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RESUMEN
Objetivo general: Estudiar genotipos de la isla de patogenicidad (cag-PAl) de Helicobacter
pylori (H. pylori) a través de la deteccion de los genes cagA, cagE y virB11 por PCR, en
pacientes con diagndstico de adenocarcinoma gastrico (n:20), linfoma gastrico (n:5) y
compararlos con pacientes sin neoplasia gastrica (n:44). Meétodo: se evaluaron 3 grupos para
el estudio: 26 pacientes con adenocarcinoma gastrico, 5 pacientes con linfoma y 44 pacientes
sin patologia maligna (grupo control), se realizé pruebas para el diagndstico histolégico del H.
pylori, extraccién de ADN y andlisis de PCR determinandose el porcentaje en cada grupo de la
presencia de los genes antes mencionados. Discusion: Los datos referentes a los pacientes con
neoplasia gastrica, en forma aislada son muy similares a los articulos publicados a nivel
mundial donde establecen una fuerte relacion entre los genes cagA, cagE, virB11 y cancer
gastrico sin embargo al relacionarlos con el grupo control la hipotesis pierde validez por el
resultado observado. Conclusiones: No hubo relacién estadisticamente significativa en los
pacientes sin patologia gastrointestinal maligna y la presencia de cepas de H.pylori con los
genes cagA, cag E y virB11.
Palabras clave: H.pylori, cagA, cagE, virB11, Cancer gastrico, MALToma, linfoma de

células grandes.
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ABSTRACT

GENOTYPES cagE y virB11 OF HELICOBACTER PYLORI ASSOCIATED
GASTRODUODENAL DISEASES

General objective: study island pathogenicity (cag-PAIl) genotypes of Helicobacter pylori
(H.pylori) through the detection of genes cagA, cagE and virB11 by PCR in patients with
diagnosis of gastric adenocarcinoma (n:20), gastric Lymphoma (n:5) and compared with
patients without gastric neoplasm (n:44). Method: we assessed 3 groups for study, including
follows: 26 patients with gastric adenocarcinoma, 5 patients with lymphoma and 44 patients
without malignant pathology as a control group, was carried out tests for the histological
diagnosis of H. pylori, as well as DNA extraction and PCR analysis determining the
percentage in each group of the presence of the mentioned genes. Discussion: Data concerning
patients with gastric neoplasm in isolation are very similar to the articles published around the
world where established a strong relationship between genes cagA, cagE, virB11 and gastric
cancer however to relate them with the control group the hypothesis null and void by the
observed result. Conclusions: There was no statistically significant relationship in patients
without malignant gastrointestinal pathology and the presence of strains of H. pylori with

genes cagA, cagE and virB11.

Key words: H.pylori, cagA, cagE, virB11, gastric cancer, MALToma, large cell lymphoma.



INTRODUCION

Helicobacter pylori (H. pylori), es una de las bacterias mas controvertidas a nivel mundial,
estando relacionada directamente con la aparicion de céncer gastrico; por su parte la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la considera un carcindgeno tipo |. Los
mecanismos por los cuales se desarrolla el cancer gastrico, linfoma o Ulceras gastricas esta
determinado por la genética bacteriana, sin embargo, no esta completamente claro cuales
genes estan involucrados, por lo que ha sido el motivo de diversos estudios a nivel local o

mundial.

Planteamiento del problema:

Una de las bacterias patdgenas mas comunes en humanos es Helicobacter pylori, se estima
que mas de la mitad de la poblacion mundial esté infectada con esta bacteria, paises como
Japén y Colombia muestran alta incidencia. ** Del total de personas infectadas, 15-20 % son
asintoméaticos. ® En Venezuela, la tasa de infeccion se estima por encima del 90 %, entre la
poblacion asintomatica y sintomatica, estadisticamente se asocia el H. pylori solo en un 2 %
al cancer gastrico, los estados con mayor indice de morbi-mortalidad por esta patologia son:
Tachira, Mérida, Trujillo, Sucre, Distrito Capital y Delta Amacuro. En el estado Tachira existe
una de las mas altas prevalencias de infeccion (90 % a 96 %) y es alli donde también se
reporta alta incidencia de carcinoma gastrico que se ha asociado a la presencia de H. pylori en
numerosos estudios. ©® Hace mas de dos décadas se establecié claramente que la infeccién por
Hp y la aparicion de gastritis y Ulcera péptica estaban asociadas. En la actualidad la infeccién
por Hp ha sido reconocida como carcinégeno humano por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (International Agency for research on cancer), asociandolo con un
fuerte nexo a una serie de procesos oncogénicos que finalmente pueden conllevar a la
aparicion primaria de gastritis aguda, seguida de gastritis cronica, atréfica, metaplasia
intestinal y, finalmente, del cancer gastrico. ’ La citotoxina cagA y vacA han sido
relacionadas ampliamente como factor de virulencia responsable de la aparicion del cancer
gastrico. Se ha establecido una relacion de 93 % -95 % entre infeccién por Hp y cancer

gastrico en multiples estudios; sin embargo, llama la atencion que a pesar de la alta tasa de
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aparicion del Hp, en paises como China y Japdn, donde la presencia de las citotoxinas cagA
y vacA en las cepas infectantes es casi universal, no se registren complicaciones de la
enfermedad gastroduodenal en los individuos positivos para la infeccién, lo que conlleva a la
investigacion de nuevas factores de virulencia bacterianos involucrados en la carcinogénesis
gastrica® surgiendo la siguiente interrogante: ;Cuél sera la relacién entre la neoplasia gastrica

y la expresion de los genotipos cagA, cagE y virB11 de H. pylori?.

Justificacion e importancia:

Se han encontrado diversos factores, tanto de la bacteria como del huésped, que influyen en el
desarrollo de la oncogénesis; tales como la presencia de cagA (cytotoxin associated gen),
vacA (A de la citoxina vacuolizante), ureasa, BabA2, hemolisinas, b-catenina, gastrina,
mucinasa, catalasa, proteinas de shock térmico, lipasa, y factor activador de plaquetas, por
parte de la bacteria, @ y factores extrinsecos a ella y propios del hospedero como los
antecedentes genéticos, respuesta inmune, reinfeccion, dieta, ingesta de alcohol y habitos
tabaquicos; sin embargo no existen datos suficientes que expliquen la variedad de sintomas y
enfermedades relacionadas a la infeccidn por la bacteria. Uno de los mas importantes factores
de virulencia es el islote de patogenicidad cagA, el cual contiene 31 genes, incluyendo el
cagA, estos codifican 6 proteinas que actGan en un complejo sistema de secrecion (tipo V),
encargado de la translocacion proteica de la bacteria dentro de la célula huésped, actividad
dependiente de la enzima ATPasa. ® Otro de los genes incluido en el islote de patogenicidad,
es el cagE, ubicado en el brazo derecho y el virB11, ubicado en el brazo izquierdo,
recientemente relacionados con la carcinogénesis gastrica %

La integridad del islote de patogenicidad juega un papel importante en la virulencia de la
bacteria, se ha observado en un mismo huésped y hasta en una misma muestra de biopsia,
diferentes cepas infectantes de Hp; se ha creado mucha controversia en cuanto a la relacion de
los factores de virulencia y la patogenia de la infeccién por Hp, anteriormente se pensaba que
el gen cagA estaba claramente relacionado con la aparicion de cancer gastrico, sin embargo
resultados posteriores ponen esta relacion en duda: existe evidencia de que nifios infectados

con cepas cagA positivo, no desarrollan enfermedad ulcero péptica, ni cancer . Estudios



recientes han demostrado la relacion de nuevos genes como el cagE y virB11 en la aparicion
de cancer gastrico.

