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Alteraciones genéticas en gastritis
cronica: Estudio de inestabilidad
microsatelital y pérdida de la
heterocigocidad

Juan Carlos Roa S, Miguel Angel Villaseca V, Ivan Roa E,
Juan Carlos Araya O.

Microsatellite instability and loss of
heterozygosity in chronic gastritis

Background: Multifocal chronic gastritis, associated to intestinal
metaplasia, is considered a preneoplastic lesion, closely associated to intestinal type gastric can-
cer. Aim: To study the frequency of microsatellite instability (MSI) and loss of heterozygosity
(LOH) in areas of chronic gastritis and intestinal metaplasia in gastric biopsies of patients with-
out cancer. Material and methods: Gastric biopsy samples from 34 patients without cancer
(22 with multifocal atrophic gastritis and 12 with diffuse antral gastritis), were studied. Glands
from areas of chonic gastritis and intestinal metaplasia and lymphocytes, were collected using
laser microdissection of paraffin embedded samples. The analysis of 15 mono and dinucleotide
microsatellites was used to assess LOH and MSI. Results: LOH and MSI were found in some of
the markers in 55% (12/22) and 59% (13/22) of cases with intestinal metaplasia, respectively.
Only one of 12 areas with diffuse atrophic gastritis had MSI and a different area had LOH (p
<0.05 or less, when compared with areas of multifocal atrophic gastritis). Three areas of nor-
mal epithelium in patients with multifocal atrophic gastritis, also had alterations. Most of these
alterations were concordant with adjacent areas with intestinal metaplasia. Conclusions: LOH
and MSI was found in areas of intestinal metaplasia in more than half of the studied cases and
in few areas of atrophic gastritis without intestinal metaplasia. These findings suggest that geno-
typic alterations may precede phenotypic modifications and that intestinal metaplasia is a pre-
neoplastic lesion (Rev Méd Chile 2003; 131: 1365-74).
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| cancer gastrico es la primera causa de muerte

por cancer en la poblacion chilena, con una
tasa de mortalidad de 19,5 x 100.000 en la
poblacién general y de 25,3 x 100.000 en la de
sexo masculino. En la region de la Araucania (1X)
la tasa de mortalidad por esta neoplasia se eleva
hasta 24,8 x 100.000 en la poblacién general y
33,7 x 100.000 en la de sexo masculino. Con estas
cifras, la probabilidad media que un chileno
muera por cancer de estdbmago es de alrededor de
3%, transformando a esta enfermedad en un
problema de salud publica importantel.

La gastritis cronica es considerada como una
lesion preneoplasica en la secuencia de eventos
morfolégicos y genéticos de la carcinogénesis,
gastrica. En este sentido, existe multiplicidad de
datos que confirman que la gastritis multifocal
atrofica (MAG)? esta intimamente relacionada con
la carcinogénesis del cancer gastrico de tipo
intestinal4. Por otro lado, la gastritis difusa antral
(DAG) se asocia a Ulcera duodenal sin relacion
aparente con evolucion a cancer gastrico®®,

La pérdida de la heterocigocidad (LOH) es una
lesién frecuente y relevante en la carcinogénesis
debido a que se encuentra ligada en forma directa
con la inactivacion de genes supresores de tumo-
res, favoreciendo de esta forma la proliferacion
neopléasica’. Existen estudios en cancer gastrico
que muestran asociacion entre la presencia de
LOH en genes especificos y tasas de crecimiento8,
estado clinico® y nivel de infiltracién0. En neopla-
sias malignas de estébmago se observa LOH en
cerca de 30% de los casos informativos en la zona
del gen APC!!, en 27-35% de los casos informati-
vos en la zona del gen DCCY, considerado como
un evento tardio dentro de la progresién malig-
nal?2, y de 30% de los casos informativos en la
zona del gen retinoblastoma®13, Ademas, LOH
también es habitual en el cromosoma 5q21, en
relacion a los genes APC/MCC!4, tanto en cancer
gastrico como en metaplasia intestinal y en lesio-
nes displésicas®®.

