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ABSTRACT

Barrett’s esophagus (BE) is a premalignant condition characterized by
the replacement of stratified squamous epithelium with columnar intes-
tinal metaplasia in esophagus. The clinical relevance of BE comes from
the fact that it represents a well-defined precursor lesion of esophageal
adenocarcinoma. Several lines of evidence support the existence of gene-
tic determinants involved in BE etiology and it has been postulated that
genetic factors controlling the mucosal inflammatory response could
affect the individual susceptibility for the development of BE.

Recent studies has been described the association of several polymorp-
hisms of genes related to immune response with BE risk and its pro-
gression to adenocarcinoma. However, most of these associations have
not been validated in an independent group of patients and controls.
The aim of this study was to provide new information to BE genetic sus-
ceptibility. We analyzed genetic polymorphisms previously associated
with BE (IL1 Ra +2018, IL10 +1082, IL12B +1188 e IL23R R381Q)
and common susceptibility polymorphisms to other inflammatory and
autoimmune diseases (PTGER4 rs11957406 y rs17234657, PTPN22
rs4476601, PTPN2 rs2542151 y STAT3 rs1026916). We perform a
case-control study including 138 BE patients and 241 healthy subjects.
Our results confirm the association of IL23R R381Q (OR=1.95, 95%
CI=1.12-3.39, p=0.01) and IL12B 1188 (OR=1.53, 95% CI=1.04-2.25,
p=0.02) with BE susceptibility and suggest a possible association of
PTGER4 rs17234657 (OR=0.60, 95% CI=0.34-1.06, p=0.06).

RESUMEN

El esdfago de Barrett (EB) es una condicion premaligna en la cual el epi-
telio escamoso estratificado del eséfago distal es reemplazado por meta-
plasia columnar intestinal. La importancia clinica del EB deriva de su
capacidad para evolucionar a adenocarcinoma de eséfago (ACE).
Diversas evidencias apoyan la existencia de determinantes genéticos
implicados en la etiologia del EB y se ha postulado que los factores gené-
ticos que controlan la respuesta inflamatoria de las mucosas podrian
afectar a la susceptibilidad de un individuo a desarrollar EB.

En los iiltimos afios se ha descrito la asociacion de diversas variantes
genéticas relacionadas con la respuesta inmune con la aparicién del EB
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y su progresion a ACE. Sin embargo, la mayoria de estas asociaciones no
han sido validadas en un grupo independiente de pacientes y controles.
El objetivo de nuestro estudio fue aportar nuevos datos a la genética del
EB. Para ello analizamos polimorfismos genéticos previamente asociados
a EB (IL1 Ra +2018,IL10 +1082, IL12B +1188 e IL23R R381Q) y poli-
morfismos de susceptibilidad comunes a diversas patologias con compo-
nente inflamatorio y/o autoinmune (PTGER4 rs11957406 y
rs17234657, PTPN22 rs4476601, PTPN2 rs2542151 y STAT3
rs1026916), mediante un estudio de asociacion caso-control con 138
pacientes con EB y 241 controles sanos.

Nuestros resultados confirman la asociacién de los polimorfismos IL23R
R381Q (OR=1,95, 95% 1C=1,12-3,39, p=0,01) e IL12B 1188
(OR=1,53, 95% I1C=1,04-2,25, p=0,02) con la susceptibilidad a desa-
rrollar EB y sugieren la posible asociacién del polimorfismo PTGER4
117234657 (OR=0,60, 95% IC=0,34-1,06, p=0,06).
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INTRODUCCION

El es6fago de Barrett (EB) es una condicién premaligna
en la cual el epitelio escamoso estratificado del eséfago
distal es reemplazado por metaplasia columnar intesti-
nal. Su diagnéstico se basa en la sospecha endoscépica y
la confirmacion histolégica de la metaplasia intestinal (.