A pesar de la elevada prevalencia de infeccidén por H pylori en nuestro pais, ain son pocos los
trabajos en genotipificacion de cepas incluyendo los genes cagA y cagE, y no se encuentran
trabajos con respecto al gen virB11; de alli la importancia de este trabajo de investigacion
cuya finalidad es ampliar conocimientos en materia de carcinogénesis gastrica y lograr en un

futuro prevenir el desarrollo de neoplasia gastrica en pacientes infectados por H. pylori.

Antecedentes:

En la literatura se encontraron estudios en los cuales se relaciona la genética de H. pylori y
diferentes patologias gastrointestinales, en nuestro pais destaca el estudio realizado en el
Hospital Antonio Marfa Pineda, en Barquisimeto (Lara) en el afio 2009, por Armanie et al, %
el cual estudia la asociacion entre los factores bacterianos y del huésped en la infeccion por
Helicobacter pylori y lesiones pre-malignas de cancer gastrico, obteniendo como resultado
que el 98,5 % de la poblacion estudiada estaba infectada por H. pylori, y el cagA era el gen
méas frecuentemente involucrado. Otro estudio importante fue el de genotipos vacA de
Helicobacter pylori por Perrone et al. *® El analisis de la regién media de vacA revel6 que 42
(51 %) fueron vacA ml, 26 (32 %) m2 y 14 (17 %) no tipificaron para m1 o m2. Los
resultados evidenciaron una alta frecuencia de infeccion por H. pylori genotipo vacA variante
alélica s1/ m1. No se encontraron trabajos en Venezuela donde se estudie la relacion del cagE

y virB11 y la patologia gastrointestinal.

A nivel mundial destaca el estudio realizado en Colombia por Quiroga et al, ** en el que
analizan la frecuencia de los genotipos babA2, oipA y cagE de Helicobacter pylori en
pacientes colombianos con enfermedades gastroduodenales, obteniendo como resultado que la
frecuencia de los genotipos cagA, cagE, babA2 y fueron de 73 %, 75 %, 48 %y 74 %,
respectivamente. Se observé una mayor frecuencia de cepas citotdxicas en pacientes con
cancer (84 %), metaplasia (91 %) y Ulcera (81 %) en comparacion con pacientes con gastritis
no atréfica (50 %).
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Estudios mas recientes encontrados en la literatura corresponden al realizado por Portela et
al, ™, en Brasil, publicado en febrero de 2010 en el cual se analiza la relacién entre los genes
cagE y virB11 de Hp y el cancer gastrico, encontrando que el Hp fue detectado en 94 de los
101 muestras estudiadas, fueron agrupados en 4 categorias cagE+/virB11+, cagE+/virB11-,
cagE-/virB11+, y cagE-/virB11-, obteniendo una frecuencia de 50 % (47/94) cagE+/virB11+,

3,2 % (3/94) cagE+/virB11-, 10,6 % (10/94) cagE-/ virB11+ y 36,2 % (34/94) cagE-/virB11-
(1

Estos mismo autores publicaron nuevamente en 2011, cuando realizan el protocolo del
estudio anterior pero ahora relacionandolo con los alelos VacA, CagA, concluyen basicamente
que el islote de patogenicidad vacAslml y Cag-PAl , CagE, VirB1l son marcadores
importantes en el desarrollo de cancer gastrico.

Marco tedrico

Helicobacter pylori (Hp) fue descrito en 1983 por Warren y Marshal *®), dos investigadores
australianos que lo describieron como un bacilo gram negativo, curvado, movil, no
fermentador y no oxidante (metabolicamente inerte), que precisa de una atmosfera
microaerdfila para su crecimiento, cuya caracteristica bioquimica mas importante es la
produccién de abundante ureasa. En el hombre es posible su aislamiento en el estomago en
todas las edades, desde la infancia hasta la edad adulta, lo que ha planteado la duda de si H.

pylori se trata de un patégeno géstrico. "

Epidemiologia de la infeccion por Helicobacter pylori: en individuos sanos la infeccién puede
observarse en paises en vias de desarrollo desde antes de los 10 afios de edad, mientras que en
los desarrollados se observa un incremento de la prevalencia de acuerdo con la edad. “*® De
igual manera se ha realizado una asociacion entre virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1) y la
infeccion por Helicobacter pylori, “® asi como parasitos como Giardia lambia, no
encontrandose en otros agentes parasitarios. ®® Los estudios sugieren que la via de

transmision mas probable es la fecal oral “%. Existe una mayor prevalencia de seropositividad



de 1gG en 87 pacientes de Indonesia quienes adquirieron infeccion por Salmonella tiphy, que
en 232 pacientes controles (67 % vs 50 %, p= 0.008).%?

El factor ambienta quizas es el mas importante debido al factor socioeconémico de la familia
desde la infancia, que se refleja en la cantidad de personas que comparten una vivienda, una
cama Yy ausencia de red de agua potable, y es probable que todos ellos sean marcadores del
nivel de saneamiento e higiene de la vivienda. ¢’ Junto con la mejora del estado
socioecondmico de los individuos y los paises, disminuyo la prevalencia en generaciones mas

jovenes. ¢¥

Factores genéticos: por medio de reaccion de cadena de polimerasa se puede determinar el
ADN del Helicobacter pylori y determinar ciertos genotipos denominados factores de

virulencia, entre ellos tenemos:

*Factores de colonizacion son los atributos del H.pylori para que persista a pesar de los
intentos del individuo de deshacerse de la infeccion. Esto lo puede hacer mediante la
motilidad de los flagelos, los cuales son unipolares recubiertos que, con su forma espiralada
permite que los microorganismos se muevan con rapidez en la luz del estomago, donde el pH

es casi neutro para permitir un crecimiento éptimo. )

*Ureasa, el H. pylori, es un productor potente de ureasa, que permite ser fuente de nitrégeno
esencial para la sintesis de proteinas (por medio de la hidrolisis de la urea en dioxido de

carbono y amoniaco) y asi mantener un medio ideal. %

*Factores de adherencia, la capacidad de unirse al epitelio de tipo gastrico en forma
especifica se denomina tropismo tisular, una propiedad que evita que el microorganismo se
despegue durante el recambio celular y mucoso. ®® La adherencia también puede ser
importante para dirigir toxinas y reclutar leucocitos en el epitelio del huésped. ?®?" Se
describe una hemaglutinina fibrilar ligadora de N-acetilneuraminilactosa para Hp, con un
receptor glicerolipoide gastrico especifico en las células mucosas del estémago ®®*?. La unién
firme de la adhesina fibrilar sobre la bacteria al receptor del carbohidrato en la célula mucosa
desencadena la formacion de una lesion adherente-destructora (pedestal de adherencia) que, en

definitiva, genera polimerizacion de la actina y es posible que la ruptura de la célula epitelial
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(3031 |a falla de la adherencia genera menor lesion de la célula epitelial Como en la mayoria
de los patégenos, hay varias adhesinas y la redundancia del sistema hace indtil la estrategia de
emplear antiadhesinas para lograr un tratamiento exitoso. Se sugirié que las diferencias en la
disponibilidad de receptores especificos es un medio para explicar variabilidades genéticas en
la susceptibilidad a la infeccién por Hp.

Factores que median la lesion tisular.

