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RESUMEN

Pregunta de investigacién

¢ Estara relacionado al cancer de vesicula biliar con el haplotipo B
mitocondrial como factor poblacional, en sujetos de ambos sexos,
habitantes de la ciudad de La Paz?

Objetivos

Determinar si el factor poblacional, es un factor genético de riesgo
relacionado con cancer de vesicula biliar (CAVB). Evaluar el
comportamiento del haplotipo B en relacién con el CAVB.

Diseno

Casos y controles.

Lugar

Instituto de Genética. Facultad de Medicina ~ UMSA.
Poblacion

52 pacientes en total, divididos en dos grupos, de ambos sexos:
casos 17 y controles 35, en ambos sexos y grupo etareo diverso,
siendo los casos pacientes con CAVB y controles pacientes con
CCL.

Métodos

Se realizé la evaluacion clinica, ecografica y de anatomia
patoldgica. Se analizé el DNA mt de linfocitos de sangre periférica
mediante la técnica de la PCR. Se utilizé estadistica descriptiva,

test de significancia, t de student, chi?, odds ratio y regresién
logistica.

Resultados

Se clasificé a la poblacién en dos grupos fenotipicamente y
genotipicamente mediante el haplotipo B, se compararon ambas
clasificaciones los resultados fueron: 12 (23.8%) de los 52 (100%)
individuos del estudio no coincidieron en la clasificacién de aymara
por los dos métodos con p >0.677. La asociacion entre el grupo
control y/o CAVB con el sexo fue significativa con un valor de
p>0,41. Dentro de las variables la edad en el grupo control y el
grupo de casos, fue diferente con un valor de p ~ 0,00. Al realizar
la regresion logistica para observar interaccion entre CAVB y el
Haplotipo B, controlado por sexo, edad, idioma materno, lugar
de nacimiento, facie y dieta, observamos que no son
modificadores, excepto la edad.

Conclusiones

El haplotipo B no esta asociado a la enfermedad, ni es modificado
por ninguna otra variable del estudio, analisis que ha permitido
verificar la ausencia de confundentes. Se encontré diferencia entre
la clasificacién poblacional aymara tanto en genotipo 23.52% y
fenotipo 88.23%.
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ABSTRACT

Research Question

Is there any relation between galibladder cancer (GBCA) and
the population risk factor (haplotype B), in inhabitants of both
sexes in La Paz city?

Objectives

To determine if the haplotype B is a geneic factor of risk related
to GBCA. To evaluate the behaviour of the haplotype B in con-
nection with the GBCA.

Instituto de Genética, Unidad de Genética Médica, Facultad de
Medicina, UMSA, Av. Saavedra No0.2246. E mail.:
agmerx@hotmail.com

“ Epidemiologia Clinica, INSAD Instituto de Investigaciones en Salud
y Desarrollo, Facultad de Medicina, UMSA

" Servicio de Cirugia del Hospital Obrero N2 1.

Design

Cases and controls

Place
Genetic Instititute, School of Medicine. UMSA
Population

A total of 52 patients divided en two groups of both sexes: 17
cases with GBCA and 35 control cases with gallstones and chronic
cholecystitis of different ages.

Methods

We undertook a clinical, ultrasound and pathological evaluation.
The mt DNA of lymphocytes was analyzed, using the PCR tech-
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nique . The data was calculated applying descriptive statistics,
significance test, student test, chi2 and logistical regression.

Results

The population risk was classified in two groups, according to the
phenotype and genotype using the haplotype B. Comparison re-
sults were: 12 (23.8%) of the 52 (100%) individuals were differ-
entin the aymara classification by both methods with a p>0,677.
The relation between the group control and the GBCA cases and
sex was significant with a p>0,41. The age in both groups was

INTRODUCCION

EnLaPaz, Bolivia, se destaca el cancer de vesicula
biliar (CAVB) por su alta incidencia. El afio 1992, el
CAVB representa el tercero en importancia en la
poblacion femenina y el cuarto en la poblacién
masculinal"™) cifras que son importantes
comparadas con otros paises('?-

