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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

El cancer es una patologia resultado de un crecimiento incontrolado y
diseminado de células, que puede afectar practicamente a todos los tejidos del
cuerpo. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (2006), los
canceres de pulmén, estbmago y colorectal, presentan las cinco mas altas
tasas de mortalidad debida a cancer en el mundo, tanto para hombres como
para mujeres. En el afio 2005, el 13% de las causas de muerte en el mundo
fue el cancer y de éstas mas del 70% tuvo lugar en paises en vias de
desarrollo. Estimandose cifras no alentadoras que pronostican 11.4 millones
de personas afectadas, para el 2030 (World Health Organization, 2006). En
nuestro pais la mortalidad debida al cancer ocupé el doceavo lugar entre las
principales causas de muerte en el 2005, siendo el cancer de estdbmago la
principal neoplasia maligna que afecta a los ecuatorianos (Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos, 2006).

A nivel mundial, un quinto de los canceres estan relacionados con las
afecciones cronicas (WHO, 2006), como es el caso de la infecciéon con la
bacteria Helicobacter pylori la cual incrementa el riesgo de padecer cancer
gastrico (Parsonnet et al, 1991), hecho que ha conducido a que esta bacteria
sea clasificada como un carcinégeno bioldgico, por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer, IARC? (citado por National Institute of Cancer,
2006). A pesar que el cancer gastrico es una enfermedad multifactorial (Correa
et al, 1975; Correa, 1992; Crew & Neugut, 2006), uno de los factores de riesgo

mas importantes para su génesis es la infeccion por H. pylori.

La infeccion con H. pylori es frecuente en los humanos. El Centro para
el Control y Prevencién de Enfermedades, CDC, estima que aproximadamente
dos tercios de la poblacion mundial hospedan a la bacteria (citado por NCI,
2006). En cuanto a su prevalencia se han encontrado diferencias significativas,

entre los paises desarrollados y en vias de desarrollo, asi como de acuerdo a

! IARC: Internacional Agency for Research on Cancer, por sus siglas en inglés.



la etnia, lugar de nacimiento, y factores socioeconémicos entre la poblacion de
un mismo pais. Actualmente, se presume que la infeccibn ocurre
preferentemente en la infancia, no obstante, su principal ruta de transmision
aun es tema de investigacion (Kim, 2005). En Ecuador, la tasa de infeccion por
H. pylori es del 93.2% (Sempértegui et al, 2007), y su seroprevalencia en la
poblacion infantil es del 63.03% (Gomez et al, 2004).

Consecuentemente, se han realizado investigaciones para determinar
cudles son las estrategias que ha desarrollado H. pylori para colonizar el
hospedero, y asegurar su supervivencia. En las cuales, se ha dilucidado la
existencia de varios factores de virulencia, que permiten a esta bacteria
sobrevivir en el ambiente extremadamente acido del tracto gastrico, alcanzar el
ambiente mas neutral de la capa mucosa, y resistir a la respuesta inmune
humana, resultando esto en una infeccion persistente (Stein, Rappuoli &
Covacci, 2001).

Uno de estos factores de virulencia es la denominada “isla de
patogenicidad”, cag PAIl. Esta isla contiene 31 fases de lectura abierta
(ORFs?), una de las cuales codifica para la proteina antigeno A asociada a la
citotoxina, CagA®. Aunque la funcién de CagA a nivel molecular es aln
desconocida, se ha sugerido que esta involucrada en cambios de la morfologia
y actividad de fosforilacion de la célula hospedera. Estos cambios morfoldgicos
constituyen en los rearreglos del citoesqueleto de actina, lo que conlleva a la
formacion de estructuras que facilitarian la adherencia de la bacteria. También,
la isla de patogenicidad cag induce a la produccién de un factor quimiotactico,
la Interleuquina 8 (IL-8), por parte de las células epiteliales gastricas que causa
la infiltracion de neutrofilos en el sitio infectado, dando como resultado una

fuerte respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica (Stein et al, 2001).