Lipopolisacaridos: son una familia de glucolipidos que aparecen en la envoltura celular de las
bacterias gram negativas, inclusive Hp. Como estan unidos a bacterias también se denominan
endotoxinas. Los lipopolisacaridos, en mayor medida por medio del componente lipidico A,
estimulan la liberacion de citotoxinas y poseen propiedades endotoxicas. Ademas los
lipopolisacéaridos, interfieren con la interaccion entre la célula epitelial gastrica y la laminina,
que puede desencadenar la perdida de la integridad de la mucosa; inhiben la sintesis de mucina
y estimulan la secrecion de pepsindgeno. A pesar de la toxicidad general de las endotoxinas, el
lipido A del Hp es bastante menos potente que el lipido A de la Escherichia coli, lo que puede
ser responsable de la adaptacion del microorganismo a la permanencia a largo plazo en el

estomago.
Reclutamiento adicional de leucocitos y factores activantes:

Helicobacter pylori fabrica una cantidad de proteinas superficiales solubles independiente de
los lipopolisacaridos, con propiedades quimiotacticos para reclutar monocitos y neutréfilos
hacia la ldmina propia y activar estas células inflamatorias .Estas proteinas son la proteina
activadora de neutrofilo de H. pylori, codificadas por el gen napA, y las porinas
inmunoldgicamente activas. EIl gen cagA, gque codifica un antigeno inmunodominante, no se
presenta en todas las cepas de H. pylori pero forma parte del islote de patogenicidad
(cagPAl), que contiene 31 genes. 2 Por lo tanto, su deteccién molecular indica la presencia
del PAI en el cromosoma del microorganismo. ®® Las cepas cag + (cepas tipo 1) se asocian a
mayor virulencia, al inducir dafio gastrico visible mientras que las cepas cag - (cepas tipo

1), se asocian a menor virulencia y se comportan como bacterias comensales mas que
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patdgenas. La citotoxina vacuolizante VacA es secretada por alrededor de 50 % de las cepas de
H. pylori y causa degeneracion vacuolar de las células gastricas epiteliales y ulceracién de la
mucosa gastrica >,

La citotoxina esta codificada por el gen vacA, que puede presentar mosaico genético en base a
variaciones alélicas en las regiones media (alelos m1 0 m2 y subtipos) y de sefial (alelos s1 o
s2 y subtipos) del gen. Especificamente, se ha demostrado que cepas vacA sl/ml poseen una
elevada actividad citotoxica en comparacion con cepas s1/m2 y que cepas s2/m2 no tendrian
actividad citot6xica. ©°

Recientemente, se ha demostrado que factores de adherencia bacteriana contribuyen a la
patogenicidad de H. pylori. Asi, la adhesina, codificada por el gen babA2, favorece una union
persistente entre el microorganismo y la célula epitelial géastrica por union de la célula
bacteriana a través de su proteina babA2 con antigeno de grupo Lewis B (LeB), presente en la
mucosa gastrica. ¢ Por lo tanto, cepas de H. pylori babA2 positivas presentan mayor
capacidad de adherencia, en cambio, las cepas babA2 negativas se adhieren débilmente. Esta
adherencia se ha asociado con altos niveles de infiltracion linfocitaria, atrofia glandular,
metaplasia intestinal e incremento de la proliferacion epitelial, reportandose una asociacion
significativa con Ulcera duodenal y cancer gastrico. ElI gen babA2 podria ser un marcador
molecular Gtil para identificar pacientes con mayor riesgo de presentar patologias severas
asociadas a infecciones por H. pylori. En un estudio en Brasil, informaron una fuerte
asociacion entre babA2 y la presencia de Ulcera péptica o carcinoma gastrico. Es importante
considerar que la frecuencia de determinantes de virulencia y su asociacion con patologias
gastrointestinales varia considerablemente en diferentes regiones geograficas. La presencia de
mas de uno de estos genes de virulencia se asociaria con mayor severidad de la lesion gastrica.
Se ha informado que cepas cagA+, vacAslm1l estarian asociadas a la presentacion de Ulceras y
cepas triple positivas cagA+, vacAsl, babA2+, ademas de Ulcera, se asociarian con metaplasia

y adenocarcinoma gastrico. ")

Otros de los genes incluidos en el islote de patogenicidad es el cagE, ubicado en el brazo
derecho y el virB11, ubicado en el brazo izquierdo, recientemente relacionados con la
carcinogénesis gastrica. La integridad del islote de patogenicidad juega un papel importante en

la virulencia de la bacteria.



El cagE se encuentra codificando una proteina compleja en el proceso de expresion de la
Interleukin-8 en el epitelio gastrico y el gen virB11, forman genes tipo IV, para el sistema de
secrecion que permite la entrega de la proteina cagA en las células del epitelio gastrico,

todo esto se puede corroborar mediante reaccion de cadena de polimerasa (Tabla 2).

Infeccion aguda

Algunos individuos presentan infeccién aguda por H. pylori. Se describen dos casos de
investigadores que ingirieron intencionalmente cultivo de H. pylori, después de realizarse
biopsia endoscopica que confirmaba la ausencia de infeccion preexistente. Ambos sujetos
desarrollaron gastritis neutrofilica y, en un caso, el pH géstrico en ayunas estuvo por encima
de 7 entre los dias 8 y 39 después de la ingestion. Un investigador clinico que trabajaba con
jugo gastrico, desarrollo una enfermedad caracterizada por dolor epigastrico y nauseas. Hacia
el quinto dia de la enfermedad una biopsia por via endoscépica reveld una gastritis neutrofilica
y en el cultivo se desarrollo H. pylori. Aunque este individuo no tenia estudio endoscopico
previo, la seroconversion se produjo entre los dias 14 y 74. EI pH gastrico en ayunas se
mantuvo por encima de 7 durante los dias 14 y 37, pero cayd a 2 el dia 74. El efecto mas
temprano de la infeccion parece ser un incremento de la secrecion basal de acido, a la que le
sigue una reduccion de la secrecion de acido. Parece probable que la caida de la secrecion de

4cido se correlacione mejor con el grado de inflamacion en el cuerpo del estémago. ("

Una vez que el huésped y el microorganismo alcanzan el estado de equilibrio, la intensidad de

inflamacién disminuye y retorna la secrecién. "
Infeccion cronica

No se conoce con qué frecuencia la infeccion aguda por H. pylori se cura de forma
espontanea. Los estudios en nifios sugieren que puede ser comun la pérdida espontanea de la
infeccidn. La infeccion en adultos usualmente pareceria durar toda la vida. La mayoria de los
individuos infectados presentan gastritis crénica activa superficial no atrofica. Esta forma

histoldégica suele ser asintomatica, pero se puede asociar con enfermedad ulcerosa
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especificamente duodenal, de igual manera se ha asociado gastritis cronica atréfica, el

adenocarcinoma de estémago o el linfoma gastrico. "

Gastritis cronica no atrdfica: el H. pylori estimula la liberacion de una variedad de
mediadores inflamatorios tanto por via directa mediante productos bacterianos, como
citotoxinas vacuolizantes, lipopolisacéridos, factor activador de neutréfilos y porinas, como
por via indirecta, como consecuencia de la interaccion con células géstricas epiteliales. En
general la respuesta inflamatoria requiere la adherencia de la bacteria al epitelio del huésped.
La mayor parte esta asociada la liberacion de la interleucina 8 (IL 8) y en el reclutamiento y la

activacion. ¢

Gastritis cronica atrofica: en algunos pacientes todos estos factores de inflamacion en la
gastritis cronica superficial progresa a gastritis cronica atrofica, con incremento anual de la
prevalencia del 1 al 3 % en individuos por otra parte sanos. Este tipo de progresion genera tres
patrones de gastritis atrofica: corporal, antral y multifocal. EI patron de desarrollo de la
gastritis atrofica se correlaciona bien con la gastritis superficial (esto es, la gastritis superficial
antral predominantemente desarrolla gastritis atrofica antral). A medida que avanza el grado
de atrofia, la presencia de infeccidn activa por H. pylori parece disminuir, quizas en funcion de
la cubierta gastrica de células epiteliales superficiales normales susceptibles a H. pylori en una

metaplasia intestinal que rara vez aparece H. pylori. "