La inestabilidad microsatelital (MSI) en locus
cromosémicos asociados a importantes genes es
un evento frecuente de la progresién de los
tumores malignos humanos. Un importante grupo
de los carcinomas gastricos esporadicos presentan
alto indice de inestabilidad microsatelital, que es
la expresion de un estado de inestabilidad genéti-

ca, mediada por la inactivacion del sistema repara-
dor de ADN (Mismatch Repair System MMR), el
cual esta compuesto por al menos 6 genes, siendo
los mas importantes MLH1, MSH2 y MSH616.17,
Esta inactivacion ocurre tanto por mutacion como
por hipermetilacién del &rea promotora génica.
Aunque la inestabilidad microsatelital en si no
siempre tiene un efecto carcinogenético debido a
que la mayoria de los microsatélites se encuentran
en areas no expresables de ADN, este defecto es
un buen indicador del estado de estabilidad
genética. La MSI puede revestir importancia cuan-
do los microsatélites se encuentran formando
parte de genes encargados de funciones celulares
especificas, tales como los genes TGF( RIl, BAX,
E2F4 y 32 microglobulina. La presencia de MSI en
estos genes ocurre en casos con alto indice de MSI
y por tanto también son utilizados como test de
pesquisa de casos con MSI18-21,

En el estudio de la inestabilidad microsatelital
existen numerosos marcadores y aun cuando
existen criterios especificos para su estudio en el
cancer de colon, éstos no estan definidos para
otros 6rganos ni para material fijado en formalina
e incluido en parafina. Sin embargo, se considera
que la presencia de MSI en mas de 30% de los
marcadores estudiados corresponde a un grupo
especial con alta frecuencia de MSI relacionado
con la inactivacion MMR?2,

Estudios pareados que incluyen areas tumorales
y areas normales controles, demostraron inestabili-
dad microsatelital entre 7% y 97% de los marcado-
res analizados. La MSI ha sido observada en 32% de
los carcinomas gastricos y en 20 a 38% de las
metaplasias intestinales?25, con una frecuencia de
MSI de alto grado que fluctla entre 10,5 y 17%.
Ademas, se ha observado una mayor frecuencia de
MSI de alto grado en los canceres de tipo intestinal
(25%) que en los carcinomas de tipo difuso (4%)2.

Se ha postulado que las vias de LOH e MSI
corresponden probablemente a vias carcinogené-
ticas diferentes. Sin embargo, esta afirmaciéon no
es facil de probar, debido a que en los casos de
MSI de alto grado las eventuales pérdidas alélicas
no debiesen ser consideradas como tales ya que
por la misma inestabilidad ellas no necesariamen-
te corresponden a tal fendmeno?2,

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
frecuencia y distribucion de inestabilidad micro-
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satelital y pérdida de la heterocigocidad de pa-
cientes portadores de gastritis atrofica multifocal
en un grupo de pacientes sin cancer, pero prove-
nientes de una zona de alto riesgo de desarrollar
cancer gastrico.

MATERIAL ¥ METODO

Seleccion de la muestra. Veintidos pacientes sin
cancer gastrico y con areas de gastritis atréfica
multifocal que presentaban metaplasia intestinal
de tipo incompleto, identificadas mediante tincion
de Azul Alcian y doce pacientes con gastritis antral
difusa fueron seleccionados para el estudio. Todos
los casos fueron obtenidos del archivo de biopsias
endoscoépicas gastricas del Departamento de Pato-
logia de la Universidad de La Frontera, Temuco,
Chile. Secciones seriadas de 6 um fueron cortadas
de las muestras fijadas en formalina buffer e
incluidas en parafina usando técnicas de asepsia
para evitar contaminacién cruzada.

Microdiseccion y extraccion de ADN. La microdi-
seccién fue desarrollada utilizando un aparato de
microdiseccion Laser Pixcell | (Arcturus Enginee-
ring Inc., Mountainview, CA) equipado con una

fuente de bajo poder (50-mW) con un rayo
laser2”28, La microdiseccion por captura laser
(LCM) fue utilizada para seleccionar células desde
secciones no cubiertas con cubreobjeto y tefiidas
con hematoxilina. Este procedimiento se realiza
mediante la aplicacién de un dispositivo plastico de
calidad 6ptica revestido por un polimero en la zona
basal de manera que las areas donde este polimero
entra en contacto con el laser se derrite momenta-
neamente permitiendo la adhesiéon y captura de
grupos celulares o células aisladas en forma selecti-
va (Figura 1). Se microdisecdé zonas de epitelio
histolégicamente “normal” (sin metaplasia intesti-
nal), areas de metaplasia intestinal y control interno
dado por linfocitos del infiltrado inflamatorio. Una
vez disecado el tejido se digirié en 50 a 100 ul de
proteinasa K a 52°C por 16-18 h. La proteinasa K
fue denaturada a 95°C por 15 min y las soluciones
de ADN fueron almacenadas a —20°C.