En este sentido, las investigaciones indican que el dafio oxidativo del
DNA esta asociado con la infeccion por H. pylori, y que pacientes positivos para
cagA estan asociados a estados mas severos de gastritis (Li, Pignatelli &

Ohshima, 2004; Farinati et al, 2006). Asimismo, estudios efectuados en lineas

2 ORFs: Open Reading Frames, por sus siglas en inglés.
% CagA: cytotoxin-associated gene A antigen, por sus siglas en inglés.



celulares indican que la proteina CagA, altera los mecanismos que mantienen
la diferenciacion normal del epitelio, incluyendo la adhesion celular, polaridad
celular, y la inhibicion de la migracién (Bagnoli, Buti, Tompkins, Covacci &
Amiela, 2005), sefialando de esta forma que la infeccion con cepas de H. pylori
cagA positivas incrementa el riesgo para cancer gastrico sobre el riesgo
asociado con la infeccibn solamente de H. pylori (Kuipers, Pérez-Pérez,
Meuwissen & Blazer, 1995; Parsonnet, Friedman, Orentreich & Vogelman,
1997; Sozzi et al, 1998; Maaroos et al, 1999; tawniczak & Starzynska, 2002;
Wu et al, 2003; Huang, Zheng, Sumanac, Irvine & Hunt, 2003).

En nuestro pais, solamente se cuenta con un estudio relacionado al
genotipo de las cepas de H. pylori que infectan a los ecuatorianos, la
investigacion efectuada en el hospital de SOLCA en Guayaquil revelo un gran
predominio del genotipo cagA+, 92.1%, empero el estudio fue generado con un
analisis de 38 muestras (Debets-Ossenkopp et al, 2003). Situacion ineludible
para realizar estudios dentro de esta linea investigativa, que permitan conocer
el comportamiento de las cepas de H. pylori en relacion al genotipo cagA, y que
podran ser usados en la identificacion de individuos con mayor riesgo para el

desarrollo del cancer gastrico.

1.2 Justificacion del problema

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial. Afecta a todas
las personas, desde jovenes a adultos mayores, tanto a hombres como a
mujeres, asi como a individuos de condiciones socioeconOmicas alta y baja
(World Health Organization, 2006).

El cancer gastrico se ha registrado en un alto indice a nivel global,
llegando a estar entre los cinco canceres que se presentan con mayor
frecuencia (WHO, 2006), y es a nivel mundial la segunda causa mas comun
relacionada a defunciones por cancer. Esto ha conducido a la realizacion de
estudios, que han descrito al cancer gastrico como una enfermedad
multifactorial (Correa et al, 1975; Correa, 1992; Crew & Neugut, 2006),
encontrando que entre los factores de riesgo estan: la infecciébn por

Helicobacter pylori, la dieta y la obesidad (Crew & Neugut, 2006). De éstos, H.



pylori es uno de los factores mas importantes en su génesis (National Institute
of Cancer, 2006), suceso que ha marcado una nueva linea investigativa en la
comunidad cientifica a nivel mundial, lo cual se puede cuantificar y ver reflejado
en la gran cantidad de articulos publicados respecto a H. pylori hasta el
presente.

La asociacién entre el cancer géastrico y H. pylori puede ser descrita por
dos posibles mecanismos: el uno sostiene, que por si misma la bacteria
promueve un efecto de carcinogénesis, y el otro se basa en el establecimiento
de un ambiente carcinogénico debido a una infeccion persistente con H. pylori.
En el segundo caso, aunque intrinsicamente H. pylori no promueve el efecto
carcinogénico, la infeccion causa inflamacion de la mucosa géstrica y la
infeccion cronica causa una atrofia de la mucosa, dando como resultado una
metaplasia intestinal, siendo estos ultimos cambios considerados como
importantes precursores del cancer gastrico (Asaka, Sepulveda, Sugiyama &
Graham, 2001).