Helicobacter pylori y MALToma: el tejido linfoide del tubo digestivo se denomina tejido
linfoide asociado a la mucosa (MALT). EI MALT esté organizado de modo muy similar a los
ganglios linfaticos y sirve para la misma funcién. Una vez que ocurre cualquier
transformacion maligna de cualquiera de las células inmunes en un ganglio linfatico, se
desarrolla el linfoma, la transformacion maligna de cualquiera de los tipos de células inmunes
del tejido gastrointestinal provoca el desarrollo del linfoma en ese tejido. El término MALT ha
pasado a ser sindbnimo de un linfoma especifico, linfoma de células B de la zona marginal, el
cual tiende a seguir un curso lento, y se asocia en el estbmago con la infeccion por

Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori y cancer gastrico: la relacién entre inflamacién crénica y cancer se

remonta ya al afio 1863, en que Virchow planteé que el cancer se originaba en sitios de
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inflamacion cronica. Mientras una injuria aguda se asocia a inflamacion y curacion siendo un
fendmeno autolimitado, la inflamacion en la injuria crénica conduce a largo plazo a una
expansion sostenida de zonas de tejido proliferativo predisponiendo a la progresion hacia una
neoplasia. La proliferacion sostenida de por si, con o sin inflamacién cronica, se ha
considerado como factor de riesgo, o al menos como un marcador bioldgico precoz, de cancer.
Aproximadamente un 15 % de las neoplasias malignas a nivel mundial se atribuyen a
infecciones cronicas. Otros tumores son iniciados por inflamacién crénica de origen no
infeccioso. Si bien la relacion entre inflamacion y cancer esta establecida, los mecanismos

involucrados en cada patologia no estan bien esclarecidos. ¢”

El polimorfismo de genes asociados a esta bacteria y la respuesta inmunologica del huésped
han demostrado que una combinacion de IL-1p, el antagonista del receptor de IL-1p (IL-1RN),
de TNF-a e IL-10, que potencialmente resultan en elevados niveles de IL-1p y TNF-a y bajos
niveles de IL-10, confieren al huésped con H. pylori un riesgo muy elevado de cancer gastrico
(27 veces), mientras que aparentemente no existe un mayor riesgo en ausencia de infeccion. El
polimorfismo genético de IL-8 en pacientes infectados también estd asociado a un mayor
riesgo oncogénico. Se ha planteado que la potente inhibicion de la secrecion acida asociada a
estos genotipos proinflamatorios favorece el desarrollo de gastritis predominantemente
corporal con atrofia de la mucosa e hipoclorhidria. Asi por ejemplo, la combinacién del alelo
del huésped IL-1p-511*T y del alelo bacteriano gen vacAsl confieren un riesgo altisimo (87

veces) de cancer gastrico.

Por otra parte, H. pylori induce la formacion de anticuerpos contra estructuras canaliculares y
epitopos de la H+/K+-ATPasa de las células parietales, contribuyendo a la hipoclorhidria y a
la gastritis atrofica a través de una reaccion autoinmune. En presencia de H. pylori aumenta la
expresion de complejos de histocompatibilidad mayor (MHC clase I1) en las células epiteliales
gastricas mediado por IFN-y, permitiendo una presentacion continua de los antigenos

bacterianos a los linfocitos T CD4 y regulando asf en parte el tipo de respuesta inmune. 8
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Tabla 1. Clasificacion de Borrmann

Se emplea exclusivamente para el cancer avanzado que excede los 3-4 cm de tamafio e invade

la muscular como minimo.

1. Tipo | o polipoide: canceres circunscritos, solitarios y sin ulceracion, de localizacién

preferente en fundus o curvatura mayor. Son los de mejor prondstico. Son la forma de
presentacién menos frecuente.

2. Tipo Il o ulcerado: con elevacion marginal de tipo parietal y con contornos bién

definidos. Es la forma mas frecuente. Son poco infiltrantes, de crecimiento lento y
metéstasis tardias.

3. Tipo Ill o crateriforme: corresponden a canceres ulcerados; en parte con elevacion

marginal y diseminacion difusa parcial. Se localizan con frecuencia en antro y

curvatura menor.

4. Tipo 1V o difuso: infiltrante a linitis plastica. Son tumores de gran crecimiento por la
submucosa y subserosa. Se distinguen dos tipos:
o Escirro: crecimiento infiltrante muy rico en tejido conectivo.

o Linitis plastica de Brinton

Objetivo General

Evaluar la presencia de genotipos de cagA, cagE y virB11 de H. pylori en pacientes con

neoplasia gastrica (linfoma gastrico y adenocarcinoma).

Objetivos Especificos

1- Calcular la frecuencia de cepas de H. pylori que contienen los genes, cagE y virB11 en

pacientes con adenocarcinoma gastrico.

2- Establecer la relacién que contienen los genes, cagE y virB11 del H. pylori en

pacientes con adenocarcinoma gastrico.
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3- Medir la frecuencia de cepas de H. pylori que contienen los genes, cagE y virB11 en
pacientes sin neoplasia gastrica.

4- Determinar la frecuencia de cepas de H. pylori que contienen los genes cagA, cagE y
virB11 en pacientes con las patologias de linfoma gastrico (MALTOMA)

5- Comparar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con otros métodos
diagndsticos (cultivo, test de ureasa rapida e histopatologia) para la deteccion de
aislados de H. pylori en muestras de biopsia gastrica (antro y cuerpo).

6- Describir los resultados de la PCR, test de ureasa e histopatologia en las diferentes

lesiones estudiadas.

Hipotesis:

Los pacientes con neoplasia gastrica tiene la expresion de los genes del cagA, cagE y

virB11 en la cepas infectantes de Helicobacter pylori.
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METODOS
Tipo de Estudio

Estudio prospectivo, transversal, aleatorio.

Poblacion y Muestra

En el presente estudio los pacientes referidos a el Servicio Oncolégico Hospitalario de los
Seguros Sociales (Hospital Oncolégico Padre Machado) entre el lapso comprendido entre
enero y diciembre del 2010 con diagndstico de cancer gastrico y/o sospecha del mismo, tanto
de sexo femenino como masculino y con edades comprendidas entre 30 y 90 afios, con
diagnostico de cancer gastrico mediante el analisis de estudios endoscépicos, histoldgicos e
imagenologicos, de igual manera se procedio a tener una muestra de pacientes que fueron
referidos al Servicio Oncoldogico Hospitalario de los Seguros Sociales (Hospital Oncoldgico
Padre Machado) entre el lapso comprendido entre enero y diciembre del 2010 con diagnostico
de MALToma y/o sospecha del mismo, de los cuales se obtuvo y se proceso 4 pacientes con
diagnostico de MALToma y 1 paciente con diagndstico de Linfoma difuso de células B

grandes, constituyendo asi, la muestra del estudio.

Con el fin de tener un grupo control se procedi6 a tener una muestra de pacientes que fueron
referidos a Servicio Oncologico Hospitalario de los Seguros Sociales (Hospital Oncologico
Padre Machado) entre el lapso comprendido entre enero y diciembre del 2010 con diagnostico
de infeccion por Helicobacter pylori y/o sospecha del mismo, procesandose 106 pacientes de
los cuales se seleccionaron 43 pacientes de forma aleatoria para determinar las variables del

presente estudio y tener un grupo control para comparar.