Microsatélites seleccionados: Para los estudios de
MSI y LOH se seleccionaron iniciadores (“primers”)
gue flanquean areas microsatelitales de tipo mono-
nucleotidos (A), y dinucledtidos (CA),, en regiones
altamente polimorfas (Tabla 1). Los marcadores
fueron elegidos en base a su proximidad con genes
supresores de tumores conocidos, a la posicion de

Ficura 1. Panel de cuatro microfotografias LCM. (A) Metaplasia intestinal incompleta HE X 40. (B) Seccion sin
cubreobjetos listo para ser colocado en el microdisector LASER. (C) Seccion luego de la microdiseccion,
mostrando las &reas faltantes. (D) Microfotografia que muestra material microdisecado en el dispositivo de
captura. Obsérvese la buena delimitacién de los bordes glandulares disecados.
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Tabla 1. Inestabilidad microsatelital y pérdida de la heterocigocidad en areas de metaplasia intestinal de
pacientes con gastritis atréfica multifocal. Los porcentajes de MSI y LOH (expresados en el texto) fueron
calculados considerando marcadores efectivamente amplificados

Microsatelites

™ S S S © B 8 10

S 2 3 8 § 8 £ B g g g g
Caso a a 8 8 a & a o & & & &
1 + + + + + + + + LOH + + +
2 + + + - + MSI + + + + + +
3 LOH + NI NI NI - - + + MSI
4 + - - + - + - - - + + +
5 - MSI MSI + MSI + + + + + + +
6 LOH + MSI + + + + + + + + +
7 + + LOH + MSI + - - - + + +
8 + + MSI + + + + + + + + MSI
9 + + + + + + - + + + + +
10 LOH + + + + + + + + + + +
11 + + LOH + + + + + + + + +
12 + + LOH LOH + LOH LOH + - + + +
13 + + + + + + - + + + + +
14 NI + MSI + LOH + LOH NI - + + +
15 - + MSI NI LOH - - NI - + - +
16 - LOH - - MSI - NI NI NI + - +
17 + + + + + + - + + + + +
18 + + + + + - - - + + + MSI
19 - MSI LOH - + - NI NI + + + +
20 - + - - - NI NI + - + + -
21 - + + - NI NI NI + - + + NI
22 + + MSI + LOH + LOH LOH + + + NI

LOH: pérdida de la heterocigocidad. MSI: Inestabilidad microsatelital; NI: Caso no informativo.
(+): caso informativo (normal); (-): No se obtuvo amplificacion.

supuestos genes supresores de tumores o debido a
la presencia de un alto porcentaje de heterocigoci-
dad del area microsatélital, siendo de esta manera
casos informativos. Otro criterio de seleccion co-
rrespondié a marcadores altamente eficientes en
material de archivo?2:29.30,

Andlisis de PCR - inestabilidad microsatelital: La
reaccion de polimerasa se hizo en 5 pl de templado
en un volumen total de 15 pl e iniciadores en una
concentracion de 0,5 mmol/L. Uno de los iniciado-
res fue marcado con fésforo radiactivo a32
(>18x1012 Bg/mmol) con la utilizacion de quinasa

T4. La concentracion de dinucleétidos fue de 200
mmol/L cada uno y la de magnesio 1,5 mmol/L. Las
temperaturas de hibridacién fueron optimizadas
para cada marcador. Se realiz6 electroforesis de los
productos de PCR en geles denaturantes de forma-
mida-urea. Los geles fueron fijados en una solucion
de &cido acético metanol al 10% por 12 min y luego
lavados por 12 min en agua desionizada. El secado
se realiz6 al vacio a 80°C y la exposicion autorra-
diografica por 12 a 24 h a temperatura ambiente.