A pesar que la infeccion por H. pylori es prevalente en poblaciones
asintomaticas, de las cuales solo unas pocas personas desarrollan cancer, es
decir, no todas las cepas de H. pylori son igualmente patégenas (Sozzi et al,
1998), esta constituye una razon suficiente para investigar sobre los factores de
virulencia inherentes a la bacteria que pueden influir en el desarrollo del cancer
gastrico, una vez que se ha establecido la infeccion por H. pylori.
Principalmente, cuando estudios sefialan que paises en vias de desarrollo,
COmo es nuestro caso, presentan una mayor prevalencia a infecciones por H.
pylori (Kim, 2005). Uno de estos factores constituyen la expresion proteica
diferenciada entre las cepas de H. pylori que infectan al individuo, proteinas
gue ayudan a la bacteria a una mejor colonizacion y supervivencia dentro del
hospedero (Stein et al, 2001).

Tomando esto como precedente, estudios han encontrado una asociacion
entre la infeccién con cepas de H. pylori que expresan la proteina CagA y un
incremento en la inducciéon de la gastritis, aumentando de esta forma el riesgo
para el cancer gastrico. Asimismo, estas cepas cagA positivas inducen a la

produccion por parte de las células epiteliales gastricas de un factor



quimiotactico, la interleuquina 8 (IL-8), causante de la infiltracion de neutréfilos
en el sitio infectado, dando como resultado una fuerte respuesta inflamatoria en

la mucosa gastrica (Stein et al, 2001).

Considerando que, en nuestro pais existen escasos estudios relacionados
al andlisis del comportamiento de H. pylori en la poblacién, es precisa la
investigacion planteada, para de esta forma no solo se obtenga un referente de
la prevalencia de H. pylori en la poblacion ecuatoriana, sino lograr establecer el
genotipo que se presenta con mayor frecuencia entre los individuos y
determinar cual es la relacion de este factor de virulencia con la severidad del
dafio histoldgico. Estudio que tendra un gran impacto, y permitira evaluar las
diferencias potenciales en la prevalencia e intensidad de las patologias
gastricas, entre pacientes infectados con cepas cagA positivas y cagA

negativas.

Asimismo, en el caso de que esta investigacion encontrara una mayor
incidencia de infeccion por H. pylori con cepas cagA positivas, correlacionada
patologias gastricas mas severas, y una significativa presencia de cambios
sugestivos para el cancer gastrico entre los individuos analizados, este estudio
podra ser vinculado para la realizacion de nuevas investigaciones encaminadas
al diseflo de estrategias para evitar el desarrollo del cancer gastrico. Caso
contrario, si no se determina esta relacion, este trabajo servird como referente
para que nuevas investigaciones traten de determinar otros posibles factores
intrinsecos de H. pylori, que estarian asociados a las patologias mas severas e
implicados en el desarrollo de la oncopatologia gastrica entre los ecuatorianos.
Preocupandose siempre por Unico objetivo, mejorar la calidad de vida del

individuo afectado por esta bacteria.
1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Determinar la relacién entre la infeccidon por cepas de Helicobacter pylori
genotipo cagA+ y las patologias gastricas, en pacientes de tres hospitales de la

provincia de Pichincha, Ecuador.
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1.3.2 Objetivos especificos

Evaluar la prevalencia de H. pylori en la poblacién analizada.

Evaluar la prevalencia del genotipo cagA+ para H. pylori en la poblacion

analizada.

Detallar la frecuencia de las patologias gastricas encontradas en la

poblacion analizada.

Correlacionar la positividad para el genotipo cagA con la edad, sexo y
patologias gastricas, en la poblacién analizada infectada con H. pylori.

1.4 Marco Teodrico

1.4.1 Generalidades

El cancer gastrico al ser el cuarto cancer mas comun y la segunda
causa de muerte por cancer, se ha convertido en un gran problema de salud
publica a nivel mundial. Las tasas de incidencia de cancer gastrico varian entre
las diferentes poblaciones (Figura 1.1), cerca de dos tercios de los canceres de
estbmago ocurren en los paises en desarrollo. Ademas, las poblaciones que
migran desde areas con elevado riesgo para esta oncopatologia, como Japon,
muestran una marcada reduccion en el riesgo cuando emigran a regiones de
baja incidencia, como Estados Unidos. Por lo que, las generaciones ulteriores

adquieren los niveles de riesgo del pais hospedero (Crew & Neugut, 2006).