En todos los pacientes, tanto del grupo de los pacientes con Adenocarcinoma, Linfoma, y el

grupo control, se determino la infeccion por H. pylori mediante PCR, test de ureasa y biopsia.

Todos los pacientes cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion:
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Criterios de inclusion

Diagnostico endoscépico altamente sugestivo de cancer gastrico avanzado

— Evidencia analitica (histologia) de Linfoma Gastrico y Adenocarcinoma gastrico en sus
variedades difusa o intestinal.

— No haber recibido antibioticoterapia previa a los 6 meses del diagnéstico ni terapia
neoadyuvante.

— Un grupo control: pacientes sin evidencia endoscdpica ni histologica de neoplasia

gastrica.

— La aceptacion mediante consentimiento informado.

Criterios de exclusion
— Lesiones endoscopicas dudosas o coexistencia endoscopica de otras lesiones.

— Histologia diferente a tumores de origen epitelial (Linfoma y Adenocarcinoma).

Procedimientos
Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a un protocolo diagnostico que

incluyo:

Entrevista clinica: se les realizd una entrevista personal a todos los pacientes en los que se

recolectaron los siguientes datos (anexo 1):
— Antecedentes personales y medicacion actual.

— Valoracion de la sintomatologia asociada al cancer gastrico, con recogida de datos

referentes a sintomas gastrointestinal.

Gastroscopia (diagndstica): a todos los pacientes se les indicd una preparacion intestinal
consistente en un ayuno de por lo menos 6 horas previos al estudio. Se realiz6 gastroscopia
completa hasta segunda porcion de duodeno para descartar otras lesiones, usando un
Videoendoscopio Olympus EXERA Il GIF 180. Se clasificd el cancer gastrico avanzado
segun la clasificacion de Borrmann (Tabla 1). Se tomaron 6 biopsias, con pinza de biopsia

gastrica, por cada paciente de acuerdo a la clasificacion de Sydney: 1 biopsia fue colocada en
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el test rapido de ureasa, 2 biopsias fueron utilizadas para cultivo. Posteriormente, el ADN
extraido del cultivo fue usado para los ensayos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), y 3 biopsias fueron colocadas en formalina (10 %) para los andlisis de
histopatoldgicos.

Consentimiento Informado: todos los pacientes incluidos en el estudio dieron su
consentimiento por escrito para la realizacion del estudio de gastroscopia y toma de muestra
para biopsia previa informacion detallada del mismo. Ademés de dar su consentimiento ante

cada nueva exploracion (anexo 2).

Cultivo: las biopsias fueron homogenizadas en solucion salina, agitando vigorosamente en un
amalgamador (beadbeater). Se cultivaron en placas de petri con medio de cultivo con
antibioticos (medio agar sangre-chocolate) y se incubaron a 37 °C durante 3-5 dias en una
atmésfera himeda microaerofilica (BBL CampyPak™

with Palladium Catalyst, codigo 271045, Becton, Dickinson and Company, MD 21152 USA).

Microaerophilic System Envelopes

Se identificaron colonias segin morfologia y ureasa rapida (Ureivic®). Se repico el cultivo

aislado de cada sujeto o paciente y se congel6 a -70 °C en medio Brucella con 15 % glicerol.

Extraccion del ADN: el ADN genomico de las muestras de cultivo fue extraido usando el kit
de purificacion de ADN (QlAamp DNA Mini Kit, codigo 51306, QIAGEN Inc., Valencia, CA
91355, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante para tejido y se determind la

concentracion de ADN obtenido antes de realizar las amplificaciones por PCR.
Determinacion de la infeccion y genotipos de H. pylori por PCR

1.- La infeccién por H. pylori fue determinada por PCR, amplificando los genes 16S ARN
ribosomal y glmM. Una PCR para determinar el género Helicobacter, utilizando cebadores
que amplificaron una regién especifica del gen 165 ARNr ©¥ y otra PCR para detectar la
especie, H. pylori, con cebadores para el gen conservado glmM, codificando para la proteina

fosfoglucosamina mutasa de H. pylori “© (Anexo 3).
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2.- Se determiné los genotipos de genes de virulencia cagA, cagE y virB11 por PCR usando
cebadores especificos (Anexo 3) seglin la metodologia descrita por Rugge et al. “V y Sozzi et
al.,“2 . Entre los genes incluidos en la isla de patogenicidad se encuentran el gen cagA,
codificando para la proteina immunodominate cagA, el cual afecta la fisiologia celular del
hospedador luego de ser incorporado dentro de las células epiteliales géastricas; el gen cagE
codifica para una proteina implicada en el proceso de expresion de interleukina-8 en las
células epiteliales gastricas y el gen virB11, codificando junto con otros genes a un sistema de
secrecion tipo 1V que permite la entrada de la proteina cagA a las células epiteliales gastricas.

Las reacciones de PCR fueron realizadas mediante el kit “Ready-To-Go PCR beads”
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ USA) en un termociclador “GeneAMP PCR
System 9700” (Applied Biosystems, USA). Cada reaccion de PCR contiene todos los
componentes de PCR, mas 3 a 6 pl de ADN extraido, 3 ul de la mezcla de cebadores
(forward/reverse, para una concentracion final de 5 uM) y agua destilada estéril para
completar un volumen final de 25 ul. EI control negativo de la reaccion fue realizado sin
ADN, mientras que, el control positivo correspondié al ADN de un aislado clinico de H. pylori
0 ADN de la cepa de referencia HP26695. Los productos de PCR se visualizaron colocando 15

plI de cada reaccion sobre un gel de agarosa al 2 % TBE.
Tratamiento Estadistico adecuado:

Se calculd la media y la desviacion estandar de las variables contintas; en el caso de las

variables nominales se calcul6 sus frecuencias y porcentajes.

El contraste de los genotipos cagE y virB11 respecto a las variables: diagndstico endoscopico,
diagnostico histologico, clasificacién de Lauren y prueba ureasa se determind mediante la

prueba chi-cuadrado de Pearson.

Por otro lado, los valores diagndsticos se calcularon a partir de la tabla tetracdrica asumiendo
como patrén de oro el grupo de pacientes con y sin cancer gastrico, el analisis de dichos

valores se calculé con Epidat 3.1.

Se considerd un valor significativo de contraste si p < 0,05. Los datos fueron analizados con

JMP-SAS.
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RESULTADOS

Tabla 1. La muestra estuvo constituida por 31 pacientes. Del total de la muestra estudiada, 19
(61,3%) pacientes fueron del sexo masculino y 12 (38,7%) correspondieron al sexo femenino.
Segun la clasificacion de Borrmann, el tipo prevalente fue el 111 22 (84,6%), tomada en cuenta
solo en el caso de los tumores epiteliales (ADC). Los tumores se ubicaron mayormente en el
cuerpo gastrico 23 (88,5%). En cuanto a la histologia, de los tumores epiteliales, el mas
prevalente fue el Adenocarcinoma (ADC) moderadamente diferenciado 13 (50%), de los
linfomas, el MALToma fue el mas frecuente 4 (15,4%). La clasificacion de Lauren
predominante en los ADC fue la Intestinal con un numero de 14 (53,8%).

Tabla 2. Compara la expresion del gen cagA entre el grupo de los pacientes con
adenocarcinoma, linfoma y el grupo control. Aunque el gen estuvo presente mayoritariamente
en los pacientes con adenocarcinoma 20 (76,9%), no hubo diferencias significativas (p =
0,071).