Definicion de inestabilidad microsatelital: Cambio
de cualquier longitud debido ya sea a inserciones
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0 deleciones de una unidad repetitiva mono o
dinucleétida, en un microsatélite dentro una po-
blacién celular (es decir tumor o metaplasia
intestinal), cuando son comparados con la amplifi-
cacion de ADN del tejido normal. Los casos
fueron caracterizados como inestabilidad micro-
satelital de alto grado (MSI-H) (>30% de los
marcadores analizados alterados), inestabilidad
microsatelital de bajo grado (MSI-L) (<30% de los
marcadores utilizados) y estabilidad microsatelital
(MSS), que correspondié a todos aquellos casos
gue no presentaron MSI en ninguno de los
marcadores?? (Figura 2).

Dias88

=
-

N Ml N M
N Ml
; lll;lg Casos 2 18

Definicion de pérdida de heterocigocidad (LOH):
Un caso informativo (heterocigoto) muestra 2
alelos en la resultante autorradiografia de una
mucosa no-neoplasica (control normal). La hete-
rocigocidad constitucional fue determinada por el
examen de linfocitos microdisecados estromales.
La pérdida de uno de los alelos en el tejido
tumoral o en la metaplasia intestinal en compara-
cion con el control normal representa la pérdida
alélicad? (Figura 3).

Analisis estadistico: Para el andlisis estadistico
se empled analisis de correlacion cruzada entre

Ficura 2. Placa autorradiografica de gel de poliacrilami-
da mostrando MSI con los marcadores D3S1262 y
D18S55. Los casos estan ordenados en pares o trios
segun corresponda (N=control normal del paciente
(linfocitos); MN=mucosa normal; Ml=metaplasia intesti-
nal). Los asteriscos muestran las areas de inestabilidad
microsatelital en comparacion con los controles inter-
nos normales representados por bandas o grupos de
bandas extras en las zonas superiores.

Ficura 3. Placa autorradiografica de gel
de poliacrilamida mostrando LOH con
los marcadores D3S3640 y D17S250.
Los casos estan ordenados en pares o
trios segun corresponda (N=control
normal del paciente (linfocitos);
NM=mucosa normal; Ml=metaplasia in-
testinal). Los asteriscos muestran los
alelos o fragmentos de alelos perdidos
en areas de metaplasia intestinal en
comparaciéon con el control interno
normal. Obsérvese la pérdida alélica
idéntica en las areas de MN y MI en

uno de los casos. Caso 18

D3as3s40 - D17S250 x *

H MMM N MNM N M
Casos d 1d 12
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la frecuencia de la pérdida de la heterocigoci-
dad en las lesiones premalignas y mucosa
histol6égicamente normal, utilizando el test exac-
to de Fisher.

ResuLTADOS

La microdiseccion laser permitié la obtencion de
ADN suficiente para la amplificacién en todos los
casos estudiados. Sin embargo, en algunos casos
en particular no se logré6 amplificacién con la
totalidad de los marcadores seleccionados.

Pérdida de la heterocigocidad (LOH). Se encontré
LOH en uno de los marcadores (D3S1067) en un
paciente con DAG.

Se observ6 LOH en 12 de 22 é&reas de
metaplasia intestinal (55%; Tabla 1 y Figura 2). Las
regiones mas frecuentemente alteradas fueron
D5S346, D351262 y D17S250. Ademas, tres de las
22 areas de metaplasias intestinales estudiadas
mostraron dos o mas marcadores de ADN altera-
dos (Tabla 1). Cinco pacientes con MAG mostra-
ron LOH en la zona de epitelio de revestimiento

histolégicamente normal, tres de ellos con un
patrén de LOH igual en sus respectivos epitelios
de metaplasia intestinal (Tabla 2).

Inestabilidad microsatelital (MSI). Uno de los
doce pacientes con DAG mostrd inestabilidad
microsatelital en la mucosa gastrica aparentemen-
te normal (D3S1262). Por otro lado, 3 pacientes
con MAG mostraron inestabilidad microsatelital en
el epitelio histolégicamente normal, sin metaplasia
intestinal. Dos de estos 3 casos mostraron el
mismo tipo de MSI en sus respectivos epitelios
con metaplasia intestinal (el otro caso no fue
concluyente debido a que no fue posible obtener
una amplificacién de PCR en la regién alterada en
la respectiva metaplasia intestinal).