El cancer gastrico es una enfermedad multifactorial (Correa et al, 1975;
Correa, 1992; Crew & Neugut, 2006). La marcada variacién geografica, las
tendencias en el tiempo, y el efecto migratorio sobre la incidencia del cancer
gastrico, sugiere que factores ambientales o el estilo de vida, son los
principales coadyuvantes para la etiologia de esta enfermedad (Crew &
Neugut, 2006). Entre los factores de riesgo se encuentran la infeccion por
Helicobacter pylori, factores de la dieta como: alimentos preservados con sal y

nitritos encontrados en las carnes conservadas, la obesidad, y factores menos
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comunes como: la radiacién, cirugias géstricas para condiciones benignas, y el

virus Epstein-Barr (Crew & Neugut, 2006).

H<59 W<96 <146 M <23.6 HM<70.0

Figura 1.1 Incidencia mundial del cancer de estbmago en hombres

Tasa anual (mundial) estandarizada por 100 000 habitantes.

Fuente: Crew & Neugut, 2006

< 55%

Figura 1.2 Prevalencia mundial de la infeccion por H. pylori en adultos

asintomaticos
Fuente: Crew & Neugut, 2006

H. pylori es un patégeno gastrico, que coloniza a aproximadamente
dos tercios de la poblacion mundial (NCI, 2006). Los paises con elevadas

tasas de cancer gastrico tipicamente estan asociados con una alta prevalencia
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de infeccion por H. pylori, y la declinacion en la prevalencia de H. pylori en los
paises desarrollados es paralela a la disminucion de la incidencia de cancer
gastrico (Figura 1.2) (Crew & Neugut, 2006). Tendencia evidenciada en
nuestro pais con la alta prevalencia (93.2%) de H. pylori (Sempértegui et al,
2007) y la elevada incidencia de cancer gastrico, estimada en 29 casos por 100
000 habitantes por afo (Debets-Ossenkopp et al, 2003); oncopatologia
causante de una alta tasa de mortalidad femenina y masculina, de 10.9% y
13.3%, respectivamente (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2006).

La infeccion con H. pylori esta relacionada a un amplio espectro de
patologias, desde gastritis leves hasta Ulceras pépticas (Marshall & Warren,
1984), y en algunos individuos conduce al desarrollo de céancer géstrico
(Parsonnet et al, 1991). Esta relacion ha incentivado un interés considerable,
para determinar si el cancer gastrico puede ser prevenido por la erradicacion
de H. pylori, e investigar los mecanismos por los cuales, esta bacteria
extracelular y su respuesta inflamatoria asociada promueven la carcinogenesis
(Eguchi & Moss, 2002). Encontrandose que los mecanismos patogénicos
vinculados a la infeccion con H. pylori, que acentian la susceptibilidad del
epitelio gastrico para la conversion carcinogénica, y que alteran la expresion
geénica del epitelio, estan relacionados con: la infiltracidn extensa de leucocitos
polimorfonucleares, la densidad bacteriana, y la presencia de factores de
virulencia, como: vacA, babA y cagA (Hofman et al, 2007). Estudios revelan
que, H. pylori genotipo cagA, se presenta en un alto porcentaje en individuos
con altos grados de inflamacidn gastrica, gastritis atréfica (Kuipers et al, 1995;
Peek et al, 1995), gastritis cronica activa (Asrat et al, 2004), altos grados de
infiltracion de linfocitos y neutrdfilos, dafio epitelial (Nogueira et al, 2001),
ulceracién péptica (Ching et al, 1996) y ulceracion duodenal (Cover et al,1995;
Hamlet et al, 1999; Konradsson et al, 2003). Por lo que, las cepas de H. pylori
positivas para cagA son la causa mas probable para el desarrollo del cancer

gastrico (Beales et al, 1996; Plummer et al, 2007).