Tabla 3. Compara la expresion del gen cagE segun el grupo de los pacientes con
adenocarcinoma, linfoma y el grupo control; en la cual no hubo diferencias significativas
(p=0,752). Observandose que de los pacientes con Adenocarcinoma, el gen estuvo presente en
18 (69,2%), en los de linfoma 3 (60%) y en el grupo control 32 (74,4%).

Tabla 4. La expresion del gen virBllentre el grupo de los pacientes con adenocarcinoma,
linfoma y el grupo control no tuvo diferencias significativas (p = 0,636). EIl gen estuvo
presente en la mayoria de los grupos estudiados, con 65,4%, 60% Yy 74,4% para los grupos de

adenocarcinoma, linfoma y control respectivamente.

Tabla 5. Compara la efectividad de la prueba ureasa que fue fabricada en el laboratorio del
IVIC para la deteccion de H. pylori, evidencidndose que este método empleado no es
adecuado, ya que tanto en linfoma y adenocarcinoma en mas de un 80% dio negativo,
mientras que por otros métodos si se confirmo la presencia del bacilo. En vista de observar

tantos falso no se utiliz6 mas esta prueba y no se aplicé a los controles.
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Tabla 6. En cuanto a la deteccion de H. pylori por el método de PCR se evidencio que es una
prueba efectiva y se obtuvo una p < 0,05.

Tabla 7. La biopsia gastrica demostré que en los 3 grupos estudiados (linfoma,
adenocarcinoma, controles) es un método confiable para la detencion de H. pylori.

Tabla 8. Compara la expresion de los genes cagE y virB11 entre los pacientes con cancer en
general y los pacientes control. La expresién cagE+ / virB11+ fue la mas frecuente, con 18
pacientes (58,1%) y 31 pacientes (72,1%) en cada grupo, respectivamente; la diferencia no fue
significativa (p = 0,370).

Tabla 9. Comparando la expresion de los genes cagE y virB11l segun los pacientes con
Adenocarcinoma y linfoma y el grupo control. En los 3 grupos la expresion la expresion
cagE+ / virB11+ fue la mas frecuente, con 16 pacientes (61,5%), 2 pacientes (40%) y 31
(72,1%) en cada grupo, respectivamente; aun asi la diferencia no fue significativa (p = 0,370)

entre los grupos estudiados.
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DISCUSION

Diversos estudios han reportado la importancia de la virulencia de los genes cagA y vacA de
H. pylori en los resultados clinicos obtenidos, sin embargo la relevancia clinica aun sigue
siendo una controversia. Al momento de realizar este estudios, solo tres articulos se
encontraron en la literatura, Sozzi et al “?, Lima et al >y Tomasini et al “®. Sozzi et al, “?
estudiaron la heterogeneidad de los genotipos cag (cagA, cagE y virB11) en pacientes italianos
con ulcera duodenal, gastritis atréfica y gastritis no atréfica, mientras que Lima et al, *®
estudiaron la heterogeneidad de los genotipos cagE y virB11 en pacientes con cancer gastrico

sin compararlos con un grupo control.

En cuanto a la distribucion por sexo de los 25 pacientes con cancer gastrico, 19 pacientes son
de sexo masculino (61,3 %) y 12 de sexo femenino (38,7 %), con edades comprendidas entre
33 afios y 84 afios, con un promedio de 59 afios. En el estudio de Lima et al, ®, se analizaron
un total de 101 casos, de los cuales el 67,3 % correspondié al sexo masculino y 32,7 % al sexo
femenino, con un promedio de edad de 62,7 afios. En Venezuela, esto esta relacionado
directamente con la tasa de mortalidad por cancer gastrico publicado por el Ministerio para el
Poder Popular de la Salud en el anuario de mortalidad para el afio 2008, “¥) donde es més
frecuente en pacientes de sexo masculino (61,3 %) con edades comprendidas entre los 65 y 69
afios, con respecto al sexo femenino (38,7 %) con edades comprendidas entre 70 y 74 afios. En
cuanto a la localizacion del tumor, la mas frecuente fue cuerpo y antro en 23 pacientes (92 %)
mientras que 2 pacientes (8 %) el tumor fue localizado en cardias, similar al estudio de Lima
et al ™ en el cual el 75,2% de los tumores no estaban localizados en el cardias, en relacion al

24,8% de los casos en los que el tumor si lo estaba.

En relacion a la clasificacion histoldgica la distribucion fue la siguiente: Adenocarcinoma
poco diferenciado 11 pacientes (42,3 %), Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 13
pacientes (50 %), Adenocarcinoma bien diferenciado 2 pacientes (7,7 %), Linfoma difuso de
células B grandes 1 paciente (3,8 %) y los Maltoma 4 pacientes (15,4 %). En la clasificacion
correspondiente a Lauren en la cual se tomaron en cuenta solo los adenocarcinoma, los tipos
intestinal y difuso tuvieron una distribucion similar: difuso 12 pacientes (46,2 %) e intestinal
14 pacientes (53,8 %).
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La expresion del gen cagA fue encontrada en 23 de los 31 pacientes estudiados con cancer
gastrico (adenocarcinoma y linfoma), en comparacion 21 de los 43 pacientes control. En el
grupo de los pacientes con adenocarcinoma, el gen estaba presente en el 76,9 % de los casos, y
en el 60 % de los casos de los pacientes con linfoma, mientras que en el grupo control estuvo
presente solo en el 48,8 % de los casos. En un estudio realizado en el Hospital Antonio Maria
Pineda, en Barquisimeto (Lara) en el afio 2009, por Armanie et al,*? el cual estudié la
asociacion entre los factores bacterianos y del huésped en la infeccion por Helicobacter pylori
y lesiones pre-malignas de céncer gastrico, obtuvieron como resultado que el 98,5 % de la
poblacién estudiada estaba infectada por Hp, y el cagA era el gen mas frecuentemente
involucrado. En el estudio realizado por Sozzi et al “? encontraron que el gen cagA estuvo
presente en el 63 % de los pacientes, mientras que el resto de los pacientes negativos para el
gen, también tuvieron 1 0 mas genes cag negativos sugiriendo que todos los 3 genes son
esenciales para la secrecion de la proteina cagA. De los 8 pacientes con cancer gastrico
negativos para el gen cagA, se encontro que 7 fueron negativos para otros genes; planteandose
que si algunos de los componentes del sistema de secrecidn tipo IV estan ausentes, la proteina
cagA no puede ser entregada dentro de la célula huésped y el anticuerpo responsable no puede
ser detectado. ©®® Adicionalmente, en los estadios tempranos de la infeccién, una cepa con un
genotipo cag diferente, puede perder o adquirir mas genes cag, 0 puede producirse la
expansion clonal de subtipos de H. pylori con diferentes composicion de la isla de

patogenicidad.

La expresion del gen cagE en los adenocarcinoma se encontré en 18/25 pacientes lo que
corresponde al 69,2 %, en lo referente a los linfomas la expresidn del gen cagE se encontro en
3/5 pacientes (60 %). En un estudio realizado en Colombia (2005) por Quirroga et al, “* en el
que analizan la frecuencia de los genotipos babA2, oipA y cagE de Helicobacter pylori en
pacientes colombianos con enfermedades gastroduodenales, obtuvieron como resultado que la
frecuencia de los genotipos cagA, cagE, babA2 y oipA fue de 73 %, 75 %, 48 %y 74 %,
respectivamente, Se observé una mayor frecuencia de cepas citotdxicas en pacientes con
cancer (84 %), metaplasia (91 %) y Ulcera (81 %) en comparacion con pacientes con gastritis
no atréfica (50%)“Y. En el estudio de Portela et al, ®, la frecuencia del gen cagE encontrada

fue de 53,2%, esta baja frecuencia puede estar relacionada al pequefio nimero de casos
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analizados y variaciones regionales en las cepas de H. pylori. Estos estudios sugieren que el
gen es mas frecuente en patologias severas, tales como Ulcera y cancer gastrico, que en
gastritis como tal, recalcando la importancia de estos genes en la progresion y severidad de la
enfermedad géstrica (tabla 3).