Aunque la prevalencia real del EB es muy dificil de
precisar, en los tltimos afios se ha constatado un marca-
do aumento del niimero de casos detectados en endos-
copias de rutina en los paises occidentales. La prevalen-
cia estimada de EB en pacientes con sintomas de reflujo
gastroesofagico (RGE) es de 3-8%, mientras que la de
pacientes sometidos a endoscopia por cualquier motivo
es del 1% @ y en nuestro medio es del 0.68% ©.

La importancia clinica del EB deriva de su capacidad
para evolucionar a adenocarcinoma de eséfago (ACE).
El ACE generalmente se desarrolla a partir del EB si-
guiendo la secuencia metaplasia-displasia-adenocarci-
noma @. A pesar de los programas de vigilancia endos-
copica la incidencia del ACE también ha aumentado
considerablemente durante los tltimos 30 afios en Nor-



40

PEREZ DE LA SERNA, J

teamérica y Europa ©). Se estima que el riesgo de desa-
rrollar ACE en pacientes con EB conocido se sittia entre
el 0,5-1% anual.

El EB se han considerado tradicionalmente una enfer-
medad adquirida; sin embargo, el hecho de que el
aumento de la incidencia del adenocarcinoma de eséfa-
go se haya observado especialmente en hombres de un
determinado grupo racial y la observaciéon de cierta
agregacion familiar apoyan actualmente la existencia de
determinantes genéticos implicados en la etiologia de la
enfermedad ©. El RGE es el factor de riesgo mas fuerte-
mente asociado con el desarrollo tanto del EB como del
ACE, pero se desconoce la causa por la cual solamente
un pequeiio grupo de individuos con RGE acaba desa-
rrollando las citadas patologias.

Estudios epidemioldgicos y experimentales han pues-
to de manifiesto el importante papel de la inflamacién
crénica en la carcinogénesis ). Un estudio reciente ha
demostrado como la activacion de la via IL6-STAT3 en
lineas celulares epiteliales transformadas con el fenotipo
de EB les hace ser mads resistentes a la apoptosis, apo-
yando la relevancia de la inflamacién en la carcinogéne-
sis del EB ®. En modelos animales se ha observado una
asociacion entre la gravedad de la inflamacién de la
mucosa y el desarrollo de EB. Por otro lado, los analisis
de expresion génica llevados a cabo en muestras de es6-
fago con metaplasia y de epitelio escamoso de pacientes
con EB han mostrado diferencias en la expresion de un
grupo de genes funcionalmente relacionados con la res-
puesta inflamatoria entre los que se encuentran STAT3,
IL22R, IL12A e IL6R © 19, Por todo ello, se ha postulado
que aquellas personas con una predisposicién genética a
tener respuestas inflamatorias mas intensas desarrollari-
an EB con mas facilidad.

Se puede considerar al EB como una condicién multi-
factorial, en la que interactian diversos factores genéti-
cos y ambientales. Ademds del RGE, se conocen otros
factores que favorecen el desarrollo del EB como son la
obesidad, el tabaco, el alcohol, la presencia de hernia de
hiato y la ausencia de infeccién por Helicobacter pylori;
sin embargo se sabe bastante poco de los factores gené-
ticos que afectan al desarrollo del EB. Al igual que la
mayoria de las enfermedades comunes, el EB posee una
herencia compleja, en la que existe un ntiimero indeter-
minado de genes que contribuyen con efectos pequetios
a la susceptibilidad. La estrategia méds comtin para el
estudio de los factores de susceptibilidad en enfermeda-
des con este tipo de herencia es la realizacién de estu-
dios de asociacion caso-control. Dichos estudios buscan
relacionar factores genéticos con la enfermedad a través
de la comparacion de sus frecuencias entre los indivi-
duos afectados y los no afectados de una poblacién. Este
tipo de estudios ha permitido describir numerosos loci
de susceptibilidad a un gran niimero de enfermedades
en los dltimos 15 afios. Los factores genéticos mas utili-

zados son los denominados polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP del inglés Single Nucleotide Poly-
mosphism). Los SNPs son variaciones de una sola base
en la secuencia de ADN que aparecen al menos en el 1
% de los individuos de una poblacién. Son la forma mas
sencilla y mas comun de variaciéon genética del genoma
y se calcula que hay 1,42 millones de SNPs, lo que repre-
senta el 0,3% de todo el genoma.