1.4.2 El estbmago

El estbmago es un érgano en forma de saco que une al eséfago con el

intestino delgado. Posee una curva interna cdncava hacia la derecha, llamada



curvatura menor, y una convexidad externa hacia la izquierda, la curvatura
mayor (Robbins, 2000).

Estdmago Foveola Gastrica (Reglon findica)

Capa mucosa

fondo

Cardias } Células mucosas

Células parietales
(secrecion acida)

Cuerpo

Celulas principales

o Células

)i o enteroendocrinas

Filoro

Fatro

Células D v
Células G

Figura 1.3 Representacion esquematica de la estructura gastrica.

El estémago esta divido en cinco regiones (cardias, fondo, cuerpo, antro, y piloro). El epitelio
gastrico esta cubierto por una capa protectiva de moco revestido por células epiteliales
especializadas. Las foveas gastricas contienen varios tipos de células, incluyendo células
secretoras de moco y células enteroendocrinas. La disposicion de los tipos de células
encontradas en las foveolas gastricas varia entre las diferentes regiones del estémago. La
colonizacion de H. pylori principalmente se localiza en el antro, el cual carece de células

parietales secretoras de acido.

Fuente: Mobley, Mendz & Hazell, 2001.

El estbmago se divide en cinco regiones anatomicas (Figura 1.3). El
cardias, un esfinter que une el eséfago con el estbmago y evita el reflujo del

contenido gastrico. EIl fondo, una region en forma de cupula. EIl cuerpo, una



regibn que comprende la mayor area del estbmago. Y el antro, una region
estrecha y separada del duodeno o primera porcién del intestino delgado, por el
piloro, un esfinter muscular. Toda la superficie mucosa del estbmago esta
cubierta por millones de orificios o foveas géstricas (Figura 1.3) que estan
revestidas por las glandulas, las cuales estan constituidas por células
especializadas para la secrecibn de moco y enzimas. Fisiolégicamente la
caracteristica esencial de la mucosa gastrica es la secrecibn de acido
clorhidrico, que conjuntamente con las sustancias secretadas por las glandulas
gastricas ayudan en el proceso digestivo iniciado con la ingestién de los
alimentos (Robbins, 2000).

1.4.2.1 Proteccidon de la mucosa gastrica

Los mecanismos por los cuales se protege la mucosa gastrica frente a

la secrecion de &cido y autodigestion son:

= Secrecion de moco: Las superficies del estomago y del duodeno poseen
una fina capa de moco.

= Secrecion de bicarbonato: Las células del epitelio de la superficie del
estbmago y del duodeno secretan bicarbonato, creando un microambiente
de pH practicamente neutro en las zonas adyacentes a la superficie celular.

= Barrera epitelial: Las uniones intimas intercelulares proporcionan una
barrera, en la que cualquier rotura de ésta va seguida de su restitucion
inmediata.

»= Riego sanguineo mucoso: La rica vascularizacion de la mucosa proporciona

oxigeno y nutrientes a las células epiteliales (Robbins, 2000).

1.4.3 Patologias gastricas asociadas a la infeccién por H. pylori

Las patologias de la mucosa gastrica pueden ser de naturaleza
congénita o ser el resultado de lesiones gastricas, como lo son: la gastritis, la
Ulcera péptica y los tumores gastricos (Robbins, 2000). Inicialmente se penso
gue estas lesiones eran causadas por: el estrés, el consumo excesivo de
alcohol, el reflujo biliar e inclusive por el consumo de bebidas calientes y
comidas picantes (Dixon, 2001). Sin embargo, no fue hasta 1982, cuando

Marshall y Warren identificaron a una bacteria espiral asociada al epitelio
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gastrico en una gastritis cronica activa, denominada inicialmente
Campylobacter pyloridis (Mitchell, 2001), que pudieron dar una explicacion
etiologica para la gran cantidad de cambios patolégicos observados en la
mucosa gastrica. Principalmente, al conocer que la gastritis cronica es la via
comun por la cual se originan patologias mas severas como la ulceracion
péptica, el carcinoma gastrico, y el linfoma; enfermedades que
histologicamente se relacionan con: la inflamacion crénica, la atrofia, la
metaplasia intestinal y displasia (Dixon, 2001). Hoy por hoy, Helicobacter
pylori, como es conocida la bacteria actualmente, es un agente etioldgico ya
establecido para la gastritis cronica y un factor que predispone para las
enfermedades de ulceracién péptica, el cancer gastrico, y linfomas tipo MALT
(Mitchell, 2001).