En los estudios de Sozzi et al,“? y Tomasini et al,*® se encontré que el gen virB11 estaba
presente en el 90 % y 94,7 % de los casos respectivamente, sin embargo, en nuestro estudio el
gen estuvo presente en el 65,4 % en el grupo de los pacientes con Adenocarcinoma, 60 % de
los casos para Maltoma y 74,4 % en el grupo control. Particularmente en el estudio de Lima et
al,™ se encontré que el gen estaba presente en el 60,6 % de los pacientes. Aunque existe una
frecuencia significativa alta del gen virB11 encontrada en estos estudios, no existe aun una
clara relacion entre este gen y la presencia de cancer gastrico. De hecho, la proteina virB11
esta estratégicamente localizada en el sistema de secrecion tipo 1V, asociado con actividad
ATPasa™, pero su responsabilidad como tal en el desarrollo de cancer gastrico no ha sido

claramente establecida.

La infeccion de Helicobacter pylori en pacientes con cancer géastrico fue reportada en 25/31
(80,7 %) de los pacientes evaluados tanto en los pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma,
como en los maltomas y linfoma difuso de células B grandes. En el grupo control el
Helicobacter pylori estuvo presente en el 100 % de los casos. Se determind la presencia
mediante biopsia, PCR vy test de ureasa rapido. Mediante biopsia, en el grupo de los pacientes
con adenocarcinoma, el H. pylori estuvo presente en 21/26 pacientes (80,8 %), 4/5 de los
pacientes con linfoma (80 %) y en el 100 % del grupo control; con una relacion
estadisticamente significativa p=0,011. Por PCR la prueba fue positiva en 16/26 pacientes con
adenocarcinoma (61,5 %), 2/5 con maltoma (40 %) y en 42/43 pacientes control (97,7 %); con
una relacion estadisticamente significativa p=0,001. Mientras que el test de ureasa fue positivo
solo en 2/26 pacientes con adenocarcinoma, 1/5 con maltoma y en 3/43 pacientes control lo

que indica la baja sensibilidad de la marca de test utilizada.

Para investigar la relacién entre la infeccion de Helicobacter pylori y la presencia de cagE y
virB11 como genes responsables del desarrollo de cancer gastrico, las 31 muestras estudiadas,

fueron agrupados en 4 categorias cagE+/virB11+, cagE+/virB11-, cagE-/virB11+, y cagE-
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IvirB11-, obteniendo una frecuencia de 58,1 % (18/31) cagE+/virBl1l+, 6,5 % (2/31)
cagE+NirB11-, 9,7 % (3/25) cagE-/virB11+, y 25,8 % (8/25) cagE-/virB11-“Y. En el trabajo
publicado por Lima et al®, el grupo cagE+/NirB11l+, fue el mas significativo con una
frecuencia del 46,5 %, con una relacion estadisticamente significativa; sin embargo en nuestro
caso, aunque el grupo cagE+/virB11+, fue el méas frecuente, al compararlo con el grupo
control, el cual obtuvo un porcentaje de frecuencia mayor, la relacion no es estadisticamente
significativa (p=0,370) lo cual sugiere que estos genes, los cuales son parte de la isla de
patogenicidad son factores de virulencia importantes en la patogénesis del H. pylori, pero no
tienen relacion directa con la aparicion de cancer gastrico. En la tabla 9 se cruzan las variables
de los 4 grupos con el tipo de cancer especificamente adenocarcinoma y linfoma

evidenciandose una p de 0, 429 lo cual tampoco es significativo.

Se comparan el tipo histologico de cancer ya sea adenocarcinoma o linfoma con el
grupo control evaluado y la p es de 0,286 lo cual indica que no hay relacion entre estos genes

y la presencia de cancer gastrico (tabla 9).

Finalmente, este es el primer estudio en nuestro pais en determinar la presencia de los
genes cagA, cagE y virB11l en pacientes con cancer gastrico y compararlo con un grupo
control, no solo reportando la presencia de esos genes sino también enfocados en el aspecto

histolégico.
Conclusiones

1.- Pacientes con infeccidon por Hp cepas CagE y virB11 positiva, no parece ser un factor de
riesgo para desarrollar neoplasia géastrica ya que en nuestro estudio no hubo diferencia

significativa entre pacientes con neoplasia y el grupo control.

5.- Se consider6 que no es un factor pronostico que si el paciente esta infectado con
Helicobacter pylori y al realizar la extraccion del genoma; el hecho de tener los genes
estudiados como CagE y VirB11 en su ADN, no hay una relacion directa entre ellos y la

posibilidad de desarrollar adenocarcinoma gastrico.

8.- De igual forma se pudo evidenciar que tampoco es un factor prondstico que si el paciente

esta infectado con Helicobacter pylori y al realizar la extraccion del genoma; el hecho de tener
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los genes estudiados como cagE y virBllen su ADN, no hay una relacién directa entre ellos y
la posibilidad de tener linfoma MALT.

9.- Las dos afirmaciones anteriores la podemos deducir por luego de comparar un grupo
control de pacientes con las mismas caracteristicas que los grupo de adenocarcinoma gastrico
y linfomas MALT.

10.- Con respecto a los métodos para detectar Helicobacter pylori en nuestro estudio los mas
sensible fueron la biopsia gastrica, seguida de la extraccién del PCR siendo estadisticamente

significativas por ende confiables.
Recomendaciones

Se necesitan futuras investigaciones para determinar la relacion de cepas de H. pylori que
contienen los genes, cagE y virB11 con la aparicion de neoplasia gastrica.
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ANEXOS

Resultados

Tabla 1.

Caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer gastrico.

Variables n %
Sexo
Masculino 19 61,3
Femenino 12 38,7
Clasificacion de Borrmann
| 3 11,5
] 1 38
" 22 84,6
Ubicacion de la lesion
Antro 6 23,1
Cardias 2 7,7
Cuerpo 23 88,5
Histologia
ADC poco diferenciado 11 42,3
ADC moderadamente diferenciado 13 50,0
ADC bien diferenciado 2 7,7
Linfoma difuso de células B
grandes 1 3.8
Maltoma 4 15,4
Clasificacion de Lauren
Difuso 12 46,2
Intestinal 14 53,8
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Tabla 2.

Expresion de cagA segun grupos.

Adenocarcinoma Linfoma Control
Expresion de cagA N % N % n %
Positivo 20 76,9 3 60,0 21 48,8
Negativo 6 23,1 2 40,0 22 51,2
Total 26 100,0 5 100,0 43 100,0

©=5,303 (p = 0,071)
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Tabla 3.

Expresion de cagE segln grupos.

Adenocarcinoma Linfoma Control
cagE N % n % N %
Positivo 18 69,2 3 60,0 32 74,4
Negativo 8 30,8 2 40,0 11 25,6
Total 26 100,0 5 100,0 43 100,0

©=0,571 (p = 0,752)
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Tabla 4.

Expresion de virB11 segun grupos.