En los dltimos afios se han descrito varios polimorfis-
mos genéticos asociados a la aparicién del EB y su pro-
gresién a ACE. Varios de estos polimorfismos se encuen-
tran en genes relacionados con la respuesta inmune y los
procesos inflamatorios (IL1-Ra, IL10, IL12B e IL23R) %~
13, Sin embargo, la mayoria de las asociaciones descritas
no han sido validadas en un grupo independiente de
pacientes y controles.

OBJETIVO

En este contexto el objetivo general de nuestro estudio
fue aportar nuevos datos a la genética del EB por medio
de dos estrategias. En primer lugar, intentar replicar
algunas de las asociaciones genéticas publicadas previa-
mente en EB, puesto que la replicacién de estudios caso-
control es fundamental para confirmar la asociacién
encontrada. En segundo lugar, identificar nuevas aso-
ciaciones estudiando polimorfismos funcionales en
genes relacionados con la respuesta inmune e inflama-
toria, que estdn asociados a otras patologias con compo-
nente inflamatorio, alguno de los cuales habia mostrado
una expresion modificada en biopsias extraidas de indi-
viduos con EB.

MATERIAL Y METODOS

El grupo de estudio consistié en 138 pacientes diag-
nosticados de EB en el servicio de Aparato Digestivo del
Hospital Clinico San Carlos de Madrid entre el afio 2000
y el 2011. El diagndstico se realiz6 en todos los casos des-
pués del examen histopatolégico de las biopsias obteni-
das mediante endoscopia. El grupo control estuvo for-
mado por 241 voluntarios sin ninguna enfermedad de
base inmunolégica ni esofagica, no relacionados ente si
y pareados por edad y sexo con el grupo de pacientes.
Todos los participantes fueron espaiioles de etnia cauca-
sica y firmaron un consentimiento informado antes de
ser incluidos en el estudio. Las principales caracteristi-
cas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes analiza-
dos se muestran en la Tabla I.

El ADN se obtuvo a partir de sangre periférica
mediante precipitacién fraccionada tras digestién con
proteinasa K. Posteriormente se valoré su concentracién
y pureza y se elaboraron las diluciones de trabajo a 10
ng/ul.

El genotipado de los SNPs, se llevé a cabo mediante
tecnologia TagMan (Applied Biosystems) en el aparato
de PCR cuantitativa HT7900. Los polimorfismos previa-
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TABLA I.-

PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS
DE LOS PACIENTES CON ESOFAGO
DE BARRETT INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

PACIENTES CON EB

n= 138
Edad media (afos) 55
Sexo (hombres) 107 (77%)
Adenocarcinoma 12 (9%)
Displasia de alto grado 26 (19%)
Displasia de bajo grado 17 (12%)
Hernial hiatal 88 (64%)

mente asociados a EB que fueron analizados en nuestras
muestras fueron: IL1 Ra +2018 (rs419598), IL10 +1082
(rs1800896), IL12B +1188 (rs3212227) e IL23R R381Q
(rs11209026). Todos estos SNPs son polimorfismos fun-
cionales, es decir, se sabe que afectan directamente a la
expresion o a la funcionalidad de la proteina codificada
por cada uno de los genes. Todos ellos se asocian a una
o varias enfermedades con un importante componente
inflamatorio y al EB, pero no han sido replicadas en
otras poblaciones.