1.4.3.1 Patologia de la gastritis cronica

La gastritis se define como la inflamacion de la mucosa gastrica; esta
inflamacion puede ser predominantemente aguda, con infiltracion por
neutrofilos; o cronica, con linfocitos, células plasmaticas o ambos (Robbins,
2000). La gastritis cronica se caracteriza por la presencia de alteraciones
inflamatorias crénicas en la mucosa, que acaban por producir atrofia y
metaplasia epitelial. Las lesiones del epitelio pueden convertirse en
displasicas, constituyéndose en precursoras para el desarrollo del carcinoma.
La gastritis cronica, es notable por sus distintos subgrupos causales y por los
patrones de alteraciones histoldgicas, variables en distintas zonas del mundo.
En los paises occidentales, la prevalencia de las alteraciones histoldgicas
indicativas de gastritis cronica, supera el 50% en los ultimos decenios de la
vida (Robbins, 2000). Etiolégicamente, a la gastritis cronica se la ha asociado

con:

Infeccion crénica por H. pylori

= Inmunoldgica (autoinmunitaria)

= Tobxica, como la asociada al consumo de alcohol y cigarrillos
= Posquirdrgica

= Enfermedades granulomatosas

= Por radiacion
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De las cuales la asociacion etiologica mas importante es la infeccion

cronica por H. pylori (Robbins, 2000).

1.4.3.1.1 Interacciones entre H. pylori y el hospedero que regulan la
colonizacion y patogenicidad de la bacteria

Una vez que se presenta la infeccion por H. pylori en el tracto digestivo,
de inmediato la enfrentan los factores antimicrobianos que existen en las
secreciones mucosas, de la cavidad oral y del estbmago. Si bien, se ha
demostrado que la saliva posee actividad antiviral y antibacteriana, y de hecho
algunos estudios han sugerido que la saliva puede también tener una actividad
protectora contra H. pylori, aln no se ha definido como esta actividad
antimicrobiana hace frente a la bacteria; basta decir, que el tiempo de transito
a través de la cavidad oral es tan breve, que probablemente el mayor desafio
para H. pylori, es encontrarse en el microambiente gastrico (Wang, Blanchard &
Ernst, 2001).

En el estbmago, la superposicion de la mucosa en el epitelio gastrico
provee una “cubierta antiséptica”, que contiene anticuerpos y factores
antimicrobianos como la lactoferrina y la lisozima que protege a los tejidos
mucosos. Para ayudar a eludir este obstaculo, H. pylori expresa moléculas que
son mucoliticas. Esta propiedad, junto con la presencia de flagelos, permite a
H. pylori penetrar en la capa mucosa y situarse adyacente a las células
epiteliales (Wang et al, 2001).

Si bien, la barrera mucosa proporciona un nivel de proteccion contra la
colonizacion de microorganismos, el mecanismo fundamental en el estdmago
gue ofrece la proteccion antimicrobiana es el acido gastrico. Razoén por la cual
H. pylori ha evolucionado para producir una enzima ureasa, que posee
actividad especifica en el bajo pH encontrado en el estdbmago, permitiéndole a
la bacteria amortiguar su ambiente adyacente, por conversion de la urea en
amoniaco. Esta actividad enziméatica se complementa con un complejo
mecanismo bioquimico que optimiza la actividad especifica de esta enzima.
Indiscutiblemente, la presencia de la enzima ureasa que es funcional a un bajo

pH representa un paso trascendente en la evolucion de H. pylori, con el
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propdsito de permitir la
2001).

colonizacion exitosa en el ambiente &cido (Wang et al,

Cuadro 1.1 Factores de virulencia identificados en H. pylori

Factor de virulencia

Efecto

Para la colonizacioén:

Flagelos

Ureasa

Adhesinas

Para el dafio tisular:
Enzimas proteoliticas
Citotoxina de 120
kDa (CagA)
Citotoxina
vacuolizante (VacA)
Fosfolipasa A
Alcohol

deshidrogenasa

Para la supervivencia:
Superoxido

dismutasa

Catalasa

Formas cocoideas

Otros:

Lipopolisacaridos

Proporcionan movimientos activos que le permiten
penetrar en la capa mucosa

Neutraliza el acido y mantiene un microambiente
neutral

Anchan a H. pylori en el epitelio

La glucosulfatasa degrada la mucina gastrica.

Esta relacionada con la Ulcera y gastritis severas

Dafa el epitelio gastrico

Digiere los fosfolipidos de las membranas celulares

Lesiona a la mucosa gastrica

Destruye el superoéxido producido por los leucocitos
polimorfonucleares y los macréfagos, lo que impide la
muerte de la bacteria.

Impide la fagocitosis y la muerte.

Formas en estado latente, que sobreviven por varios

afos.

Inducen la respuesta inmune del hospedero

Fuente: Percival & Wadstrom, 2001
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Otra caracteristica del microambiente gastrico que puede favorecer la
supervivencia inicial de H. pylori, es la relativa ausencia de células inmunes e
inflamatorias en la mucosa gastrica normal no infectada. La ausencia de estas
células efectoras podria proporcionar el tiempo necesario para que H. pylori
establezca y amplie una infeccién persistente (Wang et al, 2001). En el Cuadro
1.1 se resumen los factores de virulencia que se han identificado en H. pylori,
los cuales le permiten a la bacteria sobrevivir en el ambiente extremadamente
acido del tracto gastrico, alcanzar un entorno mas neutral en la capa mucosa, y
enfrentar a la respuesta inmunitaria humana, dando como resultado su

persistencia (Stein et al, 2001).

1.4.3.1.2 Caracteristicas de la gastritis por H. pylori

a) Fase aguda

En un inicio, en la mayoria de los individuos la fase aguda de la
infeccion por H. pylori es subclinica. Esta bacteria gram negativa, al estar en la
mucosa gastrica se multiplica y se ubica en la proximidad de la superficie de las
células epiteliales. Frente a la infeccion el epitelio responde con: la pérdida del
moco y células que lo revisten, y la disminucion en la secrecion de acido
(hipoclorhidria) que puede tomar varias semanas para que se normalice. Sin
embargo, los niveles de acido permanecen mas bajos de lo normal durante el
transcurso de la infeccion, lo cual indica que este es un factor relacionado con
la persistencia de la bacteria. En la fase aguda, los factores de virulencia que
inicialmente estimulan la respuesta inmune, principalmente la relacionada con
la infiltracion de polimorfonucleares, son los lipopolisacaridos y adhesinas
bacterianas. Sobre las 3 a 4 semanas, en una minoria de individuos, el
microorganismo es eliminado por los mecanismos inmunes, no obstante en la
mayoria de personas esta respuesta no logra eliminar a la bacteria, por lo que
la acumulacion gradual de las células inmunes en el sitio de la infeccion

conlleva a una gastritis crénica (Dixon, 2001)
b) Gastritis cronica activa

La gastritis crénica activa por H. pylori, se caracteriza por la

acumulacién de neutréfilos alrededor y dentro del compartimiento celular, en la
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fovea géstrica donde se presenta la infeccion. La liberacion de productos
perjudiciales por las células inmunes y las bacterias en este sitio destruiria las
células madre, arrestando la renovacion de las células del epitelio glandular, y
consecuentemente conduciria a una pérdida completa de la unidad de la fovea

glandular, lo cual se conoce como atrofia (Dixon, 2001).
c) Atrofia

La atrofia se define como la pérdida de tejido glandular por repetidos o
continuos dafios en la mucosa. La atrofia en la gastritis por H. pylori puede
deberse directamente a los efectos bacterianos, o ser consecuencia de la
respuesta inflamatoria o