Adenocarcinoma Linfoma Control
virB11 N % n % n %
Positivo 17 65,4 3 60,0 32 74,4
Negativo 9 34,6 2 40,0 11 25,6
Total 26 100,0 5 100,0 43 100,0

©=10,904 (p = 0,636)

35



Tabla 5.

Relacion de la prueba ureasa y grupo.

Linfoma Adenocarcinoma
Prueba ureasa N % N %
Positiva 1 20,0 2 7,7
Negativa 4 80,0 24 92,3
Total 5 100,0 26 100,0

2=0,001 (p = 0,979)
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Relacion del resultado del PCR y grupo.

Tabla 6.

Linfomas Adenocarcinoma Controles
PCR % N % N %
Positiva 40,0 16 61,5 42 97,7
Negativa 60,0 10 38,5 1 2,3
Total 100,0 26 100,0 43 100,0

2=19,692 (p = 0,001)
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Tabla 7.

Relacion del resultado de la biopsia y grupo.

Linfoma Adenocarcinoma Controles
n % N % n %
4 80,0 21 80,8 43 100,0
1 20,0 5 19,2 0 0,0
5 100,0 26 100,0 43 100,0

2=9,060 (p = 0,011)
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Tabla 8.

Relacion de la expresion de cagE y virB11 segun grupo.

Cancer Control
Expresiones N % n %
cagE+ / virB11+ 18 58,1 31 72,1
cagE+ / virB11- 2 6,5 1 2,3
cagE- / virB11+ 3 9,7 1 2,3
cagkE- / virB11- 8 25,8 10 23,3
Total 31 100,0 43 100,0

©=3,141 (p = 0,370)
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Tabla 9.

Relacion de la expresion de cagE y virB11 y tipo de cancer.

Adenocarcinoma Linfoma
Expresiones N % %
cagE+ / virB11+ 16 61,5 40,0
cagE+ / virB11- 1 3,8 20,0
cagE- / virB11+ 2 7,7 20,0
cagE- / virB11- 7 26,9 20,0
Total 26 100,0 100,0

£=12,765 (p = 0,429)
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Anexo 1

Instrumento de Recoleccién de Datos

Paciente N°

Fecha:

Nombre: Edad: Sexo:F M __
ClL , Direccion:

Telefono:
Antecedentes Personales:
Co-Morbilidad:
Antecedente Enfermedad Gastrointestinal:
Patologia Oncoldgica: NO: Sl (ESPECIFIQUE) :
Quimioterapia: Ultima dosis:
Radioterapia: Gy Ultima dosis:
Hipersensibilidad a medicamentos: Si_ No __ ;Cuél?

Habitos Psico-Bioldgicos:

Medicamentos: Si _ No___ ¢Cual?

Consumo de Alcohol: Si _ No

Habitos tabaquicos: Si__ No__
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Examen Funcional

Perdida de Peso: Si No Dolor Abdominal: Si No Vomitos: Si No Llenura

Precoz: Si No
Examen Fisico:
Peso: Talla: IMC:

Signos vitales: TA: / FC: FR:

Anomalias encontradas:

Tacto Rectal: Sangre Si No

Paraclinicos:

EXAMEN VALOR
Hb

Hcto

TPT
TP

Glicemia

Creat

Urea
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Clasificacion endoscopica Borrmann

Ubicacion:

Clasificacion Histoldgica de Lauren:
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Anexo 2
Republica Bolivariana de Venezuela
Instituto Venezolano de Los Seguros Sociales
Servicio Oncoldgico Hospitalario de los Seguros Sociales
Departamento de Vias Digestivas

Servicio de Gastroenterologia

Consentimiento Escrito de Aceptacion del Protocolo de Estudio

Estimado paciente:

La presente es con la finalidad de solicitar su colaboracién para la realizacion del Trabajo
Especial de Investigacion titulado: “GENOTIPOS cagE Y virB11 DE HELICOBACTER PYLORI
ASOCIADOS A PATOLOGIAS GASTRODUODENALES?”, realizado por Roscelys Margarita
Cumana Betancourt y Mailyn Thais Soto Grazzina, Médicos Residente del Curso de Especializacion en

Gastroenterologia del Servicio Oncolédgico Hospitalario “Padre Machado”.

El propoésito de nuestro trabajo es determinar la relacién entre la infeccion por Helicobacter
Pylori genes cagE y virB11 y la aparicion de neoplasia gastrica en aquellos pacientes con histologia
previa de Adenocarcinoma gastrico y linfoma; que acudan a la consulta de gastroenterologia referidos

de centros foraneos a nuestro hospital, comparandolo con el grupo control sin neoplasia gastrica.

Para lograr este objetivo, se incluirdn 50 personas, con edades comprendidas entre 30 y 90 afios
gue acudan a la consulta de gastroenterologia con diagnostico Adenocarcinoma Gastrico, linfoma; asi
como también se incluiran 44 pacientes con gastroscopia negativa para neoplasia, los cuales seran

escogidos de forma aleatoria.

Un grupo de expertos en ética aprobd este estudio al considerarlo seguro para usted, segun las

leyes venezolanas.
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Su participacion es completamente voluntaria y en cualquier momento podra solicitar mayor
informacion si lo requiere. Al participar, estard usted colaborando con nuestro aprendizaje y con la
investigacion en esta importante area. Aun después de haber aceptado en un principio, es usted libre de

abandonar el estudio en cualquier momento.

Toda la informacion obtenida durante el estudio es confidencial, Unicamente accesible a su

médico y a las autoridades sanitarias que se encargan de inspeccionar estudios clinicos.

Agradecemos su valiosa colaboracion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo (paciente), , C.I , venezolano, mayor

de edad y de este domicilio, hago constar que deseo participar de forma libre y voluntaria en la
realizacion del Trabajo Especial de Investigacion titulado: “GENOTIPOS cagE Y virB11l DE
HELICOBACTER PYLORI ASOCIADOS A PATOLOGIAS GASTRODUODENALES”.
Comprendo la naturaleza de este estudio asi como sus riesgos. Igualmente aseguro que se me ha
informado de los basamentos de la investigacion y estoy consciente de las consecuencias del mismo.

Aceptando por tanto la administracién de los medicamentos en caso que sea necesario.

Fecha:

Firma:

Yo (investigador), , declaro que explique los procedimientos,

objetivos y riesgos del presente estudio; otorgue al paciente tiempo suficiente para decidir su

participacion y aclaré las dudas que surgieron.

Testigo:

Nombre: C.l.
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Anexo 3

Pares de cebadores para las amplificaciones de PCR de los genes de H. pylori

Nombre

HeliF

HeliR

GImMF

GLmMR

cagAF

cagAR

cagEF

cagER

virB11F

virB11R

Gen

16S ARNr

16S ARNr

glmMm

glmMm

cagA

cagA

cagk

cagEk

virB11

virB11

Secuencia

Referencia

5’- AACGATGAAGCTTCTAGCTTGCTAG -3° (Germani, et al., 1997)

5’- GTGCTTATTCSTNAGATACCGTCAT -3’

5’- GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG -

3’

5’- GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC -3’

5’-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAG-3’

5’-AGAAACAAAAGCAATACGATCATTC-3’

(Germani, et al., 1997)

(Kansau, et al., 1996)

(Kansau, et al., 1996)

Rugge et al., 1999

Rugge et al., 1999

5’- TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC (Sozzi et al., 2005)

-3’

5°- GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC -3° (Sozzi et al., 2005)

5’- TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC -3’

5’- GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC -3°

(Sozzi et al., 2005)

(Sozzi et al., 2005)
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