El CAVB es mas frecuente en mujeres que en
varones (2:1) el riesgo de desarrollar CAVB
incrementa con la edad("- & 13- 14. 19,31, 61- 69)  \/grjog
autores han relacionado esta neoplasia con factores
poblacionales, entre los grupos poblacionales
involucrados se encuentran: amerindios, méxico
americanos, aymaras('2355259_Actualmente el CAVB
constituye un problema que concierne a la Salud
Publica y atafie a la poblacion local por su elevada
incidencia. Entre otros factores de riesgo, tenemos
a la litiasis crénica de vesicula biliar(1-s. 9165253,

El CAVB se caracteriza por su deteccion tardia, con
una supervivencia de cinco afios®. Es considerado
poco frecuente en poblacién caucasica,-51961-69),
Entre los factores de riesgo se destaca las
diferencias poblacionales respecto a su relacion

FIGURA N21

different with a p value of 0,00. The logistical regression to ob-
serve the relation between GBCA and the haplotype controlled
by sex, age, maternal language, facie, place of birth and diet,
modified nothing but the age factor.

Conclusions

The haplotype B is neither associated to the disease nor is modi-
fied by any other variables in the study. The only difference it
made was in the genotype (23,52%) and the phenotype (88.23%)
classification.

genética y caracteristicas ambientales. No responde
a radioterapia, ni a quimioterapia, sin embargo
existen estudios moleculares realizados en Japén
en 1994, Shuko y cols."™-que reportaron las
mutaciones del gen p53 en el CAVB(949, cuya
presencia o ausencia, se utilizan como factor
prondstico en cuanto a la respuesta a tratamiento
con quimioterapia y radioterapia 4,

El crecimiento silente del CAVB debido a mecanis-
mos de evasién de la respuesta inmune como: La
inmuno-seleccion de células variantes, la modula-
cion antigénica, los factores bloqueadores que
inhiben la citotoxicidad y finalmente niveles de p53
normal o mutada (50%)%%. La proteina normal es
ignorada por el sistema inmune, probablemente por
su baja expresién®7-48).

HAPLOTIPO B mt Y SU RELACION CON LA
POBLACION AYMARA

El patron de prevalencia de esta enfermedad pre-
senta una asociacion geografica con la distribucion
de los haplotipos fundadores que dieron origen al
poblamiento americano Figura N2 1.

HAPLOTIPOS FUNDADORES
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Estos haplotipos son marcadores moleculares em-
pleados cuando se cuenta con enfoques previos que
han agotado los datos morfolégicos comparativos,

fisioldgicos y otro tipo de herramientas fenotipicas
(7-11, 30,50-57).

La mitocondria contiene material genético circular
con tamafo de 16,569 pb (o0 16,560pb en algunos
Asiaticos y Amerindios)“®S", La herencia es por li-
nea materna®®, Este genoma contribuye con e 0.5
% del total del DNA humano®®7%., Codifica para: dos
genes de RNA ribosdmico, 22 para RNA de transfe-
rencia y 13 proteinas componentes de la cadena de
transporte de electrones (fosforilaciéon oxidativa).
Figura No 2.

El andlisis de polimorfismos de restriccién en el
DNAmt"'® mediante la técnica de la PCR, esta-
blece una identificacion bioldgica sobre el origen de
grupos poblacionales®. Debido a que la carga
genética mitocondrial solo evalla la herencia ma-
terna se considera un buen marcador molecular para
el estudio de CAVB, debido a que el sexo femenino
presenta mayor riesgo®. Los datos histéricos del
poblamiento de Bolivia®, establecen que la mayo-
ria de los colonizadores eran de sexo masculino,
factor que dio origen al fenémeno del mestizaje, echo
que brinda un factor mas para utilizar este marca-
dor molecular.

FIGURA N2 2
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Los sitios de restriccion polimérficos propios de cada
uno de los grupos de individuos, corresponden a
cuatro grandes haplotipos, mismos que estan
altamente representados en las poblaciones
amerindias y estan ausentes en las poblaciones
europeas y africanas. Figura No 3.