Algin grado de MSI fue observada en 13 de 22
&reas de metaplasia intestinal (59%; Tabla 1 y
Figura 3). Las regiones mas frecuentemente altera-
das fueron el D3S1262, D5S346 y BAT 40. Sin
embargo, todos los casos mostraron un fenotipo
de inestabilidad de bajo grado (MSI-L). Ademas,
seis de los 12 marcadores estudiados no presenta-
ron inestabilidad microsatelital en los casos estu-
diados (Tabla 1).

Tabla 2. Inestabilidad microsatelital y pérdida de la heterocigocidad en 5 casos de gastritis atrofica
multifocal con LOH en mucosa gastrica histolégicamente normal (mucosa sin metaplasia intestinal)

Caso 2 4 12 14 15
Tejido N MN Ml N MN  MI N MN M NI MN MI NI MN  MI
D25123 + LOH + + + + + + + NI NI NI + o+
D351067 + o+ + + + + + + +  MSI 4+ + o+ +
D351262 + o+ + + LOH + + LOH +  MSI MSI + +  MSI
D353640 + o+ - + + + + LOH LOH + o+ 4 NI NI NI
D5S346 + o+ o+ + LOH - + o+t + LOH LOH + LOH LOH
P53CA + + MSI + + + + + LOH + 0+t - -
D17S250 + o+ + + + + + LOH + LOH LOH - - -
C175588 + o+ + + + + + + NI NI NI NI NI NI
D18S55 + +  MSI + + + LOH - -

BAT25 + O+ + + + + + o+ +
BAT26 + O+ + + + + -
BAT40 + o+ + + + + + 0+ +

LOH: pérdida de la heterocigocidad. MSI: Inestabilidad microsatelital; NI: Caso no informativo.
(+): caso informativo (normal); (-): No se obtuvo amplificacion.
N: control (Linfocitos); MN: Mucosa histolégicamente normal; MI: metaplasia intestinal.

1370

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION




B ALTERACIONES GENETICAS EN GASTRITIS CRONICA - JC Roa et al

Las diferencias encontradas en la frecuencia de
al menos uno de los marcadores de LOH (p=0,05)
y MSI (p=0,04) entre areas con DAG y MAG
fueron significativas (Tabla 3).

Discusion

La microdiseccién por captura laser fue siempre
efectiva en la obtencién de poblaciones celulares
especificas para el analisis por PCR?’, El material
fijado en formalina e incluido en parafina es
proclive a presentar artefactos especialmente en
los estudios de LOH, lo cual se relaciona con el
nivel de concentracién de ADN32, Para evitar una
mala interpretacion de LOH o de inestabilidad
microsatelital, se utiliz6 un minimo de 10 ng de
ADN por cada ronda de PCR de amplificacion
(méas de 500 células por cada PCR).

La metaplasia intestinal de la mucosa géstrica
es un evento clave en los modelos de carcinogé-
nesis gastrica®. Si bien existen diferentes tipos de
metaplasia intestinal en mucosa gastrica la cual
depende del tipo de mucinas que se secreta, que
estarian en relacion con el grado de intensidad de
la metaplasia y de su relacién con cancer33:34, Este
aspecto no fue categorizado debido a que una
subdivision en el grupo de estudio impediria la
obtencion de resultados concluyentes. Un estudio
previo de otros autores con pacientes portadores
de gastritis cronica y metaplasia intestinal (sin
cancer) mostré casos con inestabilidad microsate-
lital de alto y bajo grado?*. Aun cuando ninguno
de nuestros casos exhibié un alto grado de
inestabilidad microsatelital, 59% de las metaplasias
intestinales (en pacientes sin cancer) mostraron
bajos niveles de MSI en alguno de los marcadores
utilizados. Ademas, 55% de los pacientes con
metaplasia intestinal mostré LOH, algunos de ellos
presentando multiples pérdidas alélicas.