Adicionalmente se analizaron los polimorfismos
rs11957406 y 1517234657 de la region 5p13, cercana al
gen que codifica uno de los 4 receptores de la prosta-
glandina E2 (PTGER4); los rs4476601 y rs2542151 de los
genes PTPN22 y PTPN2 respectivamente, que codifican
proteinas tirosina fosfatasa implicadas en vias de sefiali-
zacién de los linfocitos T; y el rs1026916 del gen STATS3,
que codifica un factor de transcripcion que induce la
expresion de varios genes y tiene un papel fundamental
en la regulacion de los diferentes subtipos de linfocitos.

Para cada uno de los marcadores estudiados se verifi-
c6 que la distribucion de genotipos se ajustaba a las pro-
porciones del equilibrio Hardy-Weinberg. Todos los
datos obtenidos en los estudios genéticos se recogieron
en una base de datos Access de Microsoft a la que se
incorporaron todas las variables clinicas relevantes. Los
andlisis estadisticos necesarios se realizaron volcando
los datos en el programa estadistico SPSS v.15. Para el
andlisis de los SNPs se calcularon las frecuencias alélicas
y genotipicas, tanto en el grupo de enfermos como en el
grupo control de referencia. La comparacién de las fre-
cuencias alélicas y genotipicas se llevé a cabo mediante
el test chi-cuadrado.

RESULTADOS

Las frecuencias genotipicas de todos los polimorfis-
mos analizados no se desviaron significativamente de

las proporciones esperadas segtn el equilibrio Hardy-
Weinberg en los individuos control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimor-
fismos analizados se muestran en las Tablas II y IIL
Dentro del estudio de las variantes previamente asocia-

TaBLA II.-

FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS
EN PACIENTES Y CONTROLES DE
LOS POLIMORFISMOS ESTUDIADOS
DENTRO DEL ANALISIS DE REPLICACION

ESOFAGO DE BARRETT CONTROLES
N % N %
IL23R
rs11209026
Genotipos
GG 108 78 208 87
GA 28 20 30 13
AA 2 1 0 0
Alelos
G 244 88 446 94
A 32 12 30 6
IL10
rs1800896
Genotipos
GG 45 33 81 37
GA 68 49 108 49
AA 25 18 31 14
Alelos
G 158 57 270 61
A 118 43 170 39
IL12B
rs3212227
AA 75 57 149 67
CA 49 37 71 32
cC 8 6 4 2
Alelos
A 199 75 369 82
C 65 25 75 18
IL1Ra
rs419598
TT 59 43 109 52
TC 58 45 82 39
cc 15 12 18 9
Alelos
T 170 66 300 72
C 88 34 118 28
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TaBLA ll.-
FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS
EN PACIENTES Y CONTROLES DE
LOS POLIMORFISMOS ANALIZADOS
EN GENES CANDIDATOS
ESOFAGO DE BARRETT CONTROLES
N % N %
PTGER4
rs17234657
Genotipos
T 115 83 180 75
TG 20 14 58 24
GG 3 2 2 1
Alelos
T 250 91 418 87
G 26 9 62 13
STAT3
rs10226916
Genotipos
GG 54 43 75 37
GA 53 42 102 50
AA 20 16 27 13
Alelos
G 161 63 252 62
A 93 37 156 38
PTPN22
rs2476601
Genotipos
GG 93 84 146 88
GA 18 16 19 11
AA 0 0 1 1
Alelos
G 204 92 311 94
A 18 8 21 6
PTPN2
rs2542151
Genotipos
TT 91 80 126 74
TG 21 18 40 23
GG 2 2 5 3
Alelos
T 203 89 292 85
G 25 11 50 15

das a que quisimos replicar, observamos diferencias sig-
nificativas entre el grupo de pacientes y controles en las

frecuencias alélicas de los polimorfismos de los genes
IL23R e IL12B. El alelo A del polimorfismo R381Q del
gen IL23R se encontrd significativamente aumentado en
los pacientes respecto a los controles (OR=1,95, 95%
IC=1,12-3,39, p=0,01); al igual que se observé con el alelo
A del polimorfismo 1188 del gen IL12B (OR=1,53, 95%
1C=1,04-2,25, p=0,02).