Los cuatro haplotipos fundadores se designan como
A, B, CyD. Elhaplotipo B por su parte corresponde
a la delecion de un fragmento de 9 pb. en la regién
intergénica COItRNAYs; esta delecion comprende
una de dos repeticiones ubicadas entre las
posiciones 8272 y 8289. También se asocia al

ESQUEMA DE LOS CUATRO HAPLOTIPOS FUNDADORES (A,B,C,D,)

FIGURA N¢ 3
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haplotipo B la ganancia de un sitio Hae lil en la
posicion 16517,

El haplotipo B se encuentra ausente en los
aborigenes del noreste de América del Norte, se
vuelve frecuente entre los pueblos y altiplanicos
Figura N1 @ en los Ultimos afios se ha establecido
una frecuencia del 80 - 100% en la poblaciones
rurales del Altiplano pacefio por Godinot y cols.
{comunicacién personal).

El presente un estudio de casos y controles que
buscd la magnitud de asociaciéon del Factor
Poblacional (FP) y el CAVB. Se evalué el FP (analisis
de Haplotipo B de DNA mt), que permitié un andlisis
genotipico y se evalué el fenotipo por examen clinico.
Se estudiaron 52 pacientes del Servicio de Cirugia
del Hospital Obrero N1, de la ciudad de La Paz,
desde octubre de 1997 a marzo de 1999. El univers

muestral se dividid en dos grupos: Pacientes con
CAVB (grupo de estudio 17 pacientes) y con
Colecistitis Crénica Litiasica CCL. {grupo control 35
pacientes); se realizé una Historia Clinica dirigida
(HC), en todos los casos se evalué el Haplo B, previo
consentimiento informado.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de casos y controles, cuyo
tamano fue calculado con la variable de exposicion
a ser analizada, Haplo B que en estudios previos se
identific6 como haplotipo poblacional fundador.
Ademas se tom6 en cuenta la incidencia del CAVB
en nuestra poblacion, este proceso fue definié a
través del programa EP! INFO versién 6.0 con un
Intervalo de confianza estimado 95%,se aceptara
un error tipo | (alfa) de un 5%. Error Beta estimado
0.20. Potencia estimada del estudio (1-B): 0.80.
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Relacion entre casos y controles: 1:2. La prevalencia
en la ciudad de La Paz de CAVB: 13 en mujeres y
7.0 en varones tasas estandarizadas (1:100.000
habitantes). Se tomé en cuenta la posibilidad de
encontrar Odds Ratio.

Se denomino casos a aquellos pacientes de ambos
sexos diagnosticados con CAVB clinicamente y
ecograficamente, con estudios de anatomia
patoldgica, con el requisito de cumplir los criterios
de inclusion y exclusion, se realizé el examen clinico
y la toma de muestra de sangre periférica, previo
consentimiento informado.

Se consideraron controles a pacientes con
Colecistitis Cronica Litiasica (CCL) que no eran
afectados por ningiin proceso neoplasico aparente.

Para identificar a los individuos pertenecientes al
grupo poblacional de riesgo, se utilizé el haplo B,
mediante la PCR.

METODOS

Para la obtencion de DNAmt, se extrajo de 3a 5 ml.
de sangre periférica, utilizando el método de Hutz
(modificado por nosotros). Con esta técnica se
obtiene de 40 a 50 ug. de DNA gendmico por 1 ml
de sangre. Se cuantifico el material genético total
DNA genémico y DNA mt.

ANALISIS DE HAPLOTIPO B MITOCONDRIAL
POR PCR

Este protocolo de amplifica el haplotipo B, solamente
con la utilizacion de dos partidores especificos
(técnica utilizada por M. Moranga). Para realizar la
PCR se utilizé el termociclador Amplitron |, solucion