Estos datos sostienen que una acumulacion
progresiva de alteraciones genéticas en areas de
metaplasia intestinal contribuye al desarrollo del
cancer gastrico, representando un importante
evento molecular en la carcinogénesis gastrica en
multiples etapas. Ademas, este bajo nivel de
inestabilidad satelital y la frecuencia de LOH se
compara favorablemente con la via carcinogenéti-
ca gastrica del LOH3® por dafios maltiples y no

Tabla 3. Correlacién entre la frecuencia de al menos
un marcador alterado para los test de LOH y MSI
en casos de MAG y DAG

DAG MAG
LOH 1/12 12/22 p=0,05
MSI 1/12 13/22 p <0,05

especificos sobre el ADN, provocados por factores
ambientales tales como la dieta, la infeccién por
Helicobacter pylori y la alta ingesta de sal3®:36,

Las regiones mas frecuentes del ADN con LOH
fueron D5S346, D3S1262 y D17S250. D5S346 se
encuentra localizada cerca del gen APC/MCC y
D17S250 cerca del gen TP53, ambos cominmente
alterados en el cancer gastrico de tipo intesti-
nall5:37.38,

El gen APC/MCC (poliposis adenomatosa fami-
liar del colon) ubicado en el cromosoma 5g21
juega un rol importante en la carcinogénesis del
cancer de colon. El locus APC ha sido relacionado
a las moléculas de adhesién celular y su alteracion
puede favorecer la diseminacién metastasica39.
Ademas, LOH en la regién 5g21 se asocia con un
peor pronosticol®40, En nuestro estudio de pa-
cientes sin cancer y con metaplasia intestinal
demostramos un desbalance alélico (LOH) en la
zona APC/MCC en 3 de 18 casos informativos
(17%), dos de ellos con lesiones similares en la
zona del epitelio gastrico adyacente (no metapla-
sico).

El 30% de los pacientes con cancer gastrico
tienen LOH en la zona del gen TP53133741 E|
estudio actual reveld la presencia de LOH en el
gen TP53 en 3 de 10 casos informativos (30%),
uno de ellos con una lesién genética similar en la
mucosa normal adyacente. Estos hallazgos en las
zonas normales epiteliales mas los encontrados en
APC/MCC y otros marcadores sugieren que las
alteraciones genéticas precederian a los cambios
fenotipicos de la metaplasia intestinal. Estos datos
no han sido previamente descritos en la literatura.
Esta disparidad puede ser explicada por el méto-
do utilizado para obtener células para los andlisis
de ADN, con un muy bajo nivel de contaminacion
del ADN provocado por células estromales tales
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como los linfocitos, permitiendo la exposicién de
lesiones genéticas sutiles en epitelios gastricos
histolégicamente normales.

La presencia de LOH en el gen DCC fue de 8%,
por debajo de los datos descritos en cancer
gastrico avanzado*?43, indicando que estas altera-
ciones genéticas probablemente aparecen tardia-
mente durante la progresién del cancer géstrico38.

Las regiones més frecuentemente alteradas con
MSI fueron D3S1262, D5S346 y BAT40. Ninguno
de los casos presentd alto grado de inestabilidad
microsatelital, lo que fue concordante con los
resultados del marcador BAT26 y con lo reportado
en la literatura®®. El microsatélite BAT26 es del
tipo mononucledtido Poliadenina (A),, localizado
en el quinto intrén del gen hMSH2 y es altamente
sensible (93%) y especifico (95%) para detectar
casos con alto grado de inestabilidad microsateli-
ta30,45-47

Se encontr6 59% de frecuencia de inestabili-
dad de bajo grado lo cual es similar a una
comunicacién de Leung en 2000 que demostrd
38% de MSI-L en areas de metaplasia intestinal de
individuos sin cancer, lo que sugiere que la
acumulacion de MSI en éareas de metaplasia
intestinal puede contribuir al desarrollo de cancer
gastrico, representando un evento molecular im-
portante en el modelo de carcinogénesis gastrica
en multiples etapas?2.

Es interesante notar la marcada diferencia que
se encontr6 en la frecuencia de alteraciones
genéticas tanto para LOH (p=0,05) y MSI (p <0,05)
en casos de DAG y MAG (Tabla 3) lo que
reafirma, por un lado, la condiciéon de lesion
preneoplasica del MAG vy, por otro, la condicion
de lesién no precursora del DAG®S.
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