal del gen cadherina 1 (CDH1) estan relacionadas con el céancer gastrico
hereditario. Esta mutacidén conlleva una mayor susceptibilidad al carcinoma gastrico

difuso en personas jovenes y se trasmite mediante herencia autosémica dominante*.

Aungue son muchos los trabajos publicados que han investigado la relacion de

los distintos polimorfismos genéticos con el riesgo de cancer gastrico, los resultados son

heterogéneos y todavia no se utilizan en la practica clinica.
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Justificacion

La gastritis crénica es una entidad etiopatogenica que constituye la base para el
desarrollo tanto de la Ulcera péptica como del carcinoma gastrico. Su etiologia es
variada pero una de las causas mas frecuentes es la infeccion por Hp. Es un proceso
dindmico y a lo largo de su historia natural se producen una serie alteraciones
morfoldgicas como son la atrofia gastrica, la metaplasia intestinal y la displasia epitelial.
Estas tres lesiones se consideran LPCG. El adenocarcinoma gastrico (el cancer mas
frecuente en el estbmago, sobre todo el de localizacion distal: cuerpo y antro) suele estar
precedido por las LPCG pero, afortunadamente, pocos pacientes con estas lesiones

Ilegan a desarrollarlo.

La evolucion de la LPCG es variable en cada individuo y depende de la
interaccion de factores medioambientales y estilo de vida, la susceptibilidad genética
individual y la virulencia del Hp. En la mayoria de los pacientes las lesiones
permanecen estables con fases de activacion y no llegan a desarrollar ulcera péptica ni
cancer gastrico. Solo en muy pocos pacientes las lesiones evolucionan a un
adenocarcinoma. Todavia no se han definido con exactitud factores pronosticos utiles,
desde el punto de vista clinico, que permitan seleccionar entre los pacientes con lesiones

precursoras aquellos con mas riesgo de desarrollar un carcinoma gastrico.

Se han intentado identificar marcadores prondsticos para los pacientes con estas
lesiones, pero por ahora no hay ninguno fiable ni aceptado porque hay relativamente
pocos estudios publicados de seguimiento de LPCG con poblaciones suficientemente
grandes y largo tiempo de seguimiento. Entre los trabajos que existen, algunos no

consideran los distintos tipos de metaplasia intestinal®*

244,245 |244,246

y otros no tienen en cuenta la
infeccion por Hp , Ni la metaplasia intestina

No existe un acuerdo respecto a qué tipo de lesion precursora tiene mayor
probabilidad de desarrollar un adenocarcinoma gastrico. La metaplasia intestinal es
valorada de distinta forma segun autores. Para unos lo mas importante seria el tipo de

13, para otros su extension®, otros solo la consideran importante por

metaplasia intestina
representar un marcador de atrofia, siendo la propia atrofia y no la metaplasia intestinal

la lesion precursora de riesgo®*’.
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Justificacion

En cuanto a la displasia su diagndstico es complicado porque es poco frecuente,
lo que condiciona la poca familiaridad del patélogo en su reconocimiento. Ademas, el
diagnéstico diferencial entre la displasia de bajo grado y otras lesiones de caracter
reactivo no es facil por la similitud de las alteraciones morfoldgicas que se producen en
ambas. También puede resultar dificil distinguir la displasia de alto grado del carcinoma
por su semejanza citoldgica y porque en ocasiones no se puede demostrar infiltracion
tisular (pardmetro diferenciador entre las dos entidades) sobre todo en muestra
superficiales, pequefias 0 mal orientadas. La historia natural de la displasia epitelial es
controvertida y aunque existen maltiples trabajos que intentan establecer la progresion o
la regresion de esta lesion el problema es la subjetividad a la hora de su valoracién y la
dificultad de muestrear en distintos tiempos la misma zona que se biopsié previamente y

en la se hizo por primera vez el diagnéstico de displasia®®.

Aunque se han hecho enormes progresos en el estudio de los factores de
virulencia de Hp y su variacion genética, esta informacion ain no ha sido utilizada en la
préctica clinica porque las asociaciones entre las caracteristicas bacterianas y el riesgo

de evolucién de las LPCG no se han definido suficientemente bien?*

. Asi que en la
actualidad, todavia no se ha establecido ningin marcador prondéstico ligado al Hp que
permita prever la severidad y el curso de la infeccién. Dentro de los factores de
virulencia del Hp los que se han estudiado méas extensamente son el cagA y vacA
aunque pocos estudios los han evaluado en relacion con el riesgo de progresion de las

LPCG, solo uno en el caso de cagA®° y ninguno en el caso de vacA.

La evolucion de las LPCG también depende de la susceptibilidad genética de
cada individuo, la cual estd determinada por variaciones alélicas o polimorfismos en
genes que regulan entre muchos otros procesos los mecanismos de proteccién de la
mucosa gastrica frente a distintos agentes. En concreto los genes que codifican las
mucinas: MUC1, MUC2, MUC5 y MUCSG. Se han descrito alteraciones en la expresion
de mucinas gastricas tanto en las LPCG como en el adenocarcinoma, lo que sugiere que
los polimorfismos en los genes que codifican las mucinas podrian tener un gran

251 varios

potencial como marcadores diagnésticos y de prondstico en el cancer gastrico
estudios?3215217222%6 han valorado los distintos polimorfismos de los genes de

mucinas pero ninguno ha evaluado su papel en la progresion o regresion de las LPCG.
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Justificacion

En la actualidad, todavia no se conoce qué tipo de LPCG tiene mayor
probabilidad de evolucionar a cancer gastrico, o en qué tipo de pacientes la lesion
precursora va a evolucionar a un adenocarcinoma gastrico. La importancia de
determinar marcadores pronosticos que ayuden a predecir la evolucion de las lesiones
gastricas en cada individuo radica en la posibilidad de poder detener la evolucién
natural de estas lesiones y prevenir la aparicion del cancer gastrico o diagnosticarlo en
estadios no avanzados, asi como permitir la seleccion de pacientes tanto para programas
de diagnostico precoz como para el ensayo de farmacos en estudios de

quimioprevencion.

El seguimiento de pacientes con LPCG permite conocer su evolucion, por lo que
representa el abordaje metodoldgico Optimo para profundizar en el estudio de esta
patologia. Ademas la categorizacion de estas lesiones en pacientes en los que
conocemos su evolucion permitira la identificacion de parametros predictivos de
progresion de las LPCG que puedan utilizarse para seleccionar a los pacientes con
mayor riesgo de desarrollar un carcinoma gastrico. EI hecho de que los pacientes
procedan de un area de alto riesgo de cancer gastrico con una poblacion estable,
facilmente controlable, como es la provincia de Soria, hace que el material de estudio

tenga un valor adicional.
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Obijetivos

Objetivo general

Identificar posibles pardmetros que permitan seleccionar entre los pacientes con
LPCG aquellos con mayor riesgo de evolucionar a cancer géstrico.

Objetivos especificos

1.- Evaluar la evolucion de las LPCG e identificar los factores de riesgo de evolucién a
adenocarcinoma en los pacientes con LPCG segun la infeccion concomitante por Hp, el
consumo de tabaco, el consumo de antiinflamatorios no esteroideos, la edad, el sexo y

los antecedentes familiares de cancer gastrico.

2.- Evaluar el efecto de los factores de virulencia del Hp en la evolucién de las LPCG
estudiando la relacion entre los genotipos de Hp cagA y vacA con la progresion de las
LPCG.

3.- Evaluar el efecto de la susceptibilidad genética en la evolucién de las LPCG
analizando la relacion entre los polimorfismos de los genes relacionados con la
produccién de mucinas protectoras de la mucosa gastrica: MUC 1, MUC 2y MUC 6 y
la evolucion de las LPCG.
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Materiales y Método

1. Poblacion del Estudio.

Se trata de un estudio de seguimiento de cohorte prospectiva y retrospectiva con
un periodo de seguimiento comprendido entre 1988 y 2007. Se tuvieron en cuenta todos
los pacientes que se habian sometido a una gastroscopia con biopsia gastrica o esofagica
en el Complejo Hospitalario de Soria desde el 1 de enero de 1988 al 30 de junio de
1994. Se identificaron mediante el registro del servicio de patologia (Unico en la

provincia). Se aplicaron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

- Criterios de inclusion: Pacientes de edades comprendidas entre 25 y 69 afios
diagnosticados de: mucosa normal, gastritis superficial, gastritis cronica atréfica sin
metaplasia intestinal, metaplasia intestinal, displasia, pélipo gastrico hiperplasico,

polipo adenomatoso o Ulcera gastrica.

- Criterios de exclusion: Pacientes que en el momento del reclutamiento o
dentro de los 6 primeros meses posteriores tuvieran un diagnostico de: cancer gastrico u
otro cancer (no se tuvieron en cuenta los tumores malignos cutdneos no meléanicos),
Ulcera péptica duodenal, gastrectomia total o parcial por cualquier causa Yy/o

Enfermedad de Barret.

El estudio preliminar incluy6 2.229 pacientes con biopsias gastricas o esofagicas
residentes en la provincia de Soria de ambos sexo0s. Se excluyeron directamente 1.427:
1.140 pacientes atendiendo a los criterios de exclusion (610 por edad fuera del rango,
290 por presentar Ulcera duodenal, 127 con carcinoma géastrico, 61 con esofago de
Barrett, 52 por reseccion gastrica previa) y 287 por informacion insuficiente.

Se seleccionaron para el estudio los 802 pacientes restantes con un diagnostico
histoldgico en la primera biopsia (biopsia de reclutamiento) de: mucosa normal, gastritis
cronica sin metaplasia intestinal, metaplasia intestinal o displasia. Se revisaron todos los
informes de patologia y la historia clinica de estos pacientes para identificar a aquellos
que habian alcanzado algun punto final del seguimiento y a los que serian candidatos a

una nueva gastroscopia y biopsia al final del seguimiento.
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Se consideraron como puntos finales del seguimiento: a) Diagnostico de cancer
géastrico. La fecha del diagndstico seria la fecha del fin de seguimiento. b) Gastrectomia
total o parcial por Ulcera gastrica. La fecha de la intervencion seria la del fin de
seguimiento y se registraria la informacion de la pieza quirurgica. c) Fallecimiento. La
fecha de muerte seria la del final del seguimiento. Si tenian biopsia gastrica previa o
autopsia se registraria esa informacién. d) Realizacion de biopsia durante los dos afios
previos a la fecha final del seguimiento. La fecha de la ultima biopsia, seria la del final

del seguimiento.

139 pacientes alcanzaron algin punto final antes de finalizar el periodo de
seguimiento: 22 casos de cancer gastrico (20 adenocarcinomas, 2 linfomas), 6 pacientes
se sometieron a una gastrectomia por Ulcera gastrica, 10 desarrollaron ulcera duodenal y
8, esofago de Barret. Se identificaron 49 pacientes que se habian sometido a una
gastroscopia con biopsia gastrica en los 2 afios anteriores al final del periodo de
seguimiento por lo que no se considero ético someterles a otra gastroscopia y biopsia.
44 pacientes fallecieron. Los pacientes que desarrollaron ulcera duodenal y eséfago de
Barret (18 pacientes) fueron excluidos al aplicar los criterios previos del estudio. Se
incluyeron en total 121 pacientes de los que se tuvieron en cuenta, para el estudio, la
ultima gastroscopia y biopsia registrada. En el caso de los pacientes fallecidos se

examinaron los certificados de defuncién para obtener la causa de la muerte.

Los 663 pacientes restantes fueron invitados, por carta y llamada telefénica a
someterse a una nueva gastroscopia y biopsia gastrica, a proporcionar una muestra de
sangre (30 ml) y a responder a un cuestionario, mediante entrevista personal, acerca de:
el consumo de tabaco, el uso de AINES, antecedentes familiares de cancer géstrico (en
abuelos, padres, hermanos o hijos) y valorar la infeccion por Hp. 290 pacientes
rehusaron hacerse una nueva gastroscopia y en 16 pacientes suponia un riesgo
realizarla. En total 357 pacientes accedieron someterse a una nueva gastroscopia y
biopsia.

La informacion sobre los factores de riesgo de interés en aquellos pacientes que
habian alcanzado algun punto final durante el seguimiento o que no pudieron ser

entrevistados, se obtuvo de los registros médicos o de sus familiares.

54



Materiales y Método

El nimero total de pacientes que participaron en el estudio fue de 478 (Fig. 11).
Todos los pacientes participantes firmaron un consentimiento informado sobre todos los
procedimientos a los que serian sometidos durante el estudio, cuyo protocolo fue

aprobado por el Comité Etico del Complejo Hospitalario.

2.229 pacientes con gastroscopia y biopsia gastrica o esofagica entre 1987-1994

1.140 no cumplen con criterios de
inclusién: 127 Carcinoma gastrico.61
Esofago de Barret. 290 Ulcera <——1—>| 287 informacién insuficiente
duodenal. 610 Edad fuera de rango (25-
69 afios).52 Reseccion gastrica

Candidatos 802 pacientes

Periodo de seguimiento 1988-2007
(12°8 anos)

290 declinaron \l/ \l/

gastroscopia \ 663 para gastroscopia 139 Pacientes llegaron a un 18 excluidos

- Z y biopsia punto final antes del fin del N Es6fago de Barret (8)
16 gastroscopia I seguimiento Ulcera duodenal (10)
no indicada

l

121 incluidos

Cancer gastrico (22). Gastrectomia (6). Biopsia 2
afios antes del fin del seguimiento (49),
fallecimiento (44)

357 nueva gastroscopia
y biopsia

478 pacientes poblacion final del estudio

Fig. 11 Seleccién de pacientes para el estudio

El analisis del genotipo del Hp se realizd en 312 pacientes (65’°3% de la
poblacion participante del estudio), cuyas biopsias de reclutamiento contaban con

suficiente tejido para extraer ADN bacteriano de buena calidad.
Se obtuvo ADN gendmico de 453 pacientes (95% de la poblacidn participante
del estudio) a partir de muestras sangre (417 casos) o de bloques de tejido incluidos en

parafina cuando la muestra de sangre no era posible (36 casos). Se excluyeron 66
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pacientes cuyas muestras de ADN no cumplia con los criterios minimos de calidad
necesarios para la determinacion del genotipo en la plataforma de Sequenom. La
poblacion de estudio para el anlisis genético fue por lo tanto de 387 pacientes. (81% de

los participantes en el estudio)
2. Histopatologia

Para la evaluacion histoldgica de todos los pacientes se tuvieron en cuenta como
primera biopsia o biopsia de reclutamiento aquella biopsia gastrica que al menos
comprendiera entre 3 y 4 fragmentos de mucosa de antro y de incisura 0 cuerpo
teniendo en cuenta los procedimientos habituales de la institucién en el periodo
comprendido entre 1988 y 1994 (periodo definido como reclutamiento). Para la
gastroscopia final, se siguieron las recomendaciones de Sidney> por lo que para la
biopsia final se obtuvieron 5 muestras de mucosa gastrica: 1 de incisura, 2 de antro y 2
de cuerpo (curvatura mayor y curvatura menor). Todas las biopsias se fijaron en
formaldehido taponado al 10% y se incluyeron en parafina. Se hicieron secciones de 4
micras que se tifieron con hematoxilina-eosina, AAPAS 2,5 y Giemsa. En biopsias
seleccionadas, con diagnostico de metaplasia intestinal incompleta, algunas secciones se
tifieron con HID-AB 2.5 para detectar sulfomucinas. Tanto las biopsias de reclutamiento
como las biopsias finales fueron revisadas por dos pat6logos, los mismos en ambos

periodos.
2.1. Clasificacion de los diagnosticos histoldgicos

Para clasificar a cada paciente se tuvo en cuenta la lesibn méas avanzada
observada en cualquiera de las muestras de biopsia recogidas al principio y al final del
estudio. Las categorias diagndsticas fueron: 1: mucosa normal/cambio minimo; 2:
gastritis no atrofica; 3: gastritis atrofica multifocal sin metaplasia; 4: metaplasia

intestinal; 5: displasia; 6: carcinoma gastrico.

La intensidad de la inflamacion, la atrofia, la metaplasia y Hp se graduaron
siguiendo las escalas visuales del Sistema de Sidney> (Fig. 1) en leve, moderada o

severa. Teniendo en cuenta la morfologia y la tincion para mucinas, la metaplasia
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intestinal se clasifico como: metaplasia intestinal completa, metaplasia intestinal
predominantemente completa, metaplasia intestinal predominante incompleta vy
metaplasia intestinal incompleta.

Para evaluar la variabilidad intra e inter observador en el diagnostico
histolégico, una muestra aleatoria correspondiente al 10 % de las muestras patoldgicas
se incluyeron en un estudio ciego, donde fueron examinados dos veces por el mismo

patdlogo y por otro patélogo que no ha participo en el estudio.

2.2. Score histologico

El valor de la atrofia gastrica (3), la metaplasia intestinal (4) y el de la displasia
(5) fue modificado usando una escala continua siguiendo el modelo de Mera et al*®’ de
tal manera que al valor de referencia se le sumaba el valor, siguiendo una escala ordinal,
de cada una de las categorias establecidas segun la gravedad de la lesion, el tipo y la
extension. En el caso de la atrofia se definieron cinco categorias segin su intensidad:
ausencia de atrofia: 0; Indefinido para la atrofia: 0°25; atrofia leve: 0°50; atrofia
moderada: 0°75; y la atrofia severa: 1°0. El valor de la metaplasia intestinal se modifico
de acuerdo con el tipo y la extension. El tipo se clasifico en cuatro categorias:
Metaplasia intestinal completa: 0°1; mixta predominante de tipo completo: 0°2; mixta
predominante de tipo incompleto: 0°3; y metaplasia intestinal incompleta: 0°4. Para
valorar la extensién de la metaplasia intestinal se considerd el nimero de biopsias con
metaplasia intestinal/nimero total de biopsias y el resultado se agrupd en terciles. A
cada tercil se le dio un valor de: 0’2, 0’4, 6 0’6, respectivamente. La puntuacion final
para la metaplasia intestinal, resultaba de la suma a su valor de partida 4 el valor del tipo
y el valor de la extension®’. El valor de la displasia (5) se modificé en funcién de las
distintas categorias en indefinido para displasia: 0°25, displasia de bajo grado: 0’50 y
displasia de alto grado: 0’75. En los tres tipos de lesiones para los analisis estadisticos

se considero el valor méas alto en cada biopsia.
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3. Valoracion de la Infeccion por Helicobacter pylori

La deteccion de Hp se realiz por: examen histolégico mediante la tincion de
Giemsa, revisando las historias clinicas buscando resultados de la prueba de la ureasa en
la muestra de biopsia o test de aliento y entrevistando a los pacientes. Se considero la
existencia de infeccion por Hp, la positividad en cualquiera de los métodos anteriores.
La informacion de la utilizacién de inhibidores de la bomba de protones en el

tratamiento no estaba disponible, por lo que no se tiene en cuenta en el analisis.
4. Genotipado del Helicobacter pylori

La extraccion del ADN para la determinacion del genotipo de Hp y su
caracterizacion se llevd a cabo a partir de tejido gastrico incluido en parafina de las
biopsias de reclutamiento. La mayoria, a partir de biopsias antrales (76%). Cuando éstas
no estaban disponibles se utilizaron muestras de la incisura angularis (19%) o del
cuerpo (5%). Se realizaron cortes de 10 micras de cada bloque. Para evitar la
contaminacion cruzada se cambiaban las cuchillas con cada bloque. EI ADN total se
extrajo después de la digestion en una solucion que contiene: 10 mM de Tris-HCI (pH
8’0), EDTA 5 mM, 0’1 % de dodecil sulfato de sodio, y 0’1 mg/ml de proteinasa K,
durante al menos 12 h a 55°C. La proteinasa K se inactivd por incubacion durante 10
min. a 95°C.

La deteccion y caracterizacion de los genotipos cagA y vacAs se realizo
mediante PCR seguida de hibridacion inversa sobre un ensayo de sonda lineal (Labo
Bio- Medical Products, Rijswijk, Paises Bajos) usando cebadores marcados con biotina
y dos sondas de oligonucle6tidos para cagA y para cada uno de los alelos de vacA,
definidos previamente en otros trabajos?*®?*°. Se utilizaron como controles positivos y

negativos ADN de cepas de Hp con genotipos conocidos.
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5. Genotipado de Mucinas en cada individuo

El ADN genomico se extrajo de muestras de sangre a partir de linfocitos
mediante el uso Flexigene ADN kit (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En los casos en que se utilizaron los bloques de tejido incluido en parafina,
se cortaron 10 secciones de 10 micras cada uno y se desparafinaron con xileno
extrayendo el ADN mediante el QIA-amp DNA Mini Kit (Qiagen). La concentracién de
ADN se midié mediante densidad Optica a 260 nm en un espectrofotémetro NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientifics) y se almacenaron a -80°C en placas de 96 pocillos a una

concentracion de ~100 ng/l.