Buffer suministrado junto con la taq Polimerasa, -

50mM K Cl, 10 mM de Tris-HCI, 0.1% Triton X-100,
para haplotipo B 1.5 mM MgCl,, dNTPs 25 p moles
de cada uno. HAP B 8195 FOR (5’ a 3"): CAC AGT
TTC ATG CCC ATC GTC., HAP B 8316 REV (5' a
3): ATG CTA AGT TAG CTT TAC AGT GGG, agua
destilada, Taq Polimerasa, aceite mineral. Se
amplificé los distintos fragmentos de DNAmt, en un
volumen final de 50 ul en tubos de propileno de 0.5
ml. La mezcla contuvo los cuatro desoxinucleétidos
en una concentracion de 200 mM . Se utilizd 25 p
moles de cada uno de los oligonucledtidos como
partidores 200 a 500 ug. de DNA genémico o 20 a
100 ng de DNAy una unidad de taqg DNA Polimerasa.
Los componentes de la mezcla de la reaccién fueron

centrifugados por 1 min. a 1000 g vy cubiertos con
una gota de aceite mineral. Las condiciones de la
amplificacién fueron: Desnaturalizacion inicial, 5 min.
a 95°C, 30 ciclos consistentes en 95°C por 45 s.,
55°C por 1 min. 72°C por 1 min. y una elongacion
final a 72°C por 5min.

Los resultados de PCR obtenidos se resolvieron por
electroforesis en gel de NuSieve-Agarosa al 3% (o
agarosa Multipurpose 3% Appligen). Se utilizé como
estandar el tamafio molecular del plasmido pBR322
digerido con la enzima de restriccién Hin I. La
electroforesis se realizé en tampén TBE 1X, a un
voltaje constante de 100 voltios, por espacio de 2 a
4 horas. El gel se tiné con bromuro de etidio (0.5mg/
mL).

RESULTADOS

En este estudio de casos y controles (1:2). Se
analizaron a 52 pacientes que constituian la muestra
de estudio, 17 (casos) CAVB y 15 CCL (controles).
Poblacién que se clasifico como aymara
fenotipicamente mediante la HC, resultados que
fueron contrastados con los de haplo B. La
clasificacion fenotipica tomé en cuenta: Idioma
materno aymara, lugar de nacimiento, facies.
Encontramos que por fenotipo 32 (61.54%) de los
individuos pertenecian al grupo aymara y 20
(38.46%) no pertenecian al grupo aymara. De donde
obtuvimos que de los 35 pacientes controles, 18
fueron clasificados como no pertenecientes al grupo
aymara (51,43%), 17 fueron clasificados como
pertenecientes al grupo aymara (48,57%). De los
individuos con CAVB, 2 fueron clasificados como no
pertenecientes al grupo aymara (11,76%) y 15 fueron
clasificados como pertenecientes al grupo aymara
(88,24%). Alos datos anteriores aplicamos la prueba
de chi 2 obtuvimos el valor p ~ 0,00.

Para la clasificacién genotipica evaluacion del
Haplotipo B. Se obtuvieron: 12 (23,08%) pertenecian
al haplotipo B mitocondrial y 40 (76.92%)
correspondian a otros haplotipos. De los 35 controles
8 resultaron positivos para haplotipo B (22,85%) y
27 pertenecian a otros haplotipos (77,14%). En el
grupo de pacientes con CAVB 4 pertenecian al
Haplotipo B (23,52%) y 13 (76.47%) correspondian
a otros haplotipos. En la fase de analitica al aplicar
el chi?, encontramos que el haplotipo B no es un
factor asociado a CAVB (p> 0,96).

Se compar¢ la clasificacion fenotipica y genotipica,
donde 12 (23.8%) de los 52 (100%) individuos del
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estudio coincidieron en la clasificacion poblacional
por los dos métodos con p >0.677.

Del universo de estudio, 43 eran mujeres (82.7%) y
9 varones (17.3%). En los casos CAVB 13*eran
mujeres (76,5%) y 4 varones (23,5%) de las 35
personas del grupo control 30 eran mujeres (85.7%)
y 5 varones (14,3%). En el el célculo de chi 2 para
ver si existe asociacion entre el grupo control y/o
CAVB con el sexo el resultado no fue significativo
con un valor de p>0,41.