Con respecto a los polimorfismos estudiados por pri-
mera vez en relacién a su posible asociacién con el ries-
go de EB, ninguna comparacién de las frecuencias geno-
tipicas y alélicas superé el umbral de significacién esta-
distica. Sin embargo, observamos una tendencia a la
asociacién (es decir, una importante diferencia, pero no
estadisticamente significativa), al analizar el rs17234657
cercano al gen PTGER4. La frecuencia de los portadores
del alelo G fue superior en los pacientes que en los con-
troles (OR=0,60, 95% 1C=0,34-1,06, p=0,06).

DISCUSION

Estudios publicados anteriormente han sugerido la
posible asociacién de varios genes relacionados con la
respuesta inmune e inflamatoria con la susceptibilidad a
desarrollar EB y ACE (19, Nuestros resultados validan
la asociacién entre los polimorfismos IL23R R381Q e
IL12B 1188 y el riesgo de desarrollar eséfago de Barrett.

La IL-12 y la IL-23 son citoquinas heterodiméricas que
presentan una subunidad comun, p40, codificada por el
gen IL12B. Ademas, los receptores de ambas citoquinas
presentan también una subunidad especifica y una
comiin a ambos. El gen IL23R codifica la subunidad
especifica del receptor de IL-23. Tanto la IL-12 como la
IL-23 fundamentales en la regulacién de la respuesta
inmune. Se ha demostrado que la IL-23 tiene un papel
critico en el desarrollo de un gran niimero de enferme-
dades inflamatorias crénicas fundamentalmente a tra-
vés de la activacion y proliferacién de los linfocitos Th17
(14, 15). Por el contrario, la IL-12 induce la diferencia-
cién de células Th1 las cuales a través del INFA activan
respuestas inmunes anti-tumorales al mismo tiempo
que inhiben procesos inflamatorios. Las asociaciones
descritas sugieren que la alteracién de la expresién de
receptor IL-23R y de las IL-23 y/o IL-12 podrian tener
un papel importante en el mantenimiento de la inflama-
cién que subyace al desarrollo del EB.

Adicionalmente, nuestros resultados sugieren una
posible asociacién entre el eséfago de Barrett y el poli-
morfismo rs17234657 situado en la region 5 del gen
PTGERA4. Esta posible asociacién debe ser confirmada en
una muestra independiente. Sin embargo, es interesante
mencionar que el gen PTGER4 codifica uno de los 4 sub-
tipos de receptores de la prostaglandina E2, el receptor
EP4. La PGE2 producida durante los procesos inflama-
torios esta directamente relacionada con la produccién
de IL-23 por las células dendriticas, asi como con el pro-
ceso de diferenciacién de los linfocitos Th17 mediado
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por la IL-23 y la diferenciacion de los linfocitos Thl pro-
movida por la IL-12 (16).

Estos resultados sugieren que puesto que el EB com-
parte factores genéticos de susceptibilidad con otras
enfermedades de caracter inflamatorio, es posible que la
etiopatogenia del EB comparta también vias molecula-
res comunes con dichas enfermedades. Finalmente, es
importante mencionar que los estudios de asociacién,
especialmente los estudios de barrido genémico a gran
escala, han permitido en los tultimos afios identificar
decenas de genes asociados a diferentes enfermedades
complejas. Este mejor conocimiento de la base genética
de las enfermedades ha permitido avanzar también en
el conocimiento de su etiopatogenia y ha impulsado en
algunos casos el desarrollo de fdrmacos mas especificos.
En el futuro, la genética podria contribuir al diagnéstico
del EB y a la identificacién de grupos de riesgo, mejo-
rando asf las estrategias de seguimiento y tratamiento,
algo que es de vital importancia en los pacientes con EB.
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