Para la seleccion de los SNP (single nucleotide polymorphism) se ha utilizado la
informacién HapMap para los caucésicos. Se seleccionaron tagSNPs de la region
gendémica del gen 1921 que contiene el gen MUCL y para las regiones gendmicas del
gen 11p15, que contiene los genes MUC2 y MUCG. Se han seleccionado de una lista de
SNPs entre un minimo de 7 kb hacia el extremo 5’ y de 3 kb hacia el extremo 3’ para
cada uno de los genes MUC. Debido a la ausencia de informacion en HapMap para el

gen de MUCSAC este gen no se ha analizado.

Los blogues de haplotipos se definieron mediante el uso de los intervalos de

confianza (IC) del método de Gabriel et al.?*°

, tal como se aplica en el software v 4.0
Haploview?®’. Los tagSNPs (SNP marcadores) fueron seleccionados mediante el uso del
Algoritmo de Tagger como se aplica en Haploview. Se seleccionaron aquellos tagSNPs
con una frecuencia del alelo menor (MAF en inglés minor allele frequency) >5% en los
caucésicos, una correlacion entre tagSNP y SNP marcado r>>0°8 y aquellos tagSNPs
que solamente marcaran haplotipos con una frecuencia >0’05. Los SNPs validados en la
base de datos y potencialmente funcionales se sustituyeron por tagSNPs siempre que
estuvieran en completo desequilibrio de ligamiento (LD en inglés linkage

disequilibrium) con ellos.

Se definieron dos bloques de haplotipos para la region gendémica que contiene
MUC1 (1921) y se seleccionaron cuatro tagSNPs, dos para cada bloque. En la region
cromosomica 11p15, que incluia MUCS, se definio un haplotipo que fue etiquetado por
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seis tagSNPs y en la region gendmica que incluye MUC?2 se definieron siete bloques de

haplotipos etiquetados por quince tagSNPs.

Los 25 tagSNPs seleccionados para los genes MUC1, MUC2 y MUC6 se
genotiparon utilizando la tecnologia IPLEX-Gold MassArray™ (Sequenom) en el
Centro Nacional de Genotipado (CEGEN), en un ensayo de disefio personalizado.
Ademas de los controles de calidad internos incluidos por CEGEN, se genotiparon por
duplicado 17 muestras (4°4%) elegidas al azar en todos tagSNPs para evaluar la tasa de
error en el genotipado. La concordancia entre genotipos fue completa en todos los casos
y no se observaron errores de genotipado. De los 25 SNPs seleccionados inicialmente se
excluyeron 3 porque no se pudieron amplificar correctamente. EI nimero total de SNPs
genotipados con éxito y disponibles para el andlisis fue de 22. Ninguno de estos SNPs
se desvio del equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion analizada (test de chi-
cuadrado P>10%). La media de genotipado de cada SNP en las muestras fue del 98% y
en ningln caso se genotiparon menos del 80% de las muestras por SNP,

6. Analisis Estadistico

Se utilizaron modelos de riesgo proporcional de Cox para estimar los HRs
(Hazards ratios) con IC del 95%. Los andlisis se basan Unicamente en el carcinoma
gastrico como punto final, debido al bajo numero de casos observados de Ulcera
duodenal (n=10) y de esofago de Barrett (n=8). El riesgo de cancer gastrico se evalud
mediante un analisis univariado y multivariado de acuerdo con el diagnostico
histologico en el reclutamiento, la edad, el sexo, el consumo tabaco y uso de AINES, los

antecedentes familiares de cancer gastrico y la prevalencia de la infeccion por Hp.

Para el andlisis de la progresion de las LPCG segln los genotipos cagA y vacA
del Hp partiendo del diagndstico del reclutamiento, se utiliz6 el modelo de regresion
logistica no condicional para calcular odds ratio (ORs) con IC del 95%. Se comparo el
diagnostico histoldgico en el momento del reclutamiento con el diagnéstico al final del
seguimiento segun las categorias diagndsticas definidas. Se considerd progresion
cuando el diagnostico final supuso uno 0 mas puntos en relacion con el diagnéstico del

reclutamiento. La regresion fue el proceso inverso. Para el analisis se comparé a los
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pacientes Hp negativos (categoria de referencia) con pacientes con cepas cagA-positiva,
vacA sl, ml, s1/mil, i1, cagA-negativas, s2, m2, s2/m2, i2 y otras combinaciones de
vacA. También se compararon pacientes con cepas cagA-positiva, vacA s1, m1, s1/ml
y il con cepas cagA-negativas, s2, m2, s2/m2, i2 y otras combinaciones de vacA. El
riesgo de progresion fue valorado mediante un analisis univariante y multivariante
ajustado por el diagndstico del reclutamiento, edad, sexo, consumo de tabaco, el uso de
AINES, y antecedentes familiares de cancer gastrico.

Para el andlisis de asociacion entre los polimorfismos de MUC y cada grupo de
evolucion de las LPCG se utilizo el test y2 de Pearson. Con el fin de abarcar toda la
variabilidad asociada con la evolucién de las lesiones, se llevaron a cabo dos tipos de
analisis: 1) el analisis de la progresién de la lesidn, donde el grupo de pacientes cuyas
lesiones progresaron se compararon con aquellos cuyas lesiones se mantuvieron
estables o regresaron (grupo de referencia) y 2) el analisis de regresion de las lesiones,
donde los pacientes cuyas lesiones regresaron se compararon con aquellos cuya lesiones
se mantuvieron estables o progresaron. EI OR y el IC del 95% se calcularon mediante
regresion logistica no condicional, tal como se aplica en el programa de Biblioteca
SNPassoc R?®?, En ambos modelos el anélisis se ajustd para el sexo, la edad, el consumo
AINES vy de tabaco y tipo de lesion en el inicio del estudio. Todos los andlisis se
realizaron considerando los distintos patrones de herencia (co-dominante, dominante,
recesivo y aditivo). Los analisis estratificados se realizaron teniendo en cuenta la
infeccion por Hp y el consumo de AINES. Las interacciones potenciales entre el SNP
de interés y el estado de Hp o el consumo de AINES se evaluaron mediante la prueba de

razon de verosimilitud.

Para el analisis del desequilibrio del ligamento entre los polimorfismos en cada
region del gen MUC se utiliz6 el programa Haploview. La Asociacién entre la
progresion o la regresion y cada haplotipo de MUC con una frecuencia > 0’01, se valord

utilizando como referencia el haplotipo de mayor frecuencia entre los controles.
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1. Presentacién de resultados

Se presentan los articulos que componen esta tesis, uno por cada objetivo, tal y

como se muestran en esta tabla.

Evaluar la evolucion de las LPCG e identificar los
factores de riesgo de evolucion a adenocarcinoma

en los pacientes con lesiones LPCG.

Gonzalez, C. A.; Pardo, M. L,; Liso, J. M.; Alonso,
P.; Bonet, C.; Garcia, R. M.; Sala, N.; Capella, G.;
Sanz-Anquela, J. M. Gastric cancer occurrence
in preneoplastic lesions: a long-term follow-up
in a high-risk area in Spain. Int J Cancer. 2010
Dec 1; 127(11):2654-60

Evaluar el efecto de los factores de virulencia del

Hp en la evolucidn de las LPCG

Gonzalez, C. A.; Figueiredo, C.; Lic, C. B,
Ferreira, R. M.; Pardo, M. L.; Ruiz Liso, J. M
Alonso, P.; Sala, N.; Capella, G.; Sanz-Anquela, J.

pylori
genotypes as predictors of progression of

M. Helicobacter cagA and vacA

gastric preneoplastic lesions: a long-term
follow-up in a high-risk area in Spain. Am J

Gastroenterol. 2011 May; 106(5):867-74

Ferreira, R. M.; Figueiredo, C.; Bonet, C.; Pardo,
M. L.; Liso, J. M.; Alonso, P.; Sala, N.; Capella,

G.; Sanz-Anquela, J. M.; Gonzalez, C. A.
Helicobacter pylori vacA intermediate region
genotyping and progression of gastric

preneoplastic lesions. Am J Gastroenterol. 2012
Jan; 107(1):145-6

Evaluar el efecto de la susceptibilidad genética en

la evolucion de las LPCG

Marin, F.; Bonet, C.; Munoz, X.; Garcia, N.;
Pardo, M. L.; Ruiz-Liso, J. M.; Alonso, P;
Capella, G.; Sanz-Anquela, J. M.; Gonzalez, C. A.;
Sala, N. Genetic variation in MUC1, MUC2 and
MUCS6 genes and evolution of gastric cancer
precursor lesions in a long-term follow-up in a
high-risk area in Spain. Carcinogenesis. 2012
May; 33(5):1072-80
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2. Resumen del articulo 1

Gonzalez, C. A.; Pardo, M. L.; Liso, J. M.; Alonso, P.; Bonet, C.; Garcia, R. M.; Sala,
N.; Capella, G.; Sanz-Anquela, J. M. Gastric cancer occurrence in preneoplastic
lesions: a long-term follow-up in a high-risk area in Spain. Int J Cancer. 2010 Dec
1; 127(11):2654-60

En la actualidad no se han establecido criterios para identificar entre los
pacientes con LPCG aquellos con mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico. Con el
objetivo de identificar posibles factores riesgo de progresion a cancer gastrico en estos
pacientes, se realiz0 un estudio de seguimiento de 12.8 afios, prospectivo y
retrospectivo, en la provincia de Soria con una de las mayores tasas de incidencia y
mortalidad por cancer gastrico en Espafia. El estudio incluyo a 478 pacientes que se
sometieron a una gastroscopia y biopsia gastrica entre 1988 y 1994 con diagndstico de
mucosa normal, gastritis no atrofica, gastritis atroéfica multifocal sin metaplasia
intestinal, metaplasia intestinal completa o metaplasia incompleta. 357 pacientes fueron
sometidos a una nueva gastroscopia y biopsia al final del periodo de seguimiento (2005-
2007). 121 pacientes alcanzaron algunos de los puntos finales definidos antes de acabar
el periodo de seguimiento. Se evaluaron histolégicamente las biopsias del reclutamiento
y las del final del seguimiento. Se determind la variabilidad inter e intra-observador del
diagnostico histoldgico. Se recogid informacion acerca de la existencia de infeccion por
Hp, los antecedentes familiares de cancer gastrico, el consumo de AINES y de tabaco.
El riesgo del cancer géstrico se valor6 mediante un analisis univariante y multivariante
de acuerdo con la edad, el sexo los antecedentes familiares de cancer géstrico, el
consumo de AINES y de tabaco, el diagnostico histolégico del reclutamiento y la
infeccion por Hp. La edad media de los pacientes fue de 50 afios, el 47% eran hombres.
Durante el seguimiento, se diagnosticaron 23 cénceres gastricos (4’8%) (21
adenocarcinomas y 2 linfomas) con una incidencia de 3’77 por cada 1.000 personas al
afio. La tasa de incidencia de cancer gastrico para las personas con metaplasia intestinal
incompleta fue de 16’5 por cada 1.000 persona al afio. De los 21 pacientes
diagnosticados de adenocarcinomas, 16 ya tenian metaplasia intestinal incompleta en la
biopsia de reclutamiento. Se encontré un riesgo, estadisticamente significativo, de

desarrollar un adenocarcinoma gastrico con el diagndstico previo de metaplasia
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intestinal incompleta (HR 11°3; IC 95%: 3°8-33’9) y la historia familiar de cancer
gastrico (HR 6’1, IC 95% 1°7-22°4), lo que implica que el subtipo histolégico de
metaplasia intestinal y la historia familiar de cancer gastrico pueden ser Utiles para la
identificacion de pacientes de alto riesgo de progresion subsidiarios de una vigilancia

mas intensa.
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Gastric cancer occurrence in preneoplastic lesions: a long-term
follow-up in a high-risk area in Spain

Carlos A. Gonzalez!, Maria Luisa Pardo?, Juan Maria Ruiz Liso?, Pablo Alonso®, Catalina Bonet®, Raul M. Garcia®,

Ndria Sala™*, Gabriel Capella® and José Miguel Sanz-Anquela®

*Unit of Nutrition, Environment and Cancer, Catalan Institute of Oncology (IDIBELL-ICO), Barcelona, Spain

2 pathology Department, Complejo Hospitalario de Soria, Soria, Spain
2 Gastroenterology Unit, Complejo Hospitalario de Soria, Soria, Spain

“Translational Research Laboratory, Catalan Institute of Oncology (IDIBELL-ICO), Barcelona, Spain
5Department of Medical Specialities, Faculty of Medicine, University of Alcald, Hospital Principe de Asturias, Alcald de Henares, Madrid, Spain

There are no established criteria to classify patients into high or low risk of progressing to gastric cancer (GC). The aim of the
study was to identify predictors of GC occurrence among patients with gastric prenecplastic lesions. A prospective and
retrospective follow-up study was carried out in a province in Spain with one of the highest risk of GC. The study included
478 patients who underwent gastric biopsy in 1988-1994 with diagnoses of normal mucosa, nonatrophic gastritis (NAG),
non-metaplastic multifocal atrophic gastritis (MAG) and complete or incomplete intestinal metaplasia (IM) and who accepted
to undergo a new biopsy during 2005-2007 or had an event during follow up. Inter- and intra-observer variability of
histological diagnosis was assessed. Analysis was done using Cox proportional hazards risk (HR) models. The mean age of
the patients was 50 years, 47% were males and the mean follow-up time was 12.8 years. During follow-up, 23 GC (4.8%)
were diagnosed (21 adenocarcinomas and 2 lymphomas) with an incidence of 3.77 per 1,000 person per year. The incidence
rate of GC for those with incomplete IM was 16.5 per 1,000 person years. Out the 21 adenocarcinomas, 16 had an
incomplete IM in the baseline diagnosis. Incomplete IM (HR 11.3; 95% ClI 3.8-33.9) and a family history of GC (HR 6.1; 95%
Cl 1.7-22.4) were the strongest risk factors for gastric adenocarcinoma. Subtyping of IM and family history of GC may be
useful for the identification of high-risk patients who need more intensive surveillance.

Experimental and epidemiological evidence indicates that gas-
tric cancer (GC) is the result of a long multistep and multi-
factorial process.! An inflammatory process in the antrum,
usually associated with Helicobacter pylori (Hp) infection, is
considered to be the cause of the initial lesion, which may
progress toward a multifocal chronic atrophic gastritis in the
corpus, intestinal metaplasia (IM), dysplasia and finally the
invasive carcinoma.” This seems to be the sequence of the in-
testinal type of gastric adenocarcinoma, which is the predom-
inant type of GC in many countries, and these lesions are
considered as precursors of this type of cancer. IM is usually
subclassified as “complete” (small intestinal type or Type I)
or “incomplete” (colonic type or Types II and III), which is
thought to be the most advanced stage of IM.> The diffuse
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type of GC, on the contrary, lacks well-defined precursors,
although many studies have observed that it is also associated
with intestinal metaplasia.’

Symptoms are often absent or nonspecific in patients suf-
fering this long multistep process, and, therefore, GC is usu-
ally diagnosed at an advanced stage when curative options
are very limited.** Five-year relative survival rates of GC in
European patients are very low (less than 23%)° therefore,
better control of risk factors and identification of high-risk
patients at an early stage of disease represent the most effec-
tive ways for reducing the burden of this tumor.

The need to reevaluate premalignant gastric lesions is con-
troversial. Clinical guidelines for surveillance and treatment
of patients with preneoplastic lesions are lacking* and there
are no clear criteria to classify patients into high or low risk
of progressing to GC. Several prospective studies”® have
observed that the risk of progressing to more advanced pre-
neoplastic lesions or GC depends on the severity of the
lesions diagnosed at the start of follow-up and if these lesions
accumulate and progress with advancing age.

A recent nationwide prospective study in the Netherlands®
showed that increasing severity of premalignant lesions at
initial diagnosis (mainly severe dysplasia), male gender and
greater age are relevant risk factors for GC development. Sev-
eral years before, a higher risk of GC was found in subjects
with IM Type III (incomplete type),'® and they concluded
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Gastroscopies with gastric biopsy performed
between 1988-1994 n= 2229

Not meeting inclusion criteria n=1140
Predefined endpoints
*Prevalent gastric cancer (n=127)
*Prevalent Barrett’s esophagus (n=61)
*Prevalent duodenal ulcer (n=290)
Age less than 25; older than 69 (n=610)
Gastric resection (n=52)

Insufficient information n=287

| Candidate population n= 802 |

Lost to follow-up: n=306
Declined gastroscopy (n=290)
Unfit for gastroscopy (n=16)

b

4
New gastroscopy
and biopsy n=357

Follow-up period: 1989-2007 v

\ Predefined endpoints or event during
follow-up: n=139

Barrett’s esophagus (n=8) Z’:‘i‘;":ed
Duodenal ulcer (n=10) analysis

Gastric cancer (n=22)

Gastrectomy (n=6)

Biopsy last previous two years (n=49)
Death (n=44)

Mean follow-up=12.8 years

Final population of the study n= 478

Figure 1. Participant flow diagram.

that subtyping of IM could be useful for identifying individu-
als at high risk of GC, although this is still controversial.
Other authors'! support that subtyping IM has no clinical
value and that the pattern, extent and severity of atrophy is a
more important predictor than IM subtype.

The aims of this study were to assess the progression of
gastric preneoplastic lesions and to identify predictors of GC
occurrence after a long-term follow-up in a region in Spain
(province of Soria in Castilla Leon) with one of the highest
incidence and mortality from GC (European adjusted mortal-
ity rates: 18.1 in males and 8.6 in females)."?

Material and Methods

Study subjects

This is a prospective and retrospective follow-up study with
3 end points: GC, duodenal ulcer and Barrett’s esophagus. In
2005, all patients who had undergone gastroscopy with gas-
tric or esophageal biopsy (n = 2,229) at the Soria Hospital
(the only National Health Service managed facility of a prov-
ince of only 94,646 inhabitants in 2008) between January 1,
1988 and June 30, 1994, were identified from the Pathology
Department Registry (Fig. 1). Preliminary study included all
patients with preneoplastic gastric lesions, resident at the
province of Soria, from both sexes. Of these, we excluded
1,427 patients with any of the following previous conditions:
age outside the selected 25-69 year range (n = 610), preva-

Int. ). Cancer: 127, 2654-2660 (2010) © 2010 UICC

lent peptic ulcer (n = 290), GC (n = 127) or prevalent
Barrett’s esophagus (# = 61), previous gastric resection (n =
52) and lack of information or other reasons (# = 287). The
remaining 802 patients with a preliminary histological diag-
nosis of normal mucosa, chronic gastritis with or without IM
or dysplasia in the first biopsy were selected for the study.
All the patients’ pathology reports were then reviewed to
identify those patients who had already reached any of the
pre-established end points and those were the candidates for
a final gastroscopy. Ninety patients were considered to have
already completed the selected follow-up outcomes. Among
these, a gastric malignancy was diagnosed in 22 cases (20
adenocarcinomas, 2 lymphomas), a duodenal ulcer in 10 and
Barrett’s esophagus in 8 (Fig. 1). There were also 6 patients
who had undergone a gastrectomy for a gastric ulcer and 44
who had died during the follow-up, for which the last previ-
ous gastroscopy and biopsy were taken into account. The
death certificates were reviewed for those who had died to
obtain the cause of death. Furthermore, we identified 49
patients that had undergone a gastroscopy with a gastric bi-
opsy during the previous 2 years, and we took these biopsies
as the end point, because it was considered unethical to per-
form a new one.

The remaining 663 patients were invited by letter and tel-
ephone call to undergo a new gastroscopy and gastric biopsy
to provide a blood sample (30 ml), to answer a face-to-face
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questionnaire on history of tobacco consumption, use of
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), family his-
tory of GC (a case of GC in grandfathers, fathers, brothers or
sons) and to assess prevalence of Hp infection. Two hundred
and ninety declined and 16 were not suitable for a new gas-
troscopy. Information on these risk factors of interest in
those patients with a predefined endpoint or event during
follow-up who were not interviewed were obtained from
medical records or questions to their relatives. All participat-
ing patients signed an informed consent giving permission
for the procedures of the study, whose protocol was approved
by the Ethical Committee of the Hospital.

Histopathology

According to the standard procedures of the institution at
the time of the first gastric biopsy (between 1988 and 1994),
3-4 biopsy specimens were collected from the antrum, inci-
sura or corpus for histological evaluation in all patients. For
the final gastroscopy, the Sidney recommendations were fol-
lowed and 5 specimens were obtained (1 from the angulus, 2
from the antrum and 2 from the corpus of the stomach). All
biopsies (baseline and final), were formalin fixed and paraffin
embedded. Sections of 4 um were obtained and stained with
hematoxylin-eosin, Alcian blue-periodic acid Shiff (pH 2.5)
and Giemsa. Additionally, for selected baseline biopsies with
incomplete IM, some sections were stained with high-iron
diamine-Alcian blue to detect sulfated mucins. Two patholo-
gists (MLP and JMSA) reviewed the initial and final biopsies
of all the included cases.

Hp infection

Giemsa stained Hp was detected during the histopathological
examination. Furthermore, Hp infection was also identified
by reviewing the medical records (results from urease test on
biopsy specimen and urea breath test) and interviewing sub-
jects about previous prevalence of Hp, treatment and results
of treatment. The presence of a positive Hp infection among
any of these sources of information was taken as the overall
diagnosis for each subject. Information of use of proton
pump inhibitors in the treatment was not available and
therefore not taken into account in the analysis.

Histological diagnosis classification

The most advanced lesion observed in any of the biopsy frag-
ments collected at the beginning and at the end of the study
was used to classify every patient. For the 139 patients who
completed follow-up prior to clinical reevaluation (Fig. 1),
the diagnosis from either the end point biopsy (GC, duodenal
ulcer, Barrett’s esophagus) or the last biopsy available prior
to gastrectomy or death was taken into account. The classifi-
cation of the diagnosis was the following: 1: normal mucosa/
minimal change; 2: nonatrophic gastritis (NAG); 3: non-
metaplastic multifocal atrophic gastritis (MAG); 4: multifocal
atrophic gastritis with intestinal metaplasia (IM); 5: dysplasia;
6: carcinoma. On the basis of morphology and mucin stain-

Gastric cancer in preneoplastic lesions

ing, IM was subclassified™® as “complete” (small intestinal
type or Type I, characterized by brush border cells and goblet
cells, but lacking the hybrid columnar “intermediate™ cells,
which are typical of the incomplete IM or “incomplete” (co-
lonic type or Types II and III) that also contain goblet cells,
but the predominant cell type is the hybrid “intermediate”
nongoblet mucous columnar cells with cytoplasmic drops of
different size. This hybrid mucous cells are easily identified
because they show, with the mucinohistochemical AB-PAS
(pH 2.5), a mixed phenotype gastric and intestinal pattern:
red for neutral gastric mucins and blue for a combination of
intestinal mucins. Mixed, predominant complete types or
incomplete types were also considered.

To assess the observer variability of the histological diag-
nosis, a random sample of 10% of the pathological samples
were included in a blinded study, where they were examined
twice by the same pathologist (intra-observer variability) and
by another pathologist not involved in the study (inter-ob-
server variability).

Statistical analysis

Cox proportional hazards models were used to estimate haz-
ards ratios (HRs) with 95% confidence intervals (CI). The
current analysis is based only on GC end points, because of
the low observed number of cases of Duodenal Ulcer (# =
10) and Barrett’s esophagus (# = 8). Entry time was defined
as age at recruitment and final time as the age at diagnosis of
GC, the age at censoring for at-risk subjects or the age at end
of follow-up. The risk of GC was measured in a univariate
and multivariate analysis, according to baseline histological
diagnosis, age, sex, tobacco consumption and use of NSAID,
family history of GC and prevalence of Hp infection.

Results

The analysis was based on 478 subjects, after the exclusion of
10 patients diagnosed with duodenal ulcer and 8 diagnosed
with Barrett’s esophagus during the follow-up. The mean age
of the patients was 50.0 years (SD = 12.19) and 47% were
males (Table 1). The histological diagnosis at baseline exami-
nation was 1.7% (n = 8) normal, 11.5% (n = 55) with NAG,
46% (n = 223) with MAG and 40% (n = 192) with IM. No
dysplasia cases were observed. Among the IM patients, 54.2%
(n = 104) were diagnosed as complete or predominantly
complete and 45.8% (n = 88) as incomplete or predomi-
nantly incomplete. Regarding intra-observer concordance, the
weighted kappa statistic was 0.58 for diagnosis of subtype of
metaplasia and 0.43 for the global histological diagnosis. For
the inter-observer concordance, the ponderate kappa statistic
was 0.55 for diagnosis of subtype of metaplasia and 0.41 for
the global histopathological diagnosis.

Table 1 also presents the histopathological diagnoses at
baseline in relation to age, gender and other risk factors. A
greater proportion of males and older patients had more
advanced lesions. Up to 76.4% of NAG cases were Hp posi-
tive with a steady decrease in more advanced lesions.

Int. J. Cancer: 127, 2654-2660 (2010) © 2010 UICC
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Table 1. Histopathology diagnoses at baseline and risk factors
IM
Complete or Incomplete
Normal NAG MAG Predominant Predominant Total

Baseline w=8) (W = 55) (v =223) Complete (N = 104) Incomplete (¥ = 88) (v = 478)

Male (%) 62.5 45.4 41.3 51.0 54.5 46.7

Mean age (SD) 36.3 (11.9) 45.4 (12.8) 48.1 (12.3) 51.8 (10.9) 56.5 (9.5) 50.0 (12.2)

Hp positive (%) 0 76.4 73.1 68.3 5t 67.2

Ever smoker (%) 50 49.1 35.4 39.4 38.6 38.7

Years of consumption (mean) 14.5 18.3 18.5 24.2 30.2 21.7

Use of NSAID (%) 50 38.2 52, 39.4 43.2 46.0

Use for more than 1 year (%) 37.5 27.3 29.6 19.2 23.9 26.2

Family history of gastric cancer (%) 12.5 145 1157 13,5 23.9 14.6

Abbreviations: NAG: nonatrophic gastritis; MAG: multifocal nonmetaplastic atrophy; IM: intestinal metaplasia.

Prevalence of ever smokers was 38.7% and no clear differen-
ces were observed between histopathological groups. In con-
trast, use of NSAID varied according to the histological diag-
nosis. Prevalence of family history of GC was particularly
high (23.9%) in subjects with incomplete IM.

After a mean follow-up of 12.8 years (SD = 4.07), 23 GC
cases (4.8%) were diagnosed (Table 2). The incidence rate
was 3.77 (CI 95% 2.51-5.67) per 1,000 person/years. Of the
GC cases, 21 were adenocarcinomas (2 diffuse, 16 intestinal
and 3 mixed) and 2 were malignant lymphomas. Of the 21
adenocarcinomas, 16 had an incomplete IM at baseline diag-
nosis (including the 2 diffuse types), 1 had a complete IM
and 4 had a MAG. One gastric lymphoma had a MAG at
baseline diagnosis and the other had a NAG. The proportion
of subjects with incomplete IM that developed a GC during
the follow-up was 18.2%, while it was only 2.2% for MAG.
The incidence rate of GC was 16.46 (95% CI 10.08-26.86)
for incomplete IM and 1.73 (95% CI 0.72-4.16) per 1,000
person/years for MAG. To estimate the extension of IM, the
number of fragments with IM and the total number of frag-
ments was recorded for each biopsy. The percentage of frag-
ments with IM was higher among the cases that developed a
GC in comparison with those that did not develop a GC, but
the differences were not statistically significant (data not
shown).

Incomplete IM was the baseline diagnosis with the highest
risk of developing a gastric adenocarcinoma (HR 11.3; 95% CI
3.8-33.9) (Table 3). We also found a strong and significant
risk of developing a gastric adenocarcinoma for those subjects
with a family history of GC (HR 6.11; 95% CI 1.67-22.4).
While age and gender were significant risk factors in the uni-
variate analysis (HR 4.18; 95% CI 1.12-15.61 for patients older
than 60 years and HR 5.51; 95% CI 1.85-16.4 for males), they
became weaker and nonsignificant after adjusting for the other
risk factors. We observed a nonsignificant negative association
between regular use of NSAID for more than 5 years and risk
of GC (HR 0.43; 95% CI 0.12-1.49). Prevalence of Hp

Int. ). Cancer: 127, 2654-2660 (2010) © 2010 UICC

infection at baseline and smoking were not associated with the
risk of GC (data not shown).

Discussion

In a province located in a region with one of the highest inci-
dence of and mortality from GC in Spain and Western
Europe, we carried out a relatively large observational follow-
up study with a long follow-up. Gastroscopies at the begin-
ning and at the end of follow-up were performed allowing us
to evaluate the occurrence of GC among patients with pre-
neoplastic lesions and the influence of Hp infection and other
factors in this process. We found that the probability of
developing a GC is strongly and significantly associated with
incomplete IM and a family history of GC.

During 12.8 years of follow-up, 23 patients (4.8%) devel-
oped GC, this translates to an average of 0.37% per year.
This is similar to the results obtained in a prospective study
in Japan® where 2.9% of patients (36 incident cases) devel-
oped a GC after 7.8 years of follow-up, which is an average
of 0.37% per year. A slightly lower proportion was obtained
in another prospective study in a high risk area of China’
where 1% (34 incident cases) developed a GC after a mean
of 4.5 years of follow-up, which means an average of 0.22%
per year. It is well known that the age-standardized incidence
rate of GC is two-fold higher in men than women' and
other prospective studies”® have also found a higher GC risk
among males and older subjects. Moreover, it has been sug-
gested that sex hormones may protect women against GC'*
and results from recent epidemiological studies support this
hypothesis.">'® While in our population a higher risk of
developing GC was observed for individuals older than 60
years and males in the univariate analyses, it disappeared
after adjusting for other variables.

Incomplete IM was the only baseline diagnosis associated
with a high and significant risk of developing GC. This sup-
ports that subtyping of IM is useful to identify subjects at
high risk for GC. In addition, it has previously been shown
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Table 2. Number and proportion (as percentage between brackets) of patients according to diagnoses at baseline and at the end of

follow-up
Diagnoses at the end of follow-up
IM mixed IM mixed
Diagnoses at IM pred pred IM Gastric
baseline Normal NAG MAG complete complete incomplete incomplete Dysplasia cancer  Total
Normal 3 3 1 Q Q 0 1 0 0 8 (1.67)
NAG 3 24 12 5. 4 1 5 0 1 s5(11.51)
MAG 16 60 94 11 14 11 10 2 5 223 (46.65)
IM complete 4 5 11 7 20 9 i 0 0 69 (14.44)
IM mixed predominant 1 6 2 2 11 12 0 0 1 35:(7.32)
complete
IM mixed predominant 0 0 3 4 ks 31 7 [4] 9 67 (14.02)
incomplete
IM incomplete 1 2 6 0 2 1 2 0 7 21 (4.39)
Total 28 100 129 29 64 65 38 2 25 478 —100
(5.86) (20.92) (26.99) (6.07) (13.39) (13.60) (7.95) 0.42) 4.81)

Bold values = subjects with no changes.

Abbreviations: NAG: nanotrophic gastritis; MAG: multifocal nonmetaplastic atrophy; IM: intestinal metaplasia.

that close endoscopic surveillance of patients with type III
IM (columnar cells with sulfated mucines) was associated
with an increased frequency of early GC diagnosis."”” Another
prospective study'® also observed a higher risk of developing
GC for Types II and III IM, compared with Type I. A short
follow-up study of patients with atrophic chronic gastritis or
IM"® has shown that patients with Types II or III IM were at
highest risk for developing a dysplasia and only patients with
Type III IM progress to high grade dysplasia. A study in Italy
found that type and extension of IM, and immature hyper-
proliferative lesions, labeled as “indefinite for dysplasia”
according to the Padova classification, were the most sensi-
tive screening parameters for identification of subjects with
increased GC risk. However, evidence is not consistent and
in other studies®® ** IM subtyping was not found to play a
major role in predicting GC. These studies™”" were cross-
sectional observations with no follow-up or limited to a small
number of patients.”> Whether IM is reversible or not is still
a matter of controversy.” A follow-up study of different sub-
types of IM** concluded that Type I IM is a short-term reac-
tive process that generally regresses while Type III IM is
related to prolonged injury and chronicity and may regress
or progress to dysplasia. In our study, regression to less
advanced lesions was found in 29 (28%) of the 104 cases
with complete or predominant complete IM and only 12
(14%) of the 88 cases with incomplete or predominant
incomplete IM.

The pattern, extent and severity of gastric atrophy, with
or without IM, have been postulated as the best prognostic
markers of GC with pre-malignant lesions.’* However, the
predictive value of NAG and MAG in our population was
very low since only one of the 23 incident GC arose from a
NAG and 5 from a MAG. It is noteworthy that the classifica-
tion of atrophic gastritis suffers from considerable inter-ob-

Table 3. Hazard ration® of gastric cancer of preneoplasic lesion after
a mean of 12.8 years of follow-up, according to different factors
(based on 21 adenocarcinoma cases and 478 subjects with
prenoplastic lesions)

Hazard 95% Confidence
Factor ratio interval
Male (vs. female)
Univariate 5.51 1.85-16.4
Multivariate 2.34 0.72-7.61
Age (older than 60 yr)
Univariate 4.18 1.12-5:6
Multivariate 1.47 0.37-5.86

Incomplete or predominant incomplete intestinal
metaplasia (present vs absent at baseline)

Univariate 13.7 4.92-38.0
Multivariate 113 3.80-33.9
Family history of GC (yes vs. no)

Univariate 6.92 1.93-24.8
Multivariate 6.11 1.67-22.4
NSAID use (more than 5 yr, vs. no)

Univariate 0.43 0.13-1.40
Multivariate 0.43 0.12-1.49

*Multivarite analysis adjusted by each of the other factors.

server variation and that recognition and grading of gastric
atrophy remains inadequate* On the other hand, subtyping
of IM, as described by Jass and Filipe,25 showed a very good
predictive value: 16 out of 23 incident GC developing from
an incomplete IM. Contrary to gastric atrophy, inter-observer
agreement in the classification of these subtypes of IM is gen-
erally considered satisfactory.” In line with these observations,
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inter- and intra-observer concordance in our study was also
good for the diagnosis of type of metaplasia.

We found an almost 5 times higher GC risk in patients
with a family history of GC compared to patients without
family history. This is higher than the risk observed in
another prospective study in Japan® It is well known that
individuals reporting a family history of GC experience an
increased risk of GC.* Our result could be an indicator of
the role of genetic susceptibility on the risk of GC,*® which
could explain, in part, the high risk in this population, but it
could also be due to the effect of sharing environmental fac-
tors between family members.>

Hp infection is a well-recognized risk factor for precancer-
ous lesions of the stomach.*® In our study, we found that it
is not a predictor of GC. It is well known that severe chronic
gastritis and extended IM in stomach mucosa create condi-
tions in which Hp is unable to survive and favor clearance of
the infection. In agreement with this, we observed that the
prevalence of the infection decreased as the lesion advanced
and therefore the HR was lower in the more advanced
lesions. This fact, together with the low number of normal
mucusa analyzed in this study, could explain our results. Simi-
larly, several epidemiological studies®® ** have shown that
smoking is a strong risk factor of precancerous stomach lesions
and is associated with their progression toward GC. We
observed a relatively high prevalence of smokers in subjects
with all types of lesions, but the group of subjects with normal
mucosa was too small to enable comparison to be made. We
also observed a nonsignificant negative association between
consumption of NSAID and the incidence of GC. A meta-anal-
ysis®® has shown that users of aspirin and non-aspirin NSAID
experienced a lower risk of GC than non-users, which is in
agreement with the role of NSAID as inhibitors of COX-2, a
stimulator of cell proliferation and angiogenesis.*®

Strengths of this study are the long follow-up and the rel-
atively large size. Although the sample is not based in a ran-
dom sample from the general population, the cases were
selected from the single hospital facility in the small province
of Soria. This meant that the study included all the cases
occurring in this population, who probably visited the Hospi-
tal due to gastric related symptoms, and who had a previous
gastric biopsy between January 1, 1988 and June 30, 1994. In
addition, screening and surveillance of the general population
is not cost-effective except in countries with a very high risk
of GC like Japan. The main aim of the study was to identify
markers of high risk patients among those who have had an
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endoscopic examination. The same pathologists classified the
patients at baseline and at the end of follow-up, and the level
of agreement in the study regarding intra- and inter-observer
variability was quite good. There are also some limitations:
the endoscopic techniques were more standardized at the end
of follow-up than at baseline, although the gastroenterologist
that took the biopsies at the end of the study was one of
those who performed gastric biopsies at baseline. The num-
ber of biopsies was higher at the end, when the Sidney rec-
ommendations were followed. As the accuracy of the diagno-
sis depends on the number of biopsy sites’ and the chance
of detecting advanced lesions is higher if the number of biop-
sies increases, some level of underestimation of advance
lesion at baseline is possible in our study. The participation
rate of those patients selected for a second biopsy was rela-
tively low, although a 56% of participation for a gastroscopy
and biopsy for research purposes is good, especially for a
Western country. We checked for potential bias associated
with the participation rate. We compared the basal diagnosis,
age and sex of those who did not accept to participate with
those who accepted, and we observed no differences regard-
ing sex and basal diagnosis and only minor differences
regarding age, as those who did not accept were slightly
older. Finally, although serum pepsinogen status has been
proposed as an effective measure to predict the development
of GC,*® in this study we could not assess its value because
blood samples from patients at recruitment were not
available.

To conclude, our study indicates that subtyping of IM
and family history of GC may be useful parameters to iden-
tify high-risk patients. A study on patients with gastric
lesions requiring follow-up,?® that compared survival of those
who accepted annual surveillance with those who declined,
has shown an impressive improvement in those who accepted
(50% at 5 years vs. 10%). To identify high-risk patients who
should be included in a program of more intensive surveil-
lance, further research is needed to confirm whether subtyp-
ing of IM is useful marker as well as about the role of other
prognostic markers.
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3. Resumen del articulo 2

Gonzalez, C. A.; Figueiredo, C.; Lic, C. B.; Ferreira, R. M.; Pardo, M. L.; Ruiz Liso, J.
M.; Alonso, P.; Sala, N.; Capella, G.; Sanz-Anquela, J. M. Helicobacter pylori cagA
and vacA genotypes as predictors of progression of gastric preneoplastic lesions: a
long-term follow-up in a high-risk area in Spain. Am J Gastroenterol. 2011 May;
106(5):867-74.

El objetivo de este estudio fue evaluar el papel que juega en la evolucion de las
LPCG los factores de virulencia del Hp cagA y vacA, con el fin de determinar un factor
pronostico asociado a Hp que permita seleccionar a los pacientes con mayor riesgo de
progresion a cancer gastrico. Formaron parte de este estudio 312 pacientes con LPCG
correspondientes al estudio de seguimiento de 12’8 afios, ya conocido en la provincia de
Soria, de los cuales se pudo obtener muestras de calidad para el genotipado del Hp. La
deteccion y caracterizacion de las cepas de Hp cagA y vacA se realiz6 en los bloques de
parafina de las muestras de la biopsia gastrica del reclutamiento mediante PCR seguida
de hibridacién inversa sobre un ensayo de sonda lineal. En el analisis estadistico se
utilizo la regresion logistica no condicional. La edad media de los pacientes fue de 48’5
afios, el 45 % hombres. Las cepas de Hp cagA-positivas, vacAsl y vacAml se
encontraron con mayor frecuencia en los pacientes con LPCG mas avanzadas. La
infeccion con cepas cagA-positivas, vacAsl, vacAml y vacA/slmlse asociaron de
forma significativa con la progresion de las LPCG (OR de 2°28 IC del 95 % 1°13-4°58;
OR de 2’90 IC del 95%: 1°38-6’13 y OR de 2’75, IC del 95%: 1°27-5’95 y OR de 3’38
IC del 95%: 1°34-8’53 respectivamente). También hubo una asociacion significativa
entre la infeccién con cepas que son simultaneamente cagA-positivas y vacAsl/mly la
progresion de las LPCG (OR de 4’80, IC del 95%: 1°71-13°5) en relacion a las personas
infectadas simultaneamente con cepas cagA-negativas y vacAs2/m2 (OR de 1’98, IC
del 95%: 0°74-5°27). Con estos resultados se puede considerar que la determinacién del
tipo de cepa de Hp puede ser util para la identificacion de pacientes con alto riesgo de

progresion de las LPCG.
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OBJECTIVES: There are no established predictive markers of progression of gastric preneoplastic lesions. The aim
of this study was to analyze the relationship between Helicobacter pylori cagA and vacA genotypes
and progression of gastric preneoplastic lesions.

METHODS: This was a follow-up study that carried out in a province of Spain with a high risk of gastric cancer.
A total of 312 patients who underwent upper endoscopy with gastric biopsy in 1988-1994 with
diagnoses of normal mucosa, non-atrophic gastritis (NAG), non-metaplastic multifocal atrophic gastritis
(MAG), and complete or incomplete intestinal metaplasia (IM), and who accepted to undergo a new
biopsy during 2005-2007 or had an end point during follow-up, were included in this study. Detec-
tion and characterization of H. pylori cagA and vacA genotypes was performed directly in baseline

paraffin-embedded gastric biopsy specimens

by PCR followed by reverse hybridization onto a line

probe assay. Inter- and intra-observer variability of histological diagnosis was assessed. Analysis was

done using unconditional logistic regression.

RESULTS: The mean age of patients was 48.5 years (45% males) and the mean of follow-up was 12.8 years.
H. pylori strains harboring cagA, vacAsl, and vacA ml genotypes were more frequently found in
patients with more advanced gastric preneoplastic lesions. Infection with cagA-positive, vacA s1,
and vacA m1 strains was associated with progression of gastric preneoplastic lesions (multivariate
odds ratio (OR)=2.28, 95% confidence interval (Cl) 1.13-4.58; OR=2.90, 95% Cl| 1.38-6.13;
and OR=3.38, 95% Cl 1.34-8.53, respectively). Infection with strains that are simultaneously cagA
positive and vacA s1/m1 was associated with progression of gastric precancerous lesions with an OR
of 4.80 (95% CI 1.71-13.5) in relation to those infected with cagA-negative/vacA s2/m2 strains.

CONCLUSIONS: H. pylori genotyping may be useful for the identification of patients at high risk of progression of
gastric preneoplastic lesions and who need more intensive surveillance.

Am ] Gastroenterol 2011; 106:867-874; doi:10.1038/4jg,2011.1; published online 1 February 2011

INTRODUCTION

Experimental and epidemiological evidence indicates that gastric
cancer (GC)isthe result ofalong multistep and multifactorial proc-
ess (1). Chronic inflammatory gastritis in the antrum, usually asso-
ciated with persistent Helicobacter pylori infection, is considered

to be the initial lesion, which may progress toward multifocal
chronic atrophic gastritis (MAG) in the corpus, intestinal meta-
plasia (IM), dysplasia, and finally invasive carcinoma (2). H. pylori
chronically infects more than half of the world’s population and
is a well-established cause of non-cardia GC, with attributable
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fractions of 74% in developed countries and 78% in develop-
ing countries (3). Progression from initial gastritis toward more
severe disease occurs only in a small proportion of the infected
individuals and is likely to depend on host factors, exposure to
lifestyle factors, and bacterial factors (4,5).

H. pylori is a genetically diverse bacterial species, and variabil -
ity in virulence factors has a role in bacterial pathogenesis (6).
The cagA gene is a strain-specific determinant, and a marker for
the presence of the cag pathogenicity island. The cag pathogenic-
ity island encodes a type IV secretion system, responsible for the
injection of the CagA protein into the host cells (7). It has been
shown that patients infected with cagA-positive strains are at a
higher risk of developing GC than those infected by cagA -nega-
tive strains (5,8). Furthermore, infection with cagA -positive strains
also increases the risk of developing MAG and IM (9-11).

Another gene related to H. pylori pathogenesis is vacA, encoding
a bacterial toxin with multiple activities, including the induction
of cytoplasmic vacuolation (12). The vacA gene, unlike cagA, is
present in all H. pylori strains and comprises two main polymor-
phic regions: the s-region, encoding the signal peptide and existing
asan sl ors2 allele; and the m-region, encoding a host cell-binding
site and existing as an m1 or m2 allele (13). Mosaic combinations
of the s- and m-regions exist and relate to the in vitro cytotoxin
activity. Active forms of VacA, such as those encoded by the s1/ml
genotype, were shown to be associated with GC and with gastric
preneoplastic lesions (5,9,11). The cagA and vacA genotypes are
related: the majority of cagA-positive strains also contain the vacA
s1/ml genotype, whereas most cagA-negative strains contain the
vacA s2/m2 genotype (9,11-13).

As far as we know, no study has assessed the role of variation in
vacA virulence factor on the risk of gastric preneoplastic lesions,
and only one study has evaluated the risk of progression of those
lesions in patients infected with cagA-positive H. pylori strains,
observing no statistical association (9).

The aim of this study was to assess the value of virulence-associ-
ated H. pylori cagA and vacA genotypes as predictors of progres-
sion of gastric preneoplastic lesions in a long-term follow-up study
in a region (province of Soria, Castilla-Leon community) with one
of the highest incidences and mortality from GC in Spain (Euro-
pean adjusted mortality rate in 2005: 18.1 in males and 8.6 in
females) (14).

Study subjects

This is a follow-up study of preneoplastic lesions for which more
details are presented elsewhere (15). The total final study popula-
tion consisted of 478 patients with gastric preneoplastic lesions
identified from the Pathology Department Registry of the Soria
Hospital (the only National Health Service managed facility of a
province of only 94,646 inhabitants), as having had undergone
gastroscopy with gastric biopsy between 1988 and 1994. Patients
were followed-up until 2005-2007. Of the 478 patients, 121 were
found to have a predefined end point diagnosed during follow-
up. The remaining 357 patients were invited and they accepted to

The American Journal of GASTROENTEROLOGY

undergo a new gastroscopy and biopsy, to provide a blood sample,
and to answer a face-to-face questionnaire on history of tobacco
consumption, use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, fam-
ily history of GC, and prevalence of H. pylori infection. For 312
(65.3%) of the patients, who constitute the specific study popu-
lation for this article, it was possible to obtain enough tissue of
paraffin blocks from the baseline biopsy to extract good-qual-
ity DNA, which was used for H. pylori genotyping. All patients
signed an informed consent giving permission for the procedures
of the study, whose protocol was approved by the ethical commit-
tee of the Hospital.

Histopathology

According to the standard procedures of the institution at the time
of the first gastric biopsy (between 1988 and 1994), 3 to 4 biopsy
specimens (from antrum, incisura, or corpus) were collected for
histological evaluation, whereas for the final gastroscopy, the Syd-
ney recommendations were followed and five specimens were
obtained (one from the incisura angularis, two from the antrum,
and two from the corpus) (16). All biopsies (baseline and final)
were formalin fixed and paraffin embedded. Sections of 4 um
were obtained and stained with hematoxylin-eosin, Alcian blue-
periodic acid Schiff (pH 2.5) and Giemsa. Additionally, baseline
biopsies with incomplete IM were also stained with high-iron
diamine-Alcian blue to detect sulfated mucins. Two pathologists
(M.L.P. and ].M.S.-A.) reviewed the initial and final biopsies of all
included cases.

H. pylori infection

H. pylori was detected during the histopathological examination
in Giemsa-stained sections. Furthermore, the medical records
(results from urease test on biopsy specimen and urea breath
test) were reviewed and subjects were interviewed about previous
prevalence of H. pylori.

DNA isolation from gastric biopsies and H. pylori cagA detec-
tion and vacA s- and m-region genotyping. H. pylori detection
and characterization was performed in DNA extracted from paraf-
fin-embedded gastric tissue of the baseline biopsy specimens. DNA
was extracted mostly from gastric antral biopsies (76%). When
these were not available, samples from the incisura angularis (19%)
or corpus (5%) were used. Cuts of 10pum of formalin-fixed and par-
affin-embedded blocks were obtained from each biopsy specimen,
changing the blade after each block to avoid cross-contamination.
Total DNA was extracted after digestion in a solution containing
10mM Tris-HCl (pH 8.0), 5mM EDTA, 0.1% sodium dodecyl sul-
fate, and 0.1 mg/ml proteinase K for at least 12h at 55 °C. Protein-
ase K was inactivated by incubation for 10 min at 95°C.

For PCR of the human housekeeping gene GAPDH (glyceral-
dehyde 3-phosphate dehydrogenase), 10l of the lysate was used,
to monitor the DNA isolation procedure. In addition, 10l of the
lysate was used for separate PCR reactions for the cagA gene and
for the vacA s- and m-regions, using biotin-labeled primers pre-
viously described (17,18). For detection and characterization of
H. pylori, denaturated amplimers were reverse hybridized onto a
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line probe assay (Labo Bio-Medical Products, Rijswijk, The Neth-
erlands), containing two oligonucleotide probes for cagA, and for
each of the vacA sla, slb, slc, m1, m2a, and m2b genotypes, also
as previously described (17,18). DNA from H. pylori strains with
known genotypes were used as positive and negative controls.

Histological diagnosis classification

The most advanced lesion observed in any of the biopsy fragments
collected at baseline and at the end of the study was used to clas-
sify every patient. For the 121 patients who completed follow-up
before clinical re-evaluation, the diagnosis from either the end
point biopsy (GC) or the last biopsy available before gastrectomy
or death was taken into account. The classification of the diag-
nosis, based on morphology and mucin staining, was the follow-
ing: 1, normal mucosa/minimal change; 2, non-atrophic gastritis
(NAG); 3, MAG; 4, multifocal atrophic gastritis with complete or
predominantly complete IM (small intestinal type or type I), char-
acterized by brush border cells and goblet cells, but lacking hybrid
columnar “intermediate” cells; 5, multifocal atrophic gastritis with
incomplete or predominantly incomplete IM (colonic type or type
[T and III) that also contains goblet cells, but the predominant cell
type is hybrid “intermediate” non-goblet mucous columnar cells
with cytoplasmatic drops of different sizes; 6, dysplasia; and 7,
carcinoma.

To assess the observer variability of the histological diagnosis, a
random selection of 10% of the pathological samples were included
in a blinded study, in which slides were examined twice by the same
pathologist (intraobserver variability), and by another pathologist
not involved in the study (interobserver variability). The ponderate
K statistic was 0.58 for diagnosis of subtype of metaplasia, and 0.43
for the global histological diagnosis of the intraobserver concord-
ance. For the interobserver concordance, the ponderate « statistic
was 0.55 for diagnosis of subtype of metaplasia and 0.41 for the
global histopathological diagnosis.

Statistical analysis

The unconditional logistic regression model was used to esti-
mate odds ratio (ORs) with 95% confidence intervals (Cls) of
progression of gastric preneoplastic lesions according to cagA
and vacA genotypes in the baseline. Progression was defined for
each patient by comparing the baseline histological diagnosis
with the outcome diagnosis. Progression was considered when
the outcome diagnosis advanced one or more steps in relation
to the baseline diagnosis, among the seven diagnostic catego-
ries between normal/minimum changes to cancer that define
the sequence of the gastric carcinogenesis pathway. Regression
was the inverse process. For the analysis we compared those
who were H. pylori negative (reference category) with those who
were cagA positive, vacA s1/ml, vacA s2/m2, and other combi-
nations of vacA variants as well as using cagA negative, s2, m2,
and s2/m2 as categories of reference. The risk for progression
was measured in univariate and multivariate analyses (adjusting
for baseline histological diagnosis, age, sex, tobacco consump-
tion, use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, and family
history of GC).
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The analysis was based on 312 patients, the mean age was 48.5
years (44.5% males), and mean of follow-up was 12.8 years. The
number of cases according to the histological classification of
the diagnosis at baseline was the following: 6 of normal mucosa/
minimal change, 28 of NAG, 168 of MAG, 61 of complete or pre-
dominantly complete IM, and 49 of incomplete or predominantly
incomplete IM. Overall, 243 (77.9%) of the patients included in
the study were positive for H. pylori by PCR (Table 1). Of these,
the status of cagA gene and vacA s- and m-region genotypes could
be determined in 237 (97.5%), 222 (91.4%), and 229 (94.2%)
cases, respectively.

Ofthe 243 infected patients, 113 (47.7%) harbored cagA-positive
strains (Table 1). Genotyping of the vacA s-region revealed mul-
tiple strain infection in 14 (6.8%) cases, in whom both sl and s2
alleles were found. Among these, the following combinations of s
alleles were found: sla +s2 (n=2),s1b +s2(n=9),andsla+slb+s2
(n=3). Three cases were simultaneously infected with sla and s1b
strains, and for the analysis were considered as infected with sl
strains. Considering infection with a single s-region allele, vacA
s2 strains were the most prevalent (53.6%), whereas the remain-
ing (40.1%) patients were infected with sl strains, the majority of
whom were of the s1b subtype (26.8%). No sl ¢ strains were found.
In the vacA m-region, multiple strain infection was observed in
19.2% of patients, in whom both the m1 and the m2 alleles were
detected. Infection with single strains, as assessed by the m-region
genotyping, showed that vacA m2 strains were more common
(52.0%) than vacA m1 strains (28.8%). All m2 strains were of the
m2a subtype. Taking together the vacA s- and m-regions, the most
prevalent strains were s2/m2 (41.3%), whereas the rare vacA s2/ml
strains were found in only 1.9% of patients. The presence of cagA
was associated with vacA sl as well as vacA m1 alleles (Table 2). In
that sense, most of the strains that were vacA s1/m1 were positive
for cagA (86.1%), whereas almost all vacA s2/m?2 strains lacked the
cagA gene (90.6%).

Infection with H. pylori was more frequent in NAG (92.9%) than
in MAG (78.0%) or in IM (78.2%) (Table 3). The cagA-positive,
vacA sl, and vacA m1 strains were more prevalent in patients with
more severe lesions as complete and incomplete IM. In contrast,
cagA-negative, vacA s2, and vacA m2 strains were more frequently
found in patients with less severe lesions as MAG and NAG. No
consistent relationships were observed between infection by multi-
ple strains and the different histological diagnoses.

After a mean of 12.8 years of follow-up, 78 (25.0%) of the
patients showed progression of their lesions, whereas in 103
(33.0%) patients regression was observed (Table 4). Progression
to a more severe histological diagnosis occurred in a similar pro-
portion in H. pylori-infected and -uninfected patients. However, in
H. pylori-infected patients (n=243), progression was always more
frequent in those infected with cagA-positive (30.1%), vacA sl
(34.8%), and vacA m1 (37.9%) strains than in those infected with
the less virulent cagA -negative (20.1%), vacA s2 (18.5%), and vacA
m?2 (20.2%) strains. Progression was also more frequent in patients
infected with vacA sl and vacA m1 strains than in those infected
with multiple strains. Taking together the vacA s- and m-regions,
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Table 1. Baseline Helicobacter pylori, cagA status, and vacA
s- and m-region genotypes in patients (N=312) with preneoplastic
gastric lesions

Frequency Percent
H. pylori (h=312)
Negative 69 221
Pasitive 243 175
cagA status® (n=237)
Positive 13 47.7
Negative 124 52:3
vach gene®
s-region (n=222)
sl 89 40.1
$2 119 53.6
s1s2 14 63
m-region (1=229)
ml 66 2838
m2 119 52.0
mlm2 44 19.2
s- and m-regions (n=211)
s1/ml 45 213
s1/m2 26 123
s2/m1 4 L]
$2/m2 85 40.3

2In six cases, the cagA status could not be determined.
bn 21 and 14 cases, the vacA s- and m-regions, respectively, could not be
genotyped.

°Other vacA combinations, n=51 (24.2%).

the proportion of progression of lesions in patients infected with
vacA sl/ml strains (42.2%) was more than twofold higher than
that oflesions of patients infected with vacA s2/m2 strains (17.7%).
Considering the combination of cagA status with the vacA geno-
types, patients infected with cagA-positive/vacA s1/m1 strains had
a proportion of progression almost threefold higher (45.9%) than
that of patients infected with strains with the lowest virulence com-
bination of cagA-negative/vacA s2/m2 (16.9%). On the contrary,
regression was higher in those patients who were H. pylori and
cagA negative, vacA s2, vacA m2, vacA m1/m2, and vacA s2/m?2.
Finally, we estimated the risk of progression of gastric preneo-
plastic lesions according to H. pylori cagA and vacA genotypes of
the infecting strains at baseline, in a multivariate analysis adjusted
for several risk factors (Table 5). Patients infected with cagA-posi-
tive strains were associated with a higher risk of progression when
compared with those infected with cagA-negative strains (OR
2.28;95% CI 1.13-4.58). An increased risk of progression was also
associated with vacA sl in comparison with vacA s2, (OR=2.90;
95% CI 1.38-6.13), and for vacA ml in comparison with vacA
m?2 strains (OR 2.75; 95% CI 1.27-5.95). Infection with multiple
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Table 2. Relationship between vacA types and the cagd status in
Helicobacter pylori-infected patients at baseline

cagh®

vacA® Positive, N (%) Negative, N (%) Total, N (%)¢
sl 72 (84.7) 13(15.3) 85 (39.6)
$2 17 (14.4) 101 (85.6) 118 (54.6)
s1s2 10 (76.9) 3(23.1) 13 (6.0)
ml 43 (76.6) 15 (23.4) 64 (28.6)
m2 32 (27 4) 85(72.7) 117 (52.2)
mlm2 25 (58.1) 18 (41.8) 43 (19.2)
sl/m1 37 (86.1) 6(14.0) 43 (20.9)
sl/m2 21 (84.0) 4(16.0) Zetle
s2/m1 0 (0.0) 4 (100.0) 4(1.9)
s2/m2 8(9.4) 77 (90.6) 85 (41.3)

3ln six patients, cagA status could not be determined.
bn 21 and 14 patients, the vacA s-and m-regions respectively, could not be
genotyped. There are 49 patients with other vacA combinations

“Percentages refer to 216 and 223 patients for whom information on cagA and s
and cagh and m, respectively, was available

H. pylori strains was not associated with the risk for progression
(OR 0.86, 95% CI 0.16-4.56; and OR 0.55, 95% CI 0.19-1.61, for
multiples strains determined by evaluation of the vacA s- and of the
vacA m-region, respectively). When the vacA s- and m-region gen-
otypes were considered together for the analysis, patients infected
with vacA s1/m1 strains were more likely to show progression than
those infected with vacA s2/m2. Furthermore, the combination of
the cagA gene status with the vacA genotypes revealed that the risk
of progression of gastric preneoplastic lesions in patients infected
with cagA-positive/vacA s1/ml strains was almost fivefold higher
than that of patients infected with cagA-negative/vacA s2/m2
strains (OR 4.80; 95% CI 1.71-13.5). The risk of regression on the
contrary (Table 6) was associated with vacA s2 strains. Regression
was higher, but not significant, in patients infected with vacA m2,
s2/m2, and cagA-negative vacA s2/m2 strains.

In a province located in a region with one of the highest inci-
dence of and mortality from GC in Spain and Western Europe,
we carried out an observational longitudinal study with a long
follow-up. Gastroscopies at the beginning and at the end of fol-
low-up allowed us to evaluate, in a relatively large sample, the
risk of genetic variation in H. pylori virulence factors cagA and
vacA associated with progression of gastric preneoplastic lesions.
The major and novel finding of this study is that infection with
virulent H. pylori strains (cagA positive, vacA sl, and vacA ml) is
associated with a significant increased risk of progression of gas-
tric preneoplastic lesions. The risk of progression was even higher
when patients were infected with strains that were simultaneously
cagA positive and vacA s1/ml. To the best of our knowledge, this
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Table 3. Helicobacter pylori, cagA status, and vacA s- and m-region genotypes according to histological diagnoses of preneoplastic gastric

lesions at baseline

Complete IM, Incomplete IM,
Normal, N (%) NAG, N (%) MAG, N (%) N (%) N (%) Total
H. pylori
Negative 6 (100) 2(71.2) 37 (22.0) 11 (18.0) 13 (25.6) 69
Positive 0 (0.0) 26 (92.8) 131 (78.0) 50 (82.0) 36 (74.4) 243
cagh status®
Positive 0(0.00) 10 (41.7) 41 (31.8) 35(71.4) 27 (TH ) 113
Negative 0 (0.00) 14 (58.3) 88 (68.2) 14 (28.6) 8(229) 124
vach gene®
s-region
sl 0(0.0) 9 (37.5) 33 (26.6) 29 (64.4) 18 (62.1) 89
s2 0 (0.0) 14 (58.3) 84 (67.7) 13 (28.9) 8 (27 .6) 119
s1s2 0(0.0) 1(4.2) 7(57) 3(6.7) 3(103) 14
m-region
ml 0 (0.0) 6(231) 26(21.1) 20 (40.8) 14 (45.2) 66
m2 0(0.0) 12 (46.2) 77 (62.6) 18 (36.7) 12 (38.7) 119
mlm2 0 (0.0) 8 (30.8) 20 (16.3) 11 (22.5) 5(16.1) 44
s- and m-regions®
s1/m1l 0(0.0) 4(16.7) 18 (15.4) 15(34.1) 8(30.8) 45
s1/m2 0 (0.0) 4(16.7) SHTET) 7(159) 6(23.1) 26
s2/m1 0 (0.00) 1(4.2) 2(1.7) 1(2.3) 0(0.0) 4
s2/m2 0 (0.00) 7(29.2) 64 (54.7) 8 (18.2) 6(23.1) 85

IM, intestinal metaplasia; MAG, multifocal atrophic gastritis; NAG, non-atrophic gastritis

%In six cases, the cagA status could not be determined

bn 21 and 14 cases, the vacA s- and m-regions, respectively, could not be genotyped. Percentages refer to the total number of cases with the same histological diagnosis

°There are 51 patients with other vacA combinations.

is the first study assessing the effect of vacA genotypes and of the
combined cagA and vacA genotypes in the progression of gastric
preneoplastic lesions. The only study so far that has evaluated the
effect of variation in virulence factors in the risk of progression of
preneoplastic lesions was in a population from Venezuela with a
larger sample size (9). Although a slight risk of progression was
observed associated with cagA -positive strains in comparison with
cagA-negative strains, the difference was not significant, probably
because of the short time of follow-up (only 3.5 years).

GC is the final step of a pathway that is initiated by a chronic
inflammatory process in response to H. pylori infection. Pro-
gression through this multistep process occurs only in some
patients and seems to depend on bacterial, lifestyle, and host
genetic factors (4-6). Infection with cagA -positive and vacA sl
and vacA m1 strains increases the risk for developing MAG, IM,
as well as gastric carcinoma (5,9-11). We found, as in other stud-
ies, that cagA-positive, vacA s1, and vacA ml strains were more
prevalent in patients with more advanced lesions (complete
and incomplete IM), than cagA-negative, vacA s2, and vacA m2
strains (5,9-11). Also, in keeping with previous observations,
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H. pylori strains possessing cagA were most likely to possess the
vacA s1/ml genotype and conversely, strains that lacked cagA
were most likely to possess the vacA s2/m2 genotype (9,11,13).
It is known that this association is due neither to clonality nor to
genetic linkage, as cagA and vacA genes are distant in the bacte-
rial chromosome (19).

CagA is injected in the host cells via the type IV secretion sys-
tem (T4SS) where it can be tyrosine phosphorylated by host cell
kinases (7,20,21). Both phosphorylated and nonphosphorylated
CagA can interact and activate multiple signaling factors lead-
ing to cell proliferation, cytoskeletal rearrangements, and disrup-
tion of cell-cell junctions (21,22). CagA phosphorylation occurs
at specific Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA)-containing motifs, and
to date, four different EPIYA motifs (A, B, C, and D) have been
identified (23). In Western strains, those with increased number
of EPIYA-C motifs have more profound CagA-induced cellular
effects and are associated with increased risk for gastric carci-
noma (24). CagA and the T4SS also stimulate production of the
proinflammatory interleukin-8 by epithelial cells (25,26). Using
the Mongolian gerbil model in long-term infection experiments,
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Table 4. Progression and regression of gastric preneoplastic gastric lesions according to Helicobacter pylori infection, cagA, and vacA
genotypes
Progression Regression Total
No Yes No Yes
H. pylori
Negative 52 (75.4%) 17 (24.6%) 41 (59.4%) 28 (40.6%) 69
Positive 182 (74.9%) 61(25.1%) 168 (69.1%) 75 (30.9%) 243
caghA status
Positive 79 (69.9%) 34 (30.1%) 81 (71.7%) 32 (28.3%) 113
Negative 99 (79.8%) 25 (20.2%) 82 (66.1%) 42 (33.9%) 124
vach gene®
s-region
sl 58 (65.2%) 31 (34.8%) 67 (75.3%) 22 (24.7%) 89
s2 97 (81.5%) 22 (18.5%) 75(63.0%) 44 (37.0%) 119
s1s2 12 (85.7%) 2(14.3%) 9 (64.3%) 5 (35.7%) 14
m-region
ml 41 (62.1%) 25 (37.9%) 50 (75.8%) 16 (24.2%) 66
m2 95 (79.8%) 24 (20.2%) 82 (68.9%) 37 (31.1%) 119
mlm2 36 (81.8%) 8(18.2%) 26 (59.1%) 18 (40.9%) 44
s- and m-regions®
sl/ml 26 (57.8%) 19 (42.2%) 34 (75.6%) 11 (24.4%) 45
s1/m2 18 (69.2%) 8 (30.8%) 20(76.9%) 6 (23.1%) 26
s2/m1 3 (75.0%) 1(25.0%) 4 (100.0%) — 4
s2/m2 70 (82.3%) 15 (17.7%) 55 (64.7%) 30 (35.3%) 85
cagh andvach
cagA pos, vacAsl/ml 20 (54.1%) 17 (45.9%) 28 (75.7%) 9 (24.3%) 37
cagA neg, vacAs2/m2 64 (83.2%) 13 (16.8%) 48 (62.3%) 29 (37.7%) 77
Other combinations 73 (79.3%) 19 (20.7%) 63 (68.5%) 29 (31.5%) 92
Total 234 (75.0%) 78 (25.0%) 209 (67.0%) 103 (33.0%) hi

aln six cases, the cagA status could not be determined

bn 21 and 14 cases, the vacA s- and m-regions, respectively, could not be genotyped.

°There are 51 patients with other vacA combinations.

it has been shown that the T4SS is essential for the induction of an
early and severe corpus inflammation, associated with increased
expression of proinflammatory cytokines and histopathologi-
cal changes such as atrophic gastritis and IM (27). At late time
points, only animals infected with T4SS-competent bacteria
developed hypochlorhydria and hypergastrinemia, in parallel to
focal dysplasia (27).

VacA toxin can induce multiple host cell activities. In mice,
purified VacA induces gastric epithelial erosions whereas in vitro,
the addition of VacA to epithelial cells results in cell vacuola-
tion, membrane channel formation, disruption of endosomal/
lysosomal function, and apoptosis (12,28). Interestingly, VacA
interaction with parietal cells inhibits gastric acid secretion,
mimicking the hypochlorhydric phenotype observed in H. pylori-
infected patients (29).

The American Journal of GASTROENTEROLOGY

In addition to the previously identified two main polymorphic
regions of vacA gene, a third polymorphic determinant of vacu-
olating activity, the intermediate (i)-region, was described recently,
and can exist as an il or i2 genotype (30). The vacA s1/il/ml and
s1/i1/m?2 strains, encoding active VacA forms, have been associ-
ated with gastric carcinoma (24). In this study, elucidating the vacA
i-region genotype in the patients with s1/m2 strains could have
refined the virulence of this group of strains. Although progress
has been made, the mechanisms through which H. pylori infec-
tion with strains possessing CagA or active forms of VacA leads to
cancer are still poorly understood.

The strengths of this study are the long follow-up and its
relatively large size. Although the study is not based in a ran-
dom sample from the general population, cases were selected
from the single hospital facility in the small province of Soria,
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Table 5. Risk of progression of gastric preneoplastic lesions
according to Helicobacter pylori infection and cagd and vacA

genotypes (unconditional logistic regression)

Risk factor
cagA positive
vacAsl
vacAml
vacAsl/ml

cagA positive vacA

Multivariate® OR (95% CI)

131 (0.61-2.82) (a)
1.55 (0.70-3.41) (a)
1.83(0.79-4.24) (a)
2.11(0.86-5.21) (a)
273(1.03-7.22) (a)

2.28 (1.13-4.58) (b)
2.90(1.38-6.13) (c)
2.75 (1.27-5.95) (d)
3.38 (1.34-8.53) (e)
480(1.71-13.5) (0

sl/ml

Cl, confidence interval; OR, odds ratio.

*Adjusted for age, sex, histological diagnosis, smoking, family history of gastric
cancer, consumption of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), and
vacA s2/m2 or cagA-positive genotype; (a) H. pylori negative, (b) cagA negative,
(c) vacA s2, (d) vacA m2, (e} vacA s2/m2, and (f) cagA negative vacA s2/m2
were Used as reference categories.

Table & Risk of regression of gastric preneoplastic lesions
according to Helicobacter pylori infection and cagd and vacA
genotypes (unconditional logistic regression)

Risk factor Multivariate® OR (95% ClI)

cagA negative 142 (0.75-2.68) (a)

vacA s2 213 (1.07-4.25) (b)
vacA m2 1.66 (0.78-3.53) (¢)
vacA s2/m2 176 (0.72-4.28) (d)

cagA-negative vacA s2/m2 1.98 (0.74-5.27) (e)

Cl, confidence interval; OR, odds ratio.

2Adjusted for age, sex, histological diagnosis, smoking, family history of gastric
cancer, consumption of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), and
vacA s1/ml or cagA-negative genotype; (a) cagA positive, (b) vacA sl, (c) vacA
ml, (d) vacA s1/m1, and (e) cagA positive vacA s1/m1 were used as reference
categories

which means that the study included all the cases occurring in
this population, and attending the Hospital, probably because
of gastric-related symptoms, where a gastric biopsy was per-
formed between 1988 and 1994. The same pathologists classi-
fied the patients at baseline and at the end of follow-up, and
the level of agreement in the histological classification was quite
good according to intra- and inter-observer variability values.
Technically, we succeeded in genotyping H. pylori cagA and
vacA directly from paraffin-embedded gastric biopsy speci-
mens in this relatively large sample. The highly sensitive PCR
followed by hybridization to specific probes has been shown to
have superior sensitivity when compared with culture and his-
topathology (17,18,31).

There are also some limitations: the endoscopic techniques
were more standardized at the end of follow-up than at baseline,
although the gastroenterologist who took the biopsies at the end
of the study was one of those who performed gastric biopsies at

© 2011 by the American College of Gastroenterology

cagA, vacA, and Progression of Gastric Preneoplastic Lesions

baseline. The number of biopsies was higher at the end, when
the Sydney recommendations were followed. As the accuracy of
the diagnosis depends on the number of biopsy sites, and the
chance of detecting advanced lesions is higher if the number of
biopsies increases, some level of underestimation of advanced
lesion at baseline is likely. We compared the basal diagnosis, age,
and sex of those who did not accept to participate in the study
(44%) with those who accepted to go through a second gastric
biopsy (56%), and we observed no differences regarding sex and
basal diagnosis and only minor differences regarding age, being
older than those who did not accept. In terms of characteriza-
tion of other putative H. pylori virulence indicators, so far not
much is known about sequence variation in the CagA EPIYA
region and vacA i-region, and this has precluded the establish-
ment of robust and reliable genotyping systems to be used in
paraffin-embedded tissues.

To conclude, our study indicates that cagA-positive, vacA s1, and
vacA ml strains are significantly associated with the risk for pro-
gression of gastric preneoplastic lesions in this population. Geno-
types of H. pylori could be useful for identifying high-risk patients
who could be included in a program of more intensive surveillance
of gastric preneoplastic lesions. Further studies in other popula-
tion are needed to confirm our findings.
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WHAT IS CURRENT KNOWLEDGE

\/Gastric cancer (GC) is the result of a long multistep and
multifactorial process.

/ Progression from preneoplastic lesions to more severe dis-
ease occurs only in a small proportion of those infected by
Helicobacter pylori.

It is likely to depend on host factors, lifestyle factors, and
H. pylori virulence factors.

There are no predictive clinical markers of progression.

Strains possessing cagA and vacA sl/ml are associated
with a higher risk of preneoplastic lesions and GC.

Only one study has evaluated the effect of cagA-positive
strains in the risk of progression and none in relation with
vacA s1/ml strains.

WHAT IS NEW HERE

The risk of progression in those infected with cagA-positive,
vacA sl, and vacA ml strains was more than two- to three-
fold higher than in those infected with cagA-negative and
s2 and m2 strains.

The risk of progression was almost five times higher for
those infected with cagA-positive and vacA s1/m1l strains
in relation to those infected with cagA-negative/vacA s2/m2
strains.

/Genotyping H. pyloriin patients with preneoplastic lesion
could be useful for identifying patients with higher risk of
progression who could be included in a program of more
intensive surveillance.
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Ferreira, R. M.; Figueiredo, C.; Bonet, C.; Pardo, M. L.; Liso, J. M.; Alonso, P.; Sala,
N.; Capella, G.; Sanz-Anquela, J. M.; Gonzalez, C. A. Helicobacter pylori vacA
intermediate region genotyping and progression of gastric preneoplastic
lesions. Am J Gastroenterol. 2012 Jan; 107(1):145-6.

Con posteridad al trabajo anterior se valord la relacion de los polimorfismos il e
i2 de la region intermedia i del gen vacA con la evolucion de las LPCG. Formaron parte
de este estudio 194 pacientes, Hp positivos, con muestras de ADN adecuadas (80% de
la poblacion Hp positiva). Se consiguio la amplificacion de la region i en el 95% de los
casos. El 30°4% fueron vacAil, 55°7% fueron vacAi2 y el 8°8% vacAil/vacAi2. Tras
una media de 12’8 de seguimiento la progresion de las lesiones se produce con mas
frecuencia en los pacientes con cepas vacAil (32°2%) que en los pacientes con cepas
vacAi2 (18’5%). La proporcion de pacientes infectados por cepas de Hp vacAil que
progresaron es similar a la que observé en pacientes con cepas vacAsl (34’8%),
vacAm1l (37°9%) o cagA-positivas (30"1%). Tras el analisis multivariante ajustado por
la edad, el sexo los antecedentes familiares de cancer gastrico, el consumo de AINES y
de tabaco y el diagnostico histologico, la infeccion con cepas positivas vacAil se asocia
significativamente con la progresion de las LPCG (OR de 3’4 IC 95%: 1°4-8°1). Tras
comparar los diferentes modelos de cepas de Hp segun cada factor de virulencia y sus
polimorfismos, el modelo que mejor explica los resultados es el que combina los
factores vacAs vacAm y cagA. Conclusién el genotipado de la region i de vacA no
mejora la prediccion en la evolucion de las lesiones con respecto al genotipado de la

region s y m de vacA o del cagA.
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C-reactive protein levels normalized and
the patient was discharged in good clinical
condition.

Syphilis is a highly infectious disease
characterized by a chronic change between
acute flares and latent phases. Primary
syphilis, as a result of direct contact of skin
or mucous membranes with spirochetes,
is predominantly characterized by a soli-
tary, painless ulcer (chancre), localized at
the inoculation site (1). If untreated, exan-
thema, mucosal lesions, and lymphaden-
opathy will develop in most patients after
4-10 weeks. Pathophysiologically, symp-
toms are a consequence of widespread vas-
cular and lymphatic dissemination of the
spirochete T. pallidum (2). After secondary
syphilis, most patients enter alatent disease
stage called latent syphilis. At this stage of
disease, it may take decades until patients
show symptoms of tertiary syphilis includ-
ing neurosyphilis and aortitis. However,
spontaneous remission is possible and
finally, up to one-fourth of patients will
relapse from tertiary syphilis to secondary
syphilis (3). Due to the highly contagious
nature and serious cardiovascular and
neurological complications of advanced
stage of disease, early detection of syphilis
is of utmost importance.

We present the complex presentation
of an inflammatory bowel disease patient
with an accelerated course from secondary
to tertiary syphilis receiving infliximab.
On admission, our patient presented with
classical symptoms of secondary syphi-
lis. Positive TPPA testing in cerebrospinal
fluid was indicative of neurosyphilis, since
Castro ef al. (4) could recently demon-
strate a high sensitivity of TPPA testing
in cerebrospinal fluid for the detection of
neurosyphilis. Due to the increasing use
of immunosuppressants, inflammatory
bowel disease patients are at increased risk
of opportunistic infections (5). For this
reason, gastroenterologists should be able
to diagnose clinical symptoms of syphilis
and consider immunosuppression as a risk
factor of accelerated course of disease.
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Helicobacter pylori vacA
Intermediate Region
Genotyping and
Progression of Gastric
Preneoplastic Lesions

Rui M. Ferreira, BSc'?%, Ceu Figueiredo, PhD'%%,
Catalina Bonet, Lic?, Maria L. Pardo, PhD?,
Juan M. Ruiz Liso, PhD*, Pablo Alonso, PhD?,
Nuria Sala, PhD*¢, Gabriel Capella, PhD?,
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To the Editor: In the May issue of the
American Journal of Gastroenterology, we
published that the risk of progression of
gastric preneoplastic lesions was higher
in patients infected with the most virulent
Helicobacter pylori cagA and vacA geno-
types than in patients infected with the
least virulent strains (1). In that study
performed in a region with a high risk of
gastric cancer, we focused on the s- and
m-region genotypes of vacA.

Letters to the Editor

A third polymorphic region of vacA, the
intermediate (i)-region has been described
that existsasanil ori2 genotype (2), having
the il genotype been associated with gastric
carcinoma (2,3). At the time of publication,
we were unable to characterize the i-region
due to the inexistence of suitable genotyp-
ing systems for paraffin-embedded tissues.
Recently, we have been able to set up the
adequate primers and polymerase chain
reaction conditions for this region in these
difficult samples. We have utilized them to
characterize the i-region in the aforemen-
tioned population and to refine the risk of
virulent H. pylori strains in progression
of gastric preneoplastic lesions (1). In all,
we tested 194 H. pylori-positive cases with
DNA available, representing 80% of the
H. pylori-infected population in the study
(1), and achieved effective amplification of
the i-region in 95% of the cases.

vacA il was present in 59 (30.4%) and
vacA i2 was present in 108 (55.7%) cases.
The remaining 17 (8.8%) cases had both
il and i2 genotypes. After a mean of 12.8
years of follow-up, progression to more
severe histological diagnosis occurred
more frequently in patients infected with
vacA il (32.2%) than in patients infected
with vacA 12 (18.5%) strains. The pro-
portion of patients that showed lesion
progression when infected with vacA il
strains was similar to that observed for
patients infected with vacA sl (34.8%),
vacA ml (37.9%), or cagA-positive
(30.1%) strains. In multivariate analysis
adjusted for age, sex, histological diag-
nosis, smoking, family history of gastric
cancer, and consumption of non-steroidal
anti-inflammatory drugs, infection with
vacA il strains was associated with lesion
progression with odds ratio of 3.4 (95%
confidence interval: 1.4-8.1). We next
fitted different models, for each bacterial
virulence-associated locus (vacA s-, vacA
m-, vacA i-regions, and cagA) and for
loci combinations, and used the Akaike’s
information criterion to compare them.
The model that best explains our results
is the one that combines the vacA s- and
m-regions and cagA.

In conclusion, genotyping of the vacA i-
region in this population does not improve
the prediction of progression given by the
other H. pylori virulence-associated loci, at
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least in the way that progression was previ-

ously defined (1).
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4. Resumen del articulo 3

Marin, F.; Bonet, C.; Munoz, X.; Garcia, N.; Pardo, M. L.; Ruiz-Liso, J. M.; Alonso, P.;
Capella, G.; Sanz-Anquela, J. M.; Gonzalez, C. A.; Sala, N. Genetic variation in
MUC1, MUC2 and MUCS6 genes and evolution of gastric cancer precursor lesions
in a long-term follow-up in a high-risk area in Spain. Carcinogenesis. 2012 May;
33(5):1072-80.

Es la primera vez que se realiza un estudio para valorar si la variabilidad
genética o polimorfismos en los genes de las mucinas se asocian con la evolucion de las
LPCG. Para ello se genotiparon 22 tagSNPs en los genes de MUC1, MUC2 MUCG6 de
387 pacientes con LPCG en el estudio de seguimiento de 12’8 afios ya conocido en la
provincia de Soria. Teniendo en cuenta el diagndstico del reclutamiento y del final del
seguimiento, las lesiones no se modificaron en el 43°1% de los pacientes, regresaron en
el 28°7% y progresaron en el 28°2%. Tres SNPs, localizados en la region 3' de MUC2 se
asociaron significativamente con un menor riesgo de progresion de las lesiones. Se
observo un aumento significativo de la probabilidad de regresion de las lesiones en tres
SNPs localizados en la region 5' de MUC2. También se encontré una disminucion
significativa de la probabilidad de regresion en un SNP localizado en la misma region
de MUC2. En el analisis estratificado la significacion estadistica se mantuvo sélo en
aquellos sujetos positivos para la infeccion por Hp y en aquellos que no consumian
AINES. El analisis de haplotipos mostré6 que tres haplotipos protegen frente a la
progresion de las LPCG: dos haplotipos, uno en cada mitad del gen de MUC2, se
asociaron significativamente con la disminucion del riesgo de progresion de las lesiones
(OR =049, IC 95% = 0°28-0°85 y OR = 0’46, I1C 95% = 0’25 -0’86, respectivamente)
y otro haplotipo localizado en el extremo 5' se asocié con una mayor probabilidad de
regresion (OR = 1’67, IC 95% = 1°02-2°73). No se encontrd asociacion significativa
con los SNPs en los genes de MUC1 y de MUCS. Los resultados del trabajo indican, por
primera vez, que la variabilidad genética en el gen de MUC?2 se asocia con la evolucion
de las LPCG, especialmente en pacientes infectados por Hp, lo que sugiere que la

mucina MUC2 tiene un papel relevante en la carcinogénesis gastrica.
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In order to assess whether inherited genetic variability in the mucin
genes associates with the evolution of gastric cancer precursor
lesions (GCPLs), we genotyped 22 tagSNPs in MUCI, MUC6 and
MUC2 genes of 387 patients with GCPLs that had been followed up
for 12.8 years. According to the diagnosis at recruitment and at the
end of follow-up, the lesions did not change in 43.1% of the patients,
regressed in 28.7% and progressed in 28.2%. Three SNPs in the 3'-
moiety of MUC2 were significantly associated with a decreased risk
of progression of the lesions, whereas another four SNPs, located at
the 5'-moiety, were found to be significantly associated either with
increased [one single-nucleotide polymorphism (SNP)] or de-
creased (three SNPs) probability of regression. Stratified analysis
indicated that significance was maintained only in those subjects
positive for Helicobacter pylori infection and in those not consuming
non-steroidal anti-inflammatory drugs, which were found protec-
tive against lesion progression. Haplotype analyses indicated the
presence of two haplotypes, one in each moiety of the gene, that
were significantly associated with decreased risk of progression of
the lesions [odds ratio (OR) = 049 and 0.46; 95% confidence
interval (CI) = 0.28-0.85 and 0.25-0.86, respectively]. The 5'-end
haplotype was also associated with increased probability of regres-
sion (OR = 1.67; 95% CI = 1.02-2.73), altogether suggesting a pro-
tective role against progression of the precancerous lesions. No
significant association was found with variants in MUCI and
MUC6 genes. These results indicate, for the first time, that genetic
variability in MUC2 is associated with evolution of GCPLs, espe-
cially in H.pylori infected patients, suggesting a role of this secreted
mucin in gastric carcinogenesis.

Introduction

Mucins are high-molecular weight glycoproteins (50-80% O-linked
oligosaccharides) synthesized by specialized epithelial cells as
membrane-bound or secretory proteins that form higher-order struc-
tures (1,2). These glycoproteins represent the major constituents of
the protective mucous layer of the gastrointestinal tract where they
have a central role in maintaining epithelial homeostasis (3,4).
Nommal gastric mucosa shows cell type-specific expression of
secreted mucing MUCSH, in glandular structures, and MUCSAC, in
the surface epithelium. High levels of membrane-bound MUCI have

Abbreviations: CI, confidence interval; GCPL, gastric cancer precursor
lesion; IM, intestinal metaplasia; LD, linkage disequilibrium; NAG, non-
atrophic gastritis; NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drug; MAG,
multifocal atrophic gastritis; OR, odds ratio; SNP, single-nucleotide
polymorphism; TR, tandem repeat.

also been detected in both deep glands and superficial epithelium.
This specific pattern of expression is altered in the process of neo-
plastic transformation of the stomach, with decreased expression of
MUCS, overexpression of MUCI and the novo expression of secreted
MUC2 (5-7). Alteration in the expression pattern of mucins may
modify their epithelial functions, which in turn may influence the
tumorigenicity and metastatic properties of cancer cells (8,9).

Gastric cancer is the result of a long multistep and multifactorial
process that involves well-characterized sequential stages. The initial
lesion is an inflammatory process, usually associated with Helicobacter
pylori infection, that results in a chronic superficial gastritis, which
progresses toward atrophic gastritis, intestinal metaplasia and, finally,
to dysplasia and adenocarcinoma (10,11). Although H.pylori is the
most important established risk factor for gastric cancer development,
other environmental and lifestyle factors, as well as host genetic
susceptibility, are involved in the cancer process (12).

MUC2 and MUC6 genes are located at 11pl5.5, in a recombina-
tion-rich region containing a 400 kb gene cluster which also contains
two other mucin genes (MUCSAC and MUCSB). Their 5 region is
highly similar and is clearly differentiated from the 3’ region by
a large central tandem repeat (TR) domain, which is in exon 30 in
MUC?2 and in exon 31 in MUC6. In contrast, the C-terminal domain is
encoded by 19 exons in MUC2 and only 2 exons in MUC6 (13).
MUCI localizes in 1q21 and it is a smaller gene with its TR region
in exon 2. Some studies have addressed the role of genetic polymor-
phisms in mucosal protection genes but most of them have been
focused on the serine and threonine-rich VNTR (variable number of
TRs), characteristic of the MUC genes (14-20). More recently, a func-
tional single-nucleotide polymorphism (SNP) (rs4072037) in MUC!
has been strongly associated with gastric cancer in Asian populations
(21-23). However, none of these studies have assessed how these
inherited genetic variants predispose to progression or regression of
premalignant lesions of the stomach, although MUCs have been long
implicated in the pathogenesis of gastric carcinogenesis (4,9).

In the present study, we have used comprehensive genetic markers
that capture the most common variability at each locus to analyze the
constitutional genetic variability of MUC! (gene ID: 4582), MUC2
{gene ID: 4583) and MUC6 (gene ID: 4588) genes and to assess its
relationship with the evolution of gastric cancer precursor lesions
{(GCPLs) after a long-term follow-up in a Spanish region with one
of the highest incidence and mortality from gastric cancer.

Methods

Study population
The study population for association with the evolution of GCPLs consisted of
478 subjects from a follow-up study described in detail previously (24). Briefly,
patients with GCPLs were identified from the Pathology Department Registry
of the Soria Hospital as having undergone gastroscopy with gastric biopsy
between 1988 and 1994. Patients were followed up until 2005-2007 (12.8
years of mean follow-up) when a new gastroscopy with biopsy was performed.
Genomic DNA, either from blood (z = 417) or from paraffin-embedded tissue
blocks when blood sampling was not possible (n = 36), was obtained from 453
(95%) patients. Sixty-six samples had to be excluded from this study because
their DNA did not fulfill the minimum criteria required for genotyping in the
Sequenom platform. The specific study population for genetic analysis was
therefore of 387 patients with GCPLs (Table I).

Gastric lesions were classified, at recruitment and at the end of follow-up, as:
1 = normal, 2 = non-atrophic gastritis, 3 = non-metaplastic multifocal atro-
phic gastritis, 4 = complete intestinal metaplasia (IM, including predominant
complete IM), 5 = incomplete IM (including predominant incomplete IM),
6 = dysplasia and 7 = gastric cancer. Based on the diagnosis at recruitment
and at the end of follow-up, it was considered that the lesions had progressed or
regressed if they had respectively advanced or regressed at least one point of in
the overall score (1 to 7). The lesions were considered to be stable if they
maintained the same score.
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Mucin gene variants and evolution of GCPLs

Table I. Main characteristics of the analyzed population

Characteristics Total No change Regression Progression P value®
n % n % n % n %

Sex

Men 178 46.0 74 443 46 414 58 532

Women 209 54.0 93 554 65 586 S5 46.8 0.182
Age

<40 113 292 46 PR 36 324 31 284

40-50 85 22.0 3% 222 26 234 22 20.2

50-60 122 315 58 317 38 342 31 284

=60 67 17.3 31 18.6 11 9.9 25 229 0.312
Use of NSAID

No 196 517 76 463 55 495 65 62.5

Yes 183 48.3 88 534 56 505 39 3%s 0.031
Family history

No 317 84.5 145 879 89 824 83 814

Yes 58 15.5 20 12.1 19 176 19 18.6 0.277
Smoking status

Never 219 57.0 97 584 64 582 58 537

Current 103 26.8 41 247 32 29.1 30 27.8

Ex-smoker 62 16.2 28 16.9 14 127 20 185 0.727
Helicobacter pylori infection

No 88 23.0 42 253 19 17.1 27 25'5

Yes 295 77.0 124 747 92 829 79 745 0.219
Type of lesion®

Normal 7 1.8 3 18 0 0.0 4 3.7

NAG 44 11.4 20 12.0 2 18 22 20.2

MAG 190 49.1 84 503 60 54.1 46 422

Complete IM 68 17.6 31 18.6 26 234 11 10.1

Incomplete IM 78 20.2 29 174 23 207 26 239 0.00028
Total 387 100 167 100 111 100 109 100

MAG, multifocal atrophic gastritis; NAG, non-atrophic gastrifis.

2P value of the association between each variable and evolution status based on chi square.

hTy]Je of lesion diagnosed at recruitment.

DNA extraction

Genomic DNA from blood samples was extracted from lymphocytes by use of
the Flexigene DNA kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions.
Paraffin-embedded tissue blocks were cut into 10 sections of 10 pm and
deparaffinized in xylene. Genomic DNA extraction from the deparaffinized
tissue was carried out using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). DNA
concentrations were measured by optical density at 260 nm on a NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientifics) spectrophotometer and stored at —80°C in
96-well plates at a concentration ~100 ng/ul.

SNP selection criteria

We selected tagSNPs from the 1921 genomic region containing MUCI gene
and from the mucin cluster in 11p15, which contains MUC2 and MUC6
genes. We used HapMap information for Caucasians [phase II CEU popu-
lation, release 24, where CEU refers to CEPH (Utah residents with ancestry
from northern and western Europe) population] to compile a list of SNPs
from a minimum of 7 kb upstream to 3 kb downstream of each of the MUC
genes. Unfortunately, due to absence of HapMap information for most of the
MUCSAC gene, which also locates in the same cluster region, this gene could
not be analyzed. Haplotype blocks were defined by use of the confidence
intervals (CIs) method of Gabriel et al. (25), as implemented in Haploview
v4.0 software (26). Tagging SNPs were selected by use of the Tagger algo-
rithm as implemented in Haploview. Parameters used for tagSNPs selection
were minor allele frequency >5% in Caucasians, r? >0.8 between each pair
of tagged and tagging SNPs (pairwise tagging) and SNPs tagging haplotypes
with a frequency >0.05. Validated potentially functional SNPs replaced
tagger selected tagSNPs only if they were in complete linkage disequilib-
rium (LD) with them.

Following these criteria, we defined two haplotype blocks spanning 51 kb in
the 1921 genomic region containing MUCI (4.4 kb) and part of TRIM46 gene
(at 855 bp 3'-downstream of MUCI) and we selected four tagSNPs, two for
each block. In chromosome region 11p15, we defined a 29 kb haplotype block
that included MUC6 (23.9 kb) and was tagged by six tagSNPs. Also in 11p15,
in the 47 kb genomic region that includes MUC2 (29.5 kb), we defined seven
haplotype blocks and 15 tagSNPs (Figure 1). Table II shows the main charac-
teristics and location of all selected SNPs.

SNP genotyping and data filtering

The set of 25 tagSNPs selected in MUCI, MUC2 and MUC6 genes (Table II)
were genotyped using the MassArray™ iPlex-Gold technology (Sequenom) at
the National Genotyping Center of Spain (CEGEN), in a customized assay
design. In addition to the internal genotyping controls included by CEGEN, 17
samples (4.4%) chosen randomly were genotyped in duplicate for all tagSNPs
to assess the genotyping error rate. Concordance of their genotypes was com-
plete in all cases and no genotyping errors were observed. From the 25 SNPs
initially selected, 3 were excluded (Table II) because they could not be ampli-
fied or their genotyping signal or cluster separation was not good enough. The
total number of SNPs successfully genotyped and available for analysis was
therefore 22. None of these SNPs deviated from Hardy—Weinberg equilibrium
in the total analyzed population (chi-square test P > 107>7; Table II). The
average call rate of the analyzed SNPs was 98% and none of them had a call
rate <<80%.

Helicobacter pylori infection diagnosis

Helicobacter pylori infection was detected by histopathological examination
of Giemsa-stained biopsies. Infection status was also identified by reviewing
the medical records (results from rapid urease test on biopsy specimen and urea
breath test) and interviewing subjects about previous prevalence of H.pylori.
Finally, DNA was isolated from paraffin-embedded tissue blocks from avail-
able gastric biopsies (n = 312) and H.pylori detection and strain characteriza-
tion was carried out as described previously (27). A positive result for any of
these tests was taken as a positive H.pylori infection in the analyzed patient.

Association analyses

The Pearson 2 test was used to examine differences among the GCPLs evo-
lution groups according to the main baseline characteristics of the population.
In order to capture all the variability associated with the evolution of lesions,
two type of analyses were performed (i) in the analysis of lesion progression,
the group of patients whose lesions progressed were compared with those
whose lesions remained stable or regressed (reference group); (ii) in the anal-
ysis of lesion regression, those patients whose lesions regressed where com-
pared with those whose lesions remained stable or progressed. Odds ratios
(OR) and 95% CIs were estimated using unconditional logistic regression, as
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RO LG o
Fig. 1. LD structure in the 11p15.5 genomic region around MUC2, according to Haploview analysis of genotype data downloaded from HapMap (phase II CEU
population, release 24 based on dbSNP version 126 and NCBI genome build 36). The LD map is shown as a confidence bounds scheme using Haploview, where
black boxes indicate strong evidence of LD while white ones indicate strong evidence of recombination and the grey ones showing intermediate values. The 15

tag SNPs selected for study are indicated in square boxes and their numbering, from left (5') to right (3'), is the same as listed in Table 2, for MUC2 SNPs, from top
to bottom. The position and exon~intron structure of MUC2, in this region, is also indicated.

Table II. Selected SNPs in MUC genomic regions and genotyping results

Polymorphism  Gene Allele®  Location® Chromosome ~ Position® Total No change Progression Regression HWE
MAF N MAF N MAF N MAF N

153814316 TRIM46  CIT T287T 1 153416342 032 383 (.31 164 035 108 0.31 111 0.1287
159426886 TRIM46  AIT Intronic 1 153418378 0.42 387 042 167 045 109 039 111 0.2117
154072037 MUCI  AIG T31T 1 153428691 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
151045253 MUCI C/IT 5’ -upstream 1 153467859 0.31 372 0.29 161 0.33 104 033 107 0.7168
154076950 MUc6  CIT Intronic 11 1005021 0.38 380 040 164 036 107 0.37 109 0.5150
157481521 MUC6  A/G Vo615M 11 1017811 0.37 354 036 156 0.40 101 0.35 97  0.1391
1511604757° MyUcs T Intronic 11 1019320 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
1511246384 MUcs T Intronic 11 1020448 0.09 385 0.10 165 0.07 109 0.09 111 0.3418
16597947 MUC6  GIT 5’-upstream 11 1027029 0.07 379 0.05 163 0.09 106 0.07 110 0.0194
159794921 MUc6  GIT 5’ -upstream 11 1029867 0.13 366 0.11 158 0.16 102 015 106 0.2527
1510902073 MUCc2  CIA 5’ -upstream 11 1050934 038 380 0.39 164 043 107 032 109 05150
1510794281 MUC2  TIC 5’ -upstream 11 1053149 044 359 045 157 048 99 038 103 0.5221
152856082 Myuc2  C/IG 5’ -upstream 11 1061562 0.12 383 (.11 164 0.13 108  0.11 111 0.6278
152071174 MUC2  TIC 5’ -upstream 11 1063712 0.29 383 0.29 165 0.25 108 0.34 116 0.5365
157396030 Muc2  CiT Intronic 11 1073364 0.20 385 021 166 0.19 108 018 111 04211
1511245936 MUC2  GIA G8328 11 1074362 0.06 374 007 161  0.06 105 0.07 108 0.1846
157944723 Myuc2  C/IG P1832P 11 1083710 0.19 375 021 166 0.19 106 0.17 103 0.8689
1510902089° MUC2  AIG Intronic 11 1084357 NA NA NA NA NA NA NA NA NA
156421972 MUC2  GIA 12154T 11 1086494 0.39 381 040 166 0.34 105 040 110 1
1510794293 Myuc2  CIT Intronic 11 1088939 033 387 0.34 167 0.27 109 036 111 0.9081
1511245954 MUC2  AIG V2459V 11 1091078 0.07 382 0.08 165  0.06 108 0.05 109 1
157480563 MUC2  A/G T2524P 11 1091649 048 367 0.50 158 043 102 0.50 107 0.0756
157126405 MUC2  AIG Q2653P 11 1093296 0.09 387 0.10 167 0.08 109 008 11 1
153924453 MUC2  GIA 3’-downstream 11 1095806 0.29 387 031 167 025 109 030 111 07110
154077759 MUCc2  TIC 3’-downstream 11 1095976 0.37 379 040 162 031 106 0.38 111 0.5810

HWE, Hardy—Weinberg equilibrium; MAF, minor allele frequency; N, individuals tested.
*The more common allele in Caucasians is reported first.

PSNP location relative to each gene in the region.

°Chromosome position corresponding to Genome Build 36.3.

ISelected tagSNPs that failed in the genotyping platform.

implemented in SNPassoc R library software (28). Final models included sex,
age, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) consumption and type of

of interest and H.pylori status or NSAID consumption were assessed by means
of the likelihood ratio test.

lesion at recruitment, as covariables for adjustment. All analyses were done
under codominant, dominant, recessive and log-additive (per allele) inheri-
tance models. Stratified analyses were carried out according to Hpylori
infection and NSAID consumption. Potential interactions between the SNP

1074

LD between polymorphisms in each MUC gene region was explored with
the Haploview software and haplotype frequencies were inferred using the
expectation-maximization algorithm as implemented in the haplo.stats R pack-
age. Association between progression or regression and each MUC haplotype
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with a frequency >0.01 was measured using the most frequent haplotype
among controls as reference.

Results

Evolution of the lesions was assessed based on the diagnosis at
recruitment and at the end of the follow-up. We identified 167 patients
(43.1%) whose lesions did not change, 111 (28.7%) regressed and 109
(28.2%) progressed. The main characteristics of the analyzed popu-
lation (n = 387) are shown in Table 1. The use of NSAIDs was pro-
tective against lesion progression (OR = 0.57, 95% CI: 0.34-0.87,
P = 0.01).

MUC genes genotype frequencies and association with evolution of
the lesions

The total number of SNPs successfully genotyped and available for
analysis was 22. Of these, 3 localized in MUCI, 5 in MUC6 and 14 in
MUC?2 genomic regions. Table II shows their minor allele frequencies
in the total population and in each evolution group.

No significant association was observed between evolution of the
GCPLs and the genotyped variants in MUC! and MUC6 genes (data
not shown). On the other hand, as shown in Table III, three SNPs in
MUC2, 1810794293 in intron 37 and rs3924453 and 1s4077759 in 3'-
downstream from the gene, associated with a decreased risk of pro-
gression of the lesions. The A allele of 1$3924453 and the C allele of
184077759 appeared as protective factors for progression of the
lesions and this effect was significant under the log-additive and
recessive inheritance models, as well as the codominant model for
154077759. Both SNPs tagged a 4 kb haplotype block containing the
3" end and downstream region of MUC2 (Figure 1). The T allele of
1810794293 in intron 37 was also associated with a decreased risk of
progression under the log-additive and dominant inheritance models.
This SNP tags a haplotype block also downstream from the central TR
region of the gene.

As shown in Table IV, another four MUC2 SNPs located at the
central and 5' region of the gene (1s10902073, rs10794281,
182071174 and 1s7944723) were found to be significantly associ-
ated with regression of the lesions. SNPs 1510902073 and
1810794281, which tag the main MUC2 7 kb haplotype block at
5'-upstream of the gene, were associated with a reduced probability
of regression under the log-additive and dominant models. A sig-
nificant association with less regression was also observed for
187944723, a synonymous coding SNP in central exon 30, under
the recessive model. On the other hand, the C allele of rs2071174,
located at 5'-upstream of MUC2 and tagging the haplotype block
that contains the promoter region and the first exons of the gene,
was associated with an increased probability of regression of the
lesions, under the codominant and recessive models. Altogether,
our results point to a protective effect of SNPs at MUC2 during
evolution of GCPLs.

Effect modification by Helicobacter pylori

‘When the effect of those MUC2 SNPs significantly associated with
the evolution of the GCPLs was analyzed according to H.pylori
infection, it was seen that in all cases the association was significant
only in those subjects positive for the infection (Tables III and IV),
being the interaction statistically significant for rs4077759, under the
codominant and recessive models (Table III), as well as for
1810902073 and rs10794281, under the log-additive, dominant and
codominant models (Table IV).

Effect modification by consumption of NSAIDs

‘When the effect of those MUC2 SNPs significantly associated with
the evolution of the GCPLs was analyzed according to consumption
of NSAIDs, it was seen that all SNPs but rs10902073 and rs7944723
were significantly associated with the evolution of the lesions in non-
NSAID users, but not in users, and that in all cases, the association
was in agreement with the onme observed with the non-stratified

Mucin gene variants and evolution of GCPLs

analyses (data not shown), but no interaction was observed between
these MUC?2 variants and NSAIDs consumption.

Mucin haplotypes and evolution of lesions

Measures of LD (#2 and D') between the analyzed SNPs in the mucin
genes were in good agreement with those measured in HapMap for
Caucasians (data not shown). In the same way, haplotype analysis
showed similar results to those observed in HapMap from Caucasians.

Regarding MUC2 gene, haplotype analysis was performed sepa-
rately in the 5’ and 3’ regions. Six SNPs were located from central
exon 30 to the 5’ region and tagged 10 different haplotypes with
frequencies between 0.345 and 0.014. Eight SNPs were located in
3'-half region of the gene and these tagged another 10 haplotypes
with frequencies between 0.322 and 0.018 (Table V). The haplotype
CTCCCG, at the 5’ region, was significantly associated with
a decreased risk of progression of the lesions as well as an increased
probability of regression (Table V). This haplotype carried the minor
allele (C) of rs2071174 that had also been found associated with an
increased probability of regression and the two common alleles of
SNPs 1810902073 (C/A) and 1510794281 (T/C) whose variant alleles
associated with a reduced probability of regression in the individual
SNP analysis. In the 3’ region, haplotype CATAGAAC also was
associated with a decreased risk of progression (Table V). This hap-
lotype carried the three alleles (T, A and C of rs10794293, rs3924453
and rs4077759, respectively) that had also been found associated with
a decreased risk of progression in individual SNP analysis. The
haplotype resulting from the combination of these two significant
haplotypes in the 5' and 3’ regions (CTCCCGCATAGAAC, with
a frequency of 0.120) also showed a trend as protector for progression
(OR = 0.53,95% CI: 0.26-1.07, P = 0.075) when compared with the
ACCTCGCGCAAAGT (frequency of 0.147), although it did not
reach statistical significance (results not shown).

As expected, no significant association with progression or regres-
sion of the GCPLs was found with the six inferred MUCT haplotypes
with frequencies between 0.01 and 0.46 and with the six inferred
MUC6 haplotypes with frequencies between 0.06 and 0.37.

Discussion

In this study, we have assessed whether genetic variability in three
genes (MUCI, MUC2 and MUCS) involved in the mucosal protection
associates with the evolution, either progression or regression, of
GCPLs after a mean follow-up of 12.8 years in a region with one of
the highest incidence of and mortality from GC in Spain and Westemn
Europe (24). The major novel finding is that variability in MUC2 gene
is protective regarding the evolution of GCPLs and this effect is more
evident in H.pylori-infected patients and in those not consuming
NSAIDs.

MUC?2 is the major constituent of the secreted mucus barrier in the
small and large intestines, where it is mainly produced by goblet cells
(29,30). A number of reports have provided evidence on the role
of MUC2 in maintaining the integrity of the protective mucus layer
in intestine and reduced MUC2 expression has been related to in-
flammation and development of several intestinal diseases, including
cancer (3,9,30,31). In contrast, MUC2, which is not normally ex-
pressed in stomach, is present at increased levels in intestinal meta-
plasia and in gastric adenocarcinoma (5-7,32,33). It has been reported
that MUC?2 overexpression might be the consequence of its activation
by proinflammatory cytokines expressed after H.pylori infection (33).
MUC2 overexpression may also reflect the stomach transformation
during intestinal metaplasia into an intestinal-type epithelium in
which glandular gastric cells are replaced by goblet cells. With regard
to its role in gastric carcinogenesis, it has been suggested that MUC2
might contribute to malignant phenotype by protecting against recog-
nition by antitumor immune effectors (9). Therefore, genetic variation
in the MUC?2 gene that would modify its expression or biological
activity could result in an altered pathway toward gastric carcinogen-
esis. Only one study has recently assessed the association between
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Table V. MUC?2 haplotypes and association with evolution of lesions

Region® Haplotype Frequency Progression Regression
OR (C195%)" P value OR (CI 95%)° P value
5" ACCTCG 0.3447 1.00 Reference 1.00 Reference
CTICTCG 0.2698 0.72 (0.46-1.12) 0.1478 1.58 (0.99-2.52) 0.0548
CTCECG 0.1576 0.49 (0.28-0.85) 0.0117 1.67 (1.02-2.73) 0.0407
CTGCTG 0.0463 0.81 (0.33-1.99) 0.6502 5% 0.714.17) 0.2268
CICTTG 0.0393 0.60 (0.22-1.61) 0.3080 125 (0.45-3.52) 0.6697
CTCTTA (.0349 0.84 (0.32-2.21) 0.7279 0.69 (0.23-2.08) 0.5114
CCGCTA 0.0334 0.57 (0.20-1.63) 0.2963 1.81 (0.764.32) 0.1786
CCGCTG 0.0203 0.83 (0.21-3.30) (.7898 0.29 (0.03-2.64) 0.2707
ACCCCG 0.0153 0.46 (0.09-242) 0.3584 2.38 (0.44-13.01) 0.3156
ACCTTG 0.0140 0.20 (0.02-1.88) 0.1607 1.49 (0.19-11.56) 0.7014
3¢ CGCAAAGT 0.3223 1.00 Reference 1.00 Reference
CATAGAAC 0.1400 0.46 (0.25-0.86) 0.0156 1.16 (0.69-1.95) (.5810
CGCAGAGT 0.0927 0.77 (0.39-1.54) 04583 1.00 (0.51-1.97) (.9989
CGCAGAAC 0.0888 0.73 (0.36-1.45) 0.3667 0.86 (0.45-1.65) 0.6439
GATAAAGT 0.0771 0.49 (0.21-1.14) 0.0991 1.19 (0.59-2.39) 0.6293
GACAAAGT 0.0696 1.51 (0.74-3.06) 0.2558 0.52 (0.23-1.17) 0.1130
CGCGGGGC 0.0671 0.83 (0.39-1.79) 0.6378 0.57 (0.26-1.24) 0.1552
CATAGAGT 0.0340 0.93 (0.34-251) (.8835 1.34 (0.51-3.57) 0.5523
GATAAAAC 0.0153 1.26 (0.30-5.27) 0.7532 0.86 (0.19-3.87) 0.8436
GATAGAAC 0.0178 0.86 (0.17-4.29) (.8543 0.43 (0.07-2.70) 0.3679

Statistically significant values are given in bold.

5’ region includes the following SNPs: rs10902073, rs10794281, 152856082, 152071174, 1s7396030 and rs11245936; 3’ region includes the following SNPs:
157944723, 156421972, 1510794293, 1511245954, 157480563, 157126405, 153924453 and 1s4077759.
"Unconditional logistic regression analysis, adjusted for sex, age, NSAID consumption and lesion at recruitment, log-additive model.

candidate SNPs in MUC2, as well as in MUCSB, MUC6 and MUC1,
with the risk of chronic atrophic gastritis, a specific GCPL, but no
association was identified (34).

Interestingly, polymorphisms associated with regression of the
GCPLs were located from the central to the 5'-upstream genomic
region of the gene, whereas polymorphisms associated with progres-
sion were located in the 3’ and downstream region. When haplotype
analyses were carried out, it was observed that the CTCCCG haplo-
type in the 5’ region of the gene was associated with regression of the
GCPLs and, in agreement with it, it also had a protective role against
progression of the lesions. Furthermore, the CATAGAAC haplotype
in the central and 3’ region of the gene was also significantly associ-
ated with a decreased risk of progression of the lesions, thereby also
indicating a protective role of this haplotype against progression.
Finally, when the haplotype analysis was done with all MUC2 SNPs,
it was observed that the CTCCCGCATAGAAC haplotype, which
combines the 5’ and 3" protective haplotypes, also shows a clear
although not significant tendency toward protection against progres-
sion of the GCPLs. All these results suggest that either the combina-
tion of different genetic variants in the gene or the effect of a yet an
unknown variant in LD with the analyzed ones in each side of the
central gene region modify the capacity of the lesions to progress
toward gastric carcinoma.

Our results do not inform on the nature of the functional variant/s
responsible for the observed associations. Nevertheless, since we used
a tagSNP genotyping strategy, it is likely that the causative variants
are in strong LD with the genotyped and significant ones. Although
functional studies and association analyses with expression levels
should be performed to analyze the causal relationships between the
associated variants and gastric carcinogenesis, several lines of evi-
dence indicate that this relationship might exist. Thus, rs10902073
and rs10794281 tag a strong LD block in the genomic region 5'-
upstream of MUC2, suggesting that the variant responsible for in-
creased probability of regression might be present in the upstream
regulatory sequences of the gene expression. Rs2071174, which was
associated with an increased probability of regression, tags a common
non-synonymous Valll6Met SNP (rs11825977) that has been sug-
gested to be responsible for significant downregulation of MUC2 in
Crohn’s disease, due to reduced messenger RNA expression (35).
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Rs7944723, locates at the end of central exon 30, which encodes
for the highly polymorphic TR region, with properties essential to
the surface epithelial protective function of mucins (8). This SNP,
together with 1s10794293 and 156421972, tags a 5 kb haplotype block
in 3’ region of the gene that corresponds to C-terminus domain con-
taining an autocatalytic proteolytic cleavage site predicted to cause
disassembly of MUC2 polymers and to affect the mucus viscosity
(36,37). Finally, 134077759 and 1s3924453 are tags of a 4 kb haplo-
type block containing the last exons of the gene and the 3’ downstream
genomic region where there are other potentially functional variants
in the region, such as some missense coding SNPs and 3'-UTR var-
iants. It is interesting to note that we have not found association with
any of the MUC2 missense SNPs analyzed (Table 1), which could be
indicative of association being more probably due to variants that
regulate MUC2 expression.

The effect of all associated SNPs with GCPLs was found to be
stronger and only significant in H.pylori-infected patients, being the
interaction statistically significant for rs10902073, 1810794281 and
184077759. Despite the relative low number of patients negative for
H.pylori infection (23%) and the consequent statistical power limita-
tions, the calculated ORs do not follow the same trend in infected and
non-infected patients, suggesting a real interaction between gene var-
iability and infection by the bacteria in the evolution of the lesions.
Although a physical interaction between H.pylori and MUC2 has not
been established, the importance of this secreted mucin in bacterial
colonization and infection by pathogens has been broadly demon-
strated in the intestine (31,38). In stomach, H.pylori infection has
been reported to cause an aberrant expression of MUC2 gene in gas-
tric carcinoma cells (39). Moreover, ectopic expression of MUC2 has
been associated with the induction of CDX/ by cagA strain of
H.pylori in gastric epithelial cells that have been arrested in GI
(40). Therefore, although we do not know the precise molecular
mechanism by which variation in MUC2 may interact with H.pylori
infection to influence the evolution of GCPLs, the fact that the in-
fection associates with aberrant expression of MUC2 and that, as
stated in the above paragraph, genetic variants of MUC2 may influ-
ence its expression or protein function, provide biological support to
the joint effect of these two factors. In contrast, although our results
show that the effect of these MUC2 variants on the evolution of the
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lesions is significant only in non-NSAID users, no interaction was
found between both factors. Given the protective effect of NSAID
consumption on the progression of the lesions observed in this study,
it seems that the protective effect of genetic variation in MUC2 is
more clearly observed in those patients not already protected by
NSAID consumption.

Strengths of this study are the long and well-defined follow-up and
its relatively large size that allowed us to evaluate the risk for pro-
gression and regression of lesions conferred by genetic variants in
MUC genes. To our knowledge, only one study has analyzed the
association between genetic variability (in DNA repair genes in this
case) with evolution of GCPLs, also with the identification of some
significant associations (41). Among the weaknesses, it is to mention
that although the sample size is relative large considering the charac-
teristics of the follow up, it was not large enough to avoid power
limitations to detect other potential associations with some of the
analyzed SNPs and genes, such us MUC! and MUC6. Furthermore,
failure in the genotyping of three of the selected tagSNPs, among
which MUC! rs4(072037 that has recently been found associated with
gastric cancer (21-23), has reduced the coverage of the genetic var-
iability of these genes by 40% in the case of MUC], but only <<10% of
MUC?2 and MUC6. Therefore, additional genotyping and association
analyses in a larger sample series are needed to comprehensively
elucidate and confirm the role in the gastric carcinogenesis pathway
of genetic variability in the mucin genes, as well as their interaction
with other risk factors such as infection by H.pylori.

In conclusion, this is the first study to address the association of
mucin gene variants with progression and regression of precursor
lesions of gastric cancer. Our analysis has provided evidence that
genetic polymorphisms in MUC2 gene are associated with evolution
of GCPLs, especially in H pylori-infected patients, suggesting an
important role of this secreted mucin in gastric carcinogenesis.
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5. Resumen de resultados mas destacados

1.- El adenocarcinoma gastrico es mas frecuente en hombres que en mujeres y en
mayores de 60 afios, pero ni la edad ni el sexo fueron factores pronosticos

independientes en la evolucion de las LPCG.

2.- El riesgo de progresion de las LPCG a adenocarcinoma de pacientes con
antecedentes familiares de cancer gastrico es 5 veces mayor que en aquellos sin
antecedentes familiares. Las diferencias resultaron estadisticamente significativas
(p<0,05).

3.- La metaplasia intestinal incompleta resulté ser la LPCG con mayor riesgo de
progresion a cancer gastrico (HR 11°3; 95% IC 3°8-33°99).

4.- El riesgo de progresion de las LPCG en aquellos pacientes infectados por cepas de
Hp cagA-positivas, vacAsl y vacAml es de 2 a 3 veces mayor que en aquellos
infectados por cepas cagA-negativas, vacAs2 y vacAm2. El riesgo de progresion de las
LPCG en los pacientes infectados por cepas de Hp que son simultdneamente cagA-
positivas y vacAm1/sl es 5 veces mayor que en aquellos infectados por cepas que son
simultineamente  cagA-negativas y vacAm2/s2. Las diferencias resultaron

estadisticamente significativas (p<0,05)

5.- En cuanto a la susceptibilidad genética del individuo SNP del gen MUC2, se
asociaron significativamente con la proteccion frente a la progresion de las LPCG. El
efecto resultdé méas evidente en pacientes infectados por Hp y en aquellos que no

consumen AINES.
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El carcinoma gastrico es en la actualidad la quinta neoplasia maligna mas
frecuente en el mundo y la tercera causa de muerte por cancer. Mas del 70% de los
casos se dan en los paises en desarrollo y la mitad de los casos del mundo corresponden
a Asia oriental principalmente China. En Espafia supone la octava neoplasia maligna
mas frecuente teniendo en cuenta ambos sexos con una incidencia 3°6% Yy una tasa de

incidencia ajustada por edad de 7°8 por 100.000 personas y afio?**%.

Generalmente se diagnostica en estadios avanzados debido a la falta de sintomas
especificos y las alternativas terapéuticas curativas son limitadas**®. Espafia presenta
una supervivencia a los 5 afos baja, aproximadamente del 25%, estando dentro de la
media europea”. Prevenirlo o diagnosticarlo en estadios precoces serfa la forma de

mejorar esas cifras.

Se admite que el cancer gastrico mas frecuente, el adenocarcinoma, sobre todo el
de tipo intestinal y de localizacion distal, estd precedido por tres lesiones precursoras:
atrofia gastrica, metaplasia intestinal y la displasia, resultado de la evolucion natural de

una gastritis crénica”*>®

cuyo agente causal mas frecuente es el Hp. El proceso es
largo y va a depender de multiples factores: las caracteristicas del Hp, la susceptibilidad

genética del huésped y factores medioambientales®**.

Nuestro trabajo mediante un largo seguimiento de pacientes con LPCG ha
conseguido identificar pardmetros pronosticos relacionados significativamente con el

riesgo de evolucion de estas lesiones a cancer gastrico.

1. Factores involucrados en la evolucién de las lesiones precursoras del cancer

gastricos

1.1. Edad y sexo como factores implicados en la evolucion de las lesiones

precursoras de cancer gastrico

La tasa de incidencia de carcinoma gastrico estandarizada por edad es dos veces
mayor en los hombres que en las mujeres®®*?®*, Esa diferencia se podria explicar por el
caracter protector de los estrégenos frente al carcinoma gastrico®®2%%° Tener una

edad avanzada también aumenta el riesgo de carcinoma®*?’. En nuestro trabajo los
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hombres y los individuos mayores de 60 afios también tiene un riesgo
significativamente mayor, siempre y cuando se consideren esas variables por separado
porque su significacion estadistica se pierde cuando se consideran junto con otros

factores.

1.2. El tabaco como factor de riesgo de evoluciéon de las lesiones precursoras de

cancer gastrico

El consumo de tabaco esta considerado como un factor de riesgo en el desarrollo

de LPCG™ ™ y de cancer gastrico™ #9419

sobre todo en pacientes con infeccion por
Hp.™*. Aunque hemos encontrado en todos los grupos de individuos con LPCG una alta
prevalencia de fumadores no hemos podido determinar su valor prondstico en nuestra
serie al ser el grupo de individuos con mucosa normal muy pequefio para establecer

comparaciones.

1.3. La infeccion por Helicobacter pylori

En nuestro estudio la infeccion por Hp no supuso un factor predictivo de cancer
gastrico. La gastritis cronica grave y la metaplasia intestinal extensa crean condiciones
en las que Hp es incapaz de sobrevivir y favorecen la resolucion de la infeccion. Hemos
observado que la prevalencia de la infeccion disminuye a medida que progresan las
lesiones y por lo tanto la HR fue menor en las lesiones més avanzadas. Este hecho,
junto con el bajo nimero de casos con mucosa normal analizados en este estudio, podria

explicar nuestros resultados.

1.4. El consumé de antiinflamatorios no esteroideos como protectores en la

evolucion a cancer gastrico

Dos meta-analisis?®?°* han puesto en evidencia que pacientes que toman AINES
presentan un menor riesgo de desarrollar carcinoma gastrico. En nuestro estudio, el
consumo de AINES ha resultado ser un factor de proteccion frente al desarrollo de

cancer gastrico aunque sin significacion estadistica.
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1.5. Antecedentes familiares de cancer gastrico como factor de riesgo de evolucion

de las lesiones precursoras

Hemos observado que los individuos con antecedentes familiares de cancer
gastrico tienen 5 veces mas riesgo de desarrollar un adenocarcinoma gastrico respecto
de aquellos sin antecedente, siendo esta diferencia muy fuerte y estadisticamente
significativa. Varios estudios?®®*?™ han encontrado que la historia familiar de cancer
gastrico es un riesgo para el desarrollo de carcinoma gastrico y que este riesgo es 3

veces mayor para el cancer gastrico que para otros tipos de canceres en el adulto.

Si bien esto puede ser debido a cierta susceptibilidad genética, hay que tener en
cuenta que los miembros de una unidad familiar comparten un mismo estilo de vida y
estan expuestos a los mismos factores medioambientales, mas importantes si cabe en el
desarrollo del cancer que los polimorfismos genéticos de riesgo. Aunque nosotros no
hemos estudiado la interaccién entre los factores medioambientales y la susceptibilidad
genética entre los miembros de una misma familia, estudios que ajustaron sus analisis
para uno o mas factores de riesgo en el seno familiar observaron, que el riesgo de una
historia familiar positiva no se atenuaba?’® lo que va a favor de la susceptibilidad
genética como causa de la agrupacion familiar, aunque los genes que podrian estar
implicados no se conocen con certeza. Solamente en el caso del adenocarcinoma
gastrico difuso familiar se conoce la existencia de mutaciones en linea germinal del gen

CDH1 responsable del cancer gastrico hereditario®*.

Aunque las bases moleculares de la agregacion familiar del cancer gastrico no se
conocen con precision una historia familiar positiva es un factor de riesgo fuerte para el
desarrollo del adenocarcinoma gastrico y puede ayudar a seleccionar entre los pacientes
con LPCG aquellos susceptibles de seguimiento.

1.6. La metaplasia intestinal incompleta como marcador de riesgo de cancer

gastrico

La extension de la metaplasia intestinal esta bien reconocida como marcador de
riesgo de cancer géstrico®®® " hasta el punto de que se ha desarrollado un sistema de

estadificacién de las gastritis cronicas basado en la localizacion y la severidad de la
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metaplasia intestinal en la mucosa gastrica denominado OLGIM® con valor
pronostico™. En la Gltima gufa publicada sobre el manejo de los pacientes con lesiones
precursoras de céancer gastrico’® se recomienda el seguimiento periédico de los
pacientes con metaplasia intestinal extensa, independientemente del tipo de metaplasia.
Para algunos autores no existe suficiente evidencia del valor pronostico del subtipo de
metaplasia intestinal y consideran que no es necesario consignarlo en los informes
anatomopatolégicos™.

Sin embargo un numeroso grupo de trabajos®®83848695-100102103.105108 o
evidenciado que el subtipo de metaplasia intestinal, en concreto, la metaplasia intestinal
incompleta es un marcador significativo de progresion de las lesiones y de desarrollo de
carcinoma géstrico. Las causas de que algunos trabajos no confirmen este hecho®"?"*
2™ hay que buscarlas en su corto periodo de seguimiento, en su baja potencia estadistica
por un tamafio muestral pequefio al perder muchos pacientes durante el seguimiento, o
bien en la poblacion a estudio cuyo riesgo es, de por si, muy bajo por proceder de areas

geogréficas de bajo riesgo de cancer géstrico™™.

Nuestro trabajo que incluye un largo periodo de seguimiento, una muestra
poblacional amplia y suficiente, procedente de un area con riesgo alto/moderado de
cancer gastrico, ha encontrado que existe una asociacién entre la metaplasia intestinal
incompleta y el riesgo de desarrollar un adenocarcinoma gastrico, con diferencias
estadisticamente significativas respecto de otras lesiones. Aceptar este hecho por la
totalidad de los autores ayudaria a la seleccién de pacientes para un seguimiento mas

exhaustivo y limitaria mas la poblacion a seguir.

De nuestro estudio y de otros'® se desprende que el seguimiento de pacientes
con metaplasia intestinal incompleta aumenta la probabilidad de diagnosticar un
carcinoma gastrico en fase precoz. Ademas el diagndstico histolégico de la metaplasia
intestinal mediante la tincion con hematoxilina-eosina no es dificil y al contrario de lo
esgrimido en algunas publicaciones’® no se requieren técnicas sofisticadas para su
deteccion. Si hicieran falta, bastaria con la tincion de AA-PAS 2,5 que es una técnica
histoquimica habitual en los laboratorios de anatomia patoldgica y tiene un bajo coste al

no tratarse de inmunohistoquimica.
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Teniendo en cuenta que la probabilidad de encontrar metaplasia intestinal

incompleta es mayor cuanto més extensa sea la metaplasia intestinal®®*

, podemos
asumir que la presencia de metaplasia intestinal incompleta en una biopsia géstrica es
un indicador de que existe metaplasia intestinal extensa. Solo por ello supondria que el
paciente tiene un aumento del riesgo de cancer géstrico™ y deberia ser seguido. Si se
atendiera solamente a la extension de la metaplasia intestinal y no al subtipo, se
necesitarian un elevado numero de muestras para precisar la extension, mayor incluso
que las cinco del protocolo Sidney. Es evidente que esto representa un problema a
efectos practicos teniendo en cuenta que ni siquiera el protocolo de Sidney esta
incorporado de forma generalizada. Por lo tanto si seria importante consignar el tipo de
metaplasia intestinal en los informes de anatomia patoldgica, sobre todo cuando el
nimero de muestras es pequefio como suele pasar en la practica diaria, aunque
solamente fuera por representar un inequivoco marcador de la extension de la

metaplasia intestinal.

En nuestro trabajo se ha observado gque entre los pacientes que desarrollaron un
carcinoma gastrico el numero de fragmentos en la biopsia de reclutamiento con
metaplasia intestinal era mayor que en los pacientes que no desarrollaron céncer.
Considerando esto como una estimacion de la extension de la metaplasia, este
parametro también se relacionaria con un aumento del riesgo de cancer aunque en

nuestro estudio los resultados no llegaran a ser estadisticamente significativos.

En resumen, existe suficiente evidencia cientifica del valor de la metaplasia
intestinal incompleta como marcador de riesgo de carcinoma gastrico y su diagnostico
no requiere técnicas sofisticadas. Si el riesgo de evolucion es debido a una peculiaridad
intrinseca de la historia natural de la lesién, o a que es un marcador de la extension de la
metaplasia, es irrelevante. En la practica, tanto el subtipo de metaplasia intestinal como
el numero de fragmentos con metaplasia intestinal sobre el nimero total de fragmentos,
deberian ser consignados en los informes de anatomia patoldgica porque ayuda al
gastroenter6logo a seleccionar entre los pacientes con LPCG a aquellos que se
beneficiarian de un seguimiento periodico®”. Afadir estos pardmetros en los informes
anatomopatologicos no representa ningin aumento de la complejidad diagnostica, ni del

tiempo necesario para la emision del informe.

101



Discusion

Algunos autores consideran que el patron, la extension y severidad de la atrofia
géstrica es mejor pardmetro que el subtipo de metaplasia intestinal para valorar el riesgo
de carcinoma gastrico®*"?”. En nuestro caso el valor predictivo de la atrofia fue muy
bajo, de los 21 adenocarcinomas gastricos diagnosticados 4 correspondian a pacientes
con gastritis atréfica no metaplasica en el momento del reclutamiento frente a 16 que ya
tenian metaplasia intestinal incompleta en ese momento. Teniendo en cuenta que la
metaplasia es una lesion multifocal es posible que esos 4 pacientes no estuvieran
suficientemente muestreados. Quizé por esta razén los pacientes con atrofia extensa o

que afecte a varias regiones gastricas a un sin metaplasia deberian ser seguidos.

Sin embargo se sabe que el diagndstico de atrofia estd sujeto a una gran
variabilidad intra e inter-observador’®"? debido a la subjetividad en su reconocimiento.
Su diagnostico no es facil si no existe una muestra con suficiente espesor y una buena
orientacion de los fragmentos a la hora de confeccionar el bloque de parafina. El nivel
de concordancia para la metaplasia intestinal es casi perfecto, tres veces superior al de la
atrofia®® y ademas es un marcador de atrofia (conceptualmente toda metaplasia
intestinal es una forma de atrofia) por lo que la metaplasia intestinal es el parametro
diagndstico mas fiable para predecir el riesgo de carcinoma gastrico en la practica
diaria.

1.7. Los factores de virulencia bacteriana vacA y cagA como factores pronosticos

en pacientes con lesiones precursoras gastricas

El genotipo de la cepa infectante de Hp es uno de los factores que influyen en el
desarrollo y evolucién de las LPCG™®. En concreto las cepas vacAsl, vacAm1 vacAil,
vacAdl y aquellas que poseen la isla de patogenicidad cagA, cepas tipo | cagA-
positivas, se han relacionado con un mayor riesgo de desarrollo de atrofia gastrica,

metaplasia intestinal y de carcinoma géstrico®’’/8:180.182250.276.277

En nuestro trabajo como en otros estudios'’"178:180:182250276.277 hamos ohservado
que las cepas de Hp cagA-positivas, vacAsl y vacAm1 son mas prevalentes en pacientes
con lesiones mas avanzadas, como la metaplasia intestinal, que las cepas cagA-
negativas, vacAs2 y vacAm2. Ademas las cepas cagA-positivas con frecuencia eran

vacAsl/vacAm1, mientras que las cepas cagA-negativas eran vacAs2/vacAm2. Esta

102



Discusion

asociacion no se debe a la clonalidad ni a un ligamento genético porque esos genes se

localizan en locus distanciados en el cromosoma bacteriano®’®.

Parece claro en la literatura que las cepas de Hp cagA-positivas, vacAsl y
vacAml son cepas muy virulentas que estan relacionadas con lesiones gastricas mas
graves e intensas, pero existen pocos trabajos en la literatura que hayan relacionado los
factores de virulencia vacA y cagA con el riesgo de evolucién de las lesiones
precursoras. Ninguno en el caso de vacA y solo uno lo ha hecho en relacién con cagA®®.
Este ultimo estudio valoro el riesgo de progresion de las lesiones precursoras en funcion
del factor de virulencia cagA en una amplia poblacién y aunque sus resultados no fueron
estadisticamente significativos, se observé que los individuos infectados por cepas
cagA-positivas tenian un ligero aumento en el riesgo de progresion que aquellos

infectados por cepas cagA-negativas.

Nuestro estudio es el primero en valorar el riesgo de progresion de las lesiones
precursoras en funcion del factor de virulencia vacA y de la combinacién de los
genotipos vacA y cagA y hemos observado que el riesgo de progresion de las lesiones
en pacientes infectados por cepas cagA-positivas, vacAsl y vacAml es
significativamente mayor que en aquellos infectados por cepas cagA-negativas, vacAs2,
y vacAm2. Cuando ambos factores de virulencia (cagA y vacA) se combinan, los
pacientes infectados simultaneamente por cepas cagA-positivas y vacAsl/m1l tienen un
riesgo de progresién mayor que los pacientes infectados por cepas cagA-negativas y
vacs2/m2, siendo la diferencia estadisticamente significativa. También se ha observado
que las lesiones tienden a progresar mas en el caso de pacientes con cepas vacAil que
con cepas vacAi2, pero la proporcion de pacientes que progresan infectados por cepas
vacAil es parecida a la de los pacientes infectados por cepas cagA-positivas, vacAsl o

vacAm1 por lo que su tipificacion no aporta mas informacion respecto al pronéstico.

Hemos comprobado como los factores de virulencia del Hp estan relacionados
significativamente con un aumento del riesgo de progresion de las LPCG por lo tanto la
determinacion del genotipo de la cepa infectante en pacientes con lesiones precursoras

puede ayudar a identificar a aquellos subsidiarios de un seguimiento mas exhaustivo.
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1.8. Polimorfismos del gen MUC2 como factor asociado a la evolucién de las

lesiones precursoras de cancer gastrico.

La glucoproteina MUC2 es el componente fundamental del moco que actla
como capa protectora de la mucosa en todo el intestino siendo secretada por las células
caliciformes del epitelio intestinal®’®?*°. Esta codificada por el gen MUC2 localizado en
el cromosoma 11 en la region 11p15.5 rica en recombinaciones que contiene 400kb. Su
dominio central constituido por multiples repeticiones en tandem esta codificado por el

exon 30 y el dominio C-terminal o carboxilo esta codificado por 19 exones.

MUC2 se expresa de novo en la mucosa gastrica en los caso en que exista
metaplasia intestinal y también en el adenocarcinoma géstrico®®®“°. Los niveles de
MUC2 tienden a elevarse por la sobreestimulacién celular producida por citoguinas

proinflamatorias secretadas después de la infeccion por Hp®®h.

Su papel en la
carcinogénesis gastrica se ha explicado al impedir el reconocimiento celular de los
anticuerpos antitumorales?2. Por lo tanto variaciones genéticas en el gen MUC2 que
provoquen una modificacién en la expresion o en la funcion de esta proteina provocaria

alteraciones en la via carcinogénica gastrica.

Varios estudios han detectado que polimorfismos en los genes protectores de la
mucosa gastrica se relacionan con el riesgo de desarrollo de carcinoma géstrico?**!" y
en concreto, un polimorfismo funcional en el gen MUC1 se ha asociado a un mayor
riesgo de cancer en la poblacién asiatica’™®, pero ningun trabajo ha estudiado la relacién

de las distintas variaciones genéticas de estos genes con la evolucion de las LPCG.

Este si ha sido uno de los objetivos de nuestro estudio y al analizar los distintos
polimorfismos de los genes de MUC1, MUC2 y MUCS6 en relacion con la evolucion de
la lesiones precursoras se ha observado por primera vez que variantes genéticas del gen
MUC?2 estan relacionadas significativamente con la evolucién de las LPCG y algunas de
ellas actian como factores protectores frente a su progresion, siendo este efecto mas
evidente en los pacientes infectados por Hp y en los que no consumen AINES. Solo un
trabajo habia analizado antes la relacion de los polimorfismos de MUC2 con el riesgo de

atrofia géstrica pero no encontré ninguna asociacion®®.
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En nuestro estudio, considerando por separado cada polimorfismos de MUC2,
los asociados con la regresion de las lesiones se localizaban en la segmento genémico
situado entre la region central y el extremo 5’ y los polimorfismos relacionados con la
progresion de las lesiones se localizaban entre la region central y el extremo 3°. Sin
embardo cuando tenemos en cuenta los haplotipos CTCCCG y CATAGAAC situados
en la region 5’ y 3’ respectivamente, estos estan asociados significativamente con la
regresion y la disminucion del riesgo de progresion, por lo que tienen un papel protector
frente a la progresion de las lesiones. Cuando el haplotipo analizado incluye todos los
polimorfismos de MUC?2 el haplotipo que surge de la combinacion de los dos anteriores
(CTCCCGCATAGAAC) también muestra un efecto protector frente a la progresion
aungue no es estadisticamente significativo. Esto sugiere que, o bien la combinacién de
diferentes variantes genéticas en el gen o el efecto de una variante genética, todavia
desconocida, asociada con los polimorfismos de cada lado de la region central puede

modificar la capacidad de las lesiones para progresar hacia carcinoma gastrico.

Por la estrategia de analisis utilizada (anélisis de tagSNPs o SNPs marcadores de
otros SNPs correlacionados) los SNPs que hemos encontrado asociados a la proteccion
frente a la progresion de las lesiones no son forzosamente los SNPs causales de la
asociacion. No obstante si que hemos observado que los SNPs asociados se localizan en
regiones gendmicas relacionadas con las secuencias reguladoras de su expresion
genética, la transcripcibn de ARNm y con secuencias que codifican propiedades

funcionales esenciales de la proteina.

Se ha observado que el efecto de los polimorfismos relacionados con las LPCG
es mas intenso en los pacientes infectados por Hp que en los no infectados, sobre todo
los polimorfismos rs10902073, rs10794281 vy rs4077759, con diferencias
estadisticamente significativas. A pesar de que el porcentaje de pacientes Hp negativos
es bajo los ORs calculados no siguen la misma tendencia en los pacientes infectados y
en los no infectados, lo que sugiere una interaccion real entre las variaciones genéticas

del gen MUC?2 y la infeccion por Hp.

Se ha publicado que la expresion ectopica de MUC2 en el estdmago se asocia
con la induccién de CDX1 por cepas cagA-positivas en las células epiteliales®®® y que

existe una expresion aberrante del gen MUC2 en las células del carcinoma gastrico en la
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284 nor lo tanto aunque no conocemos los mecanismos moleculares por

infeccion por Hp
los cuales las variaciones genéticas de MUC2 al interaccionar con la infeccion por Hp
provocan una variacion en la evolucion de las lesiones, el hecho de que la infeccion por
Hp provoque una expresion aberrante de MUC2 y que los polimorfismos del gen
produzcan alteraciones en la funcion y expresion de la proteina, constituyen una base

bioldgica que justifica la asociacion de estos dos factores.

Sin embargo a pesar de que se ha observado como el efecto de los
polimorfismos de MUC2 en la evolucion de las lesiones es estadisticamente
significativo en los pacientes que no consumen AINES, no hemos encontrado ninguna
interaccion. Puesto que los AINES ya tienen un papel protector es légico que el efecto

protector sea mas evidente en los pacientes que no los consumen.

2. Fortalezas y limitaciones del estudio

2.1. Fortalezas del estudio

Nuestro estudio se basa en un seguimiento prospectivo y retrospectivo bien
definido, con un largo periodo de seguimiento y una poblacién muestral suficiente.
Aunqgue la poblacién seleccionada no es una muestra aleatoria de la poblacion general,
la constituyen todos los casos de pacientes con LPCG de la poblacion, al ser

seleccionadas del Unico registro hospitalario existente.

El estudio histoldgico con la clasificacion de las lesiones tanto en las biopsias de
reclutamiento como en las del final del seguimiento se ha realizado por los mismos
patélogos, de esta manera se han mantenido constantes los criterios de evaluacion de las

biopsias en ambos periodos existiendo una buena concordancia inter e intra observador.

Es la primera vez que se analizan los factores de virulencia del Hp y las
variantes genéticas de los genes de mucinas en relacion con la evolucién de las LPCG.
Solo una publicacion recoge haber trabajado previamente en este sentido pero teniendo

en cuenta las variaciones en los genes reparadores de ADN?.
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2.2. Limitaciones del estudio

Puede existir una cierta subestimacion de las lesiones al principio de
seguimiento porque en aquellos afios no existia un protocolo estandarizado acerca del
numero de biopsias gastricas a realizar durante la exploracion endoscopica, asi que el
namero de biopsias gastricas de cada paciente en el periodo de reclutamiento es inferior
al del final del seguimiento donde se utilizé el sistema de Sidney. Se sabe que el
diagnostico y la estadificacion de las lesiones dependen del nimero y localizacion de las
muestras®® por lo que es posible que esta subestimacién se debiera a un error de

muestreo.

Algunos autores consideran que el protocolo de toma de biopsias del Sistema de
Sidney infravalora la existencia de metaplasia intestinal en un 50% de los casos y
detecta la atrofia en el cuerpo gastrico solo cuando esta es extensa, por lo que para estos
autores el Sistema de Sidney no es adecuado para establecer la prevalencia de las
lesiones precursoras ni estimar su riesgo en los estudios de seguimiento. Ellos
recomiendan un minimo de 8 biopsias en vez de 5. Otros autores consideran que el
protocolo de Sidney es suficiente para la identificacion de las lesiones sobre todo en
éreas geograficas de alto riesgo de carcinoma gastrico®®, pero no lo es para éreas de
bajo riesgo. En este Gltimo caso con 7 biopsias: 3 de antro, 3 de cuerpo (1 curvatura
mayor y 2 de curvatura menor) y 1 de incisura, se diagnostican el 97% de la metaplasia
intestinal y todos los casos de displasia y cancer géstrico?®®. El sistema de OLGIM®
propone 12 biopsias: 4 de antro, 4 de cuerpo (2 de curvatura mayor, 2 de curvatura

menor de cada regién), 2 de incisura y 2 de cardias.

El hecho de que existan distintos métodos de muestreo hace que las estimaciones
de la prevalencia de las lesiones varien en cada estudio. Parece que en el caso de &reas
con un elevado riesgo de cancer basta con pocas biopsias para el diagnéstico y
estadificaciéon de las lesiones precursoras probablemente porgue las lesiones ya estan
muy extendidas?®”??°!. Teniendo en cuenta que este tipo de lesiones tienden a ser
multifocales la utilizacion de protocolos con un amplio niUmero de biopsias no evita
cierto error de muestreo en los estudios®?®"2%22% |3 gufa actual europea para el
manejo de la patologia de la mucosa gastrica recomienda al menos 4 biopsias: 2 de

cuerpo y 2 de antro para el diagndstico y estadificacion de estas lesiones’.
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La tasa de participacion para una segunda endoscopia y biopsia fue del 56%, es
una tasa muy buena para fines de investigacion, sobre todo en occidente, pero no deja
de ser baja.

Debido a que no se disponia de muestras de sangre al inicio del seguimiento no
se pudo evaluar la relacion de las lesiones precursoras con los niveles séricos de

pepsindgeno.

Uno de los factores de virulencia del Hp el EPI'YA no se pudo caracterizar al no

encontrar un método adecuado para su genotipado en muestras incluidas en parafina.

Aunque la poblacion para el genotipado de los polimorfismos de mucinas fue
amplia no fue suficiente para analizar los polimorfismos de MUC1 y MUC6. Ademas el
fallo en el genotipado de tres de los tagSNPs (entre los que se incluia el polimorfismo

de MUC1 rs4072037 asociado con mayor riesgo de cancer gastrico*>2

) supuso que la
cobertura de la variabilidad genética se redujera en un 40% para el gen MUCL y en
menos de un 10% para los genes MUC2 y MUCS6. Serian necesarios estudios de
asociacion y genotipados mas amplios en una poblacion mayor para comprender y
confirmar el papel de la variabilidad de los genes de mucinas en la carcinogénesis

gastrica y su interaccién con la infeccion por Hp.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos y discutidos en este trabajo se desprenden las

siguientes conclusiones:

1. La identificacion de metaplasia intestinal incompleta permite la seleccion de
pacientes con mayor riesgo de progresion a cancer gastrico. El diagnostico de
metaplasia intestinal incompleta no exige técnicas diagnosticas especiales. En la medida
que el gastroenterdlogo lo demande, el patdlogo informara del tipo de metaplasia

intestinal en sus informes.

2. El genotipado de las cepas de Hp ayuda a la seleccion de pacientes con LPCG con

mayor riesgo de progresion a cancer gastrico.

3. La relacion significativa de los distintos SNP del gen MUC2 con la evolucién de las
LPCG determina que los factores protectores de la mucosa juegan un papel importante

en la carcinogénesis gastrica.

4. La historia familiar de carcinoma gastrico, el subtipo de metaplasia intestinal, el
genotipo de las cepas de Hp, asi como, las variantes genéticas del gen MUC2 se pueden
utilizar para identificar entre los pacientes con LPCG, aquellos con mayor riesgo de

progresion y por lo tanto subsidiarios de un seguimiento mas exhaustivo.
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