Dentro de las variables de control estudiadas, entre
las que tenemos a la edad, donde el promedio fue
de 57,38 afos, siendo la menor edad 18 y la mayor
77, con una desviacion standard (SD) de 15.52 y un
intervalo de confianza del 95% (1C95%) (53-62
ahos). En el grupo con CCL de 35 personas el
promedio de edad fue de 53 afios, siendo la menor
edad 18 y la mayor 75 anos, con SD de 16, IC95%
(47-58 anos). En el grupo con CAVB de 17 personas,
el promedio de edad fue de 67 ahos IC95% (61-72
aflos). Cuadro N21

La prueba de “t” de student, demostro que el
promedio de edad es diferente en ambos grupos
con un valor de p ~ 0,00. En el grupo de pacientes
control la edad vari6 entre 47,471 y 58,414 con una
media de 53 afios y en el grupo de pacientes con
CAVB la edad vario entre 61.468 y 71.590 con un
promedio de edad de 53 afios. Por tanto se
comprobd que la edad esta asociada con el CAVB
con p ~ 0,00.

Otra variable de control: el tipo de dieta que se
dividié en tres tipos: a predominio de hidratos de
carbono, a predominio proteico y variada. En el
grupo de pacientes con CCL 17 (48,57 %) de los
individuos tenian una dieta a predominio de hidratos
de carbono, 16 (45,71 %) tenian una dieta variada y
2 (5,7 %) en base a proteinas. De los sujetos con
CAVB 12 (70,58 %) su dieta era a predominio de
hidratos de carbono, 4 (23,52%) tenian una dieta
variada, y 1 (5,8 %) tenia dieta a predominio de
proteinas. En el andlisis de datos obtuvimos un valor
de (p>0,29).

CUADRO N2 1
INDICES DE CORRELACION Y REGRESION

REGRESION LOGISTICA: Haplotipo, aymara, sexo, edad
Odds Ratio | Err.Std. z P>z Interval. Conf. 95%
Haplo B 146.588 1,30346 0,43 0,667 ,2565728 8,375029
Aymara | 13,92592 14,1223 2,597 0,009 1,908779 101,6316
Sexo 2,397614 2,412293 0,869 0,385 3337077 17,22631
Edad 1,00743 | 0,0371088 2,749 0,006 | 1,027056 1,172626

Se analiz6 si las variables de control y/o la variable
de exposicidén, modificaban a la variable resultado
(CAVB). En el calculo de odds ratio, no se encontré
asociacion ni modificacién de efecto en la
estratificacion. Un dato relevante es el Haplotipo B
con un OR 1.46, no mostr6é asociacién, ni modi-
ficacion de efecto con el CAVB. Cuadro Ne1.

Al realizar la regresion logistica para observar
interaccion entre Céncer de Vesicula Biliar y el
Haplotipo B mitocondrial. Controlado por sexo, edad,
idioma materno, lugar de nacimiento, facie y dieta,
ninguna resulté modificadora de efecto, con
excepcion de la edad, sobre el CAVB.

DISCUSION

En las dltimas décadas los cientificos han
concentrado su atencién a la busqueda de las

diferentes causas y factores de riesgo que llevan al
desarrollo de los diferentes tipos de cancer. Varios
de ellos Soloway, Strom, Weiss, Ferrell, Wiggis,
Wallace, identificaron factores de riesgo para el
desarrollo del CAVB, entre los cuales estan la edad,
sexo, tipo de dieta, y el denominado factor
poblacional (1-61-69)

El evaluar objetivamente la posible influencia del
factor de riesgo poblacional en nuestra regién, donde
el CAVB es un problema de salud, es relevante.
Ademas al ser una poblacion de descendencia
aymara, se incrementaria el riesgo de ocurrencia
de CAVB, sumandose, nuestra predisposicién a
desarrollar enfermedades de vias biliares como
reportan H. Reyes, G. Taboada, J. Ribalta®. Este
estudio pretende aportar conocimiento sobre uno de
los factores de riesgo 6. 16.18.31-32,34.48). ayaluando, si
el desarrollo de CAVB esta influido por el factor

120



CUADERNOS DEL HOSPITAL DE CLINICAS

poblacional que fue cuantificado de manera objetiva
a traves del haplo B que segun Merriwether y cols.,
tiene una frecuencia de 65-100 %, y reportes de
Godinot y cols de 80 —~100% (7- 18.25-29. 3536, 46,50-52),

Los datos encontrados en nuestro estudio sugieren
que pertenecer a la poblacién aymara per se, no
representa un factor de riesgo para el desarrolio de
Cancer de Vesicula Biliar.

Es importante considerar que nuestros resultados
por el hecho de ser objetivos, nos dan la confianza
y validez adecuada para proponer que el factor
poblacional evaluado por haplotipo B en este estudio
no jugaria un papel determinante para el desarrolio
de CAVB (p< 0.667), claro esta que no negamos su
participacion, cuyo porcentaje no nos aventuramos
a especular, sin embargo no se puede descartar la
posibilidad de que participe coadyuvando un
fendmeno de “sinergismo de suma’, entre los
diterentes factores de riesgo, como pasa en la
mayoria de las enfermedades de origen
multifactorial.

Se verifico una vez méas la asociacién que existe
entre el desarrollo de CAVB y grupos etareos de
edad avanzada (p< 0.008), (-6 13.18-349)

En todos los casos se confirmo el diagndstico tanto
de CAVB como de CCL por estudios de anatomia
patoldgica. En el grupo de casos el tipo histopato-
logico de CAVB preponderante fue adenocarcinoma
de vesicula biliar indiferenciado.

Los datos registrados en este trabajo referentes a
las variables de control con relacién al CAVB pre-
sentan diferencias respecto a otros estudios, como
por ejemplo sexo, pues el tamafio de muestra fue
calculado a partir de la incidencia de CAVB en la
ciudad de La Paz, Bolivia, y en base a la frecuencia
del Haplotipo B mitocondrial en poblaciones
aymaras, por tanto estamos consientes de que para
concluir sobre las otras variables de forma individual,
el universo de estudio puede ser insuficiente.

Se recomienda utilizar la técnica de extraccién de
DNA mitocondrial por diferencia de gradiente de
concentracion, debido a que el DNA mt se degrada
rapidamente por el método de extraccion salina,
aunque este método tiene el bajo costo como
ventaja.

La evaluacion poblacional fenotipicamente es
definitivamente subjetiva, pues la caracteristicas
fisicas manifiestas de las diferencias de aspecto

entre poblaciones que habitan en diferentes regiones
del mundo, estan determinadas frecuentemente por
diferencias de las mismas frecuencias génicas,
modificadas por: la seleccién natural, que tiende a
una adaptacion al medio; las mutaciones al azar,
modificaciones causales de la frecuencia de carac-
teres cualitativos, cuyo grado de probabilidad depen-
de de la magnitud de la poblacién, entre otras y a
las que finalmente se suma la influencia ambiental.

Por tanto, concluimos, que cuando nos referimos a
predisposicion genética poblacional, no es pertinente
considerar solamente las caracteristicas fenotipicas,
en particular cuando se estudia una enfermedad de
origen multifactorial.

Nuestros resultados concluyen que el haplo B no
esta asociado a la enfermedad, ni es modificado por
ninguna otra variable del estudio, analisis que ha
permitido verificar la ausencia de confundentes. Es
relevante la diferencia encontrada entre la
evaluacion fenotipica y la genotipica, pues cuando
se cruzaron los datos, 6 de los 12 individuos que
resultaron pertenecer al Haplo B coincidieron con la
clasificacion fenotipica de aymaras, de los cuales
cuatro tenian CAVB y 2 CCL. Existen diferencias
entre la clasificacién poblacional aymara desde el
punto de vista genotipico 23.52% y fenotipica
88.23% en la poblacién estudiada. Se encontré
similar frecuencia del marcador genético Haplo B
tanto en el grupo de pacientes con CAVB 23.52%
como en los pacientes con CCL 22.8%, donde el
calculo del Error Standard para obtener el valor p,
se obtuvo p> 0.5 por tanto la diferencia estadistica-
mente no es significativa. La clasificacion fenotipica
es diferente en el grupo de pacientes con CAVB
88.23% que en los pacientes con CCL 51.43%, con
un valor p ~ 0,001 siendo las diferencias estadistica-
mente significativas. La diferencia entre la frecuencia
de la clasificacién en pacientes con CAVB y CCL
basada en el fenotipo se debe a la subjetividad que
este tipo de analisis lleva. La edad es un factor de
riesgo determinante para el desarrollo de CAVB, que
se confirma por la diferencia entre el grupo de
pacientes control y ef de casos con un valor p ~ 0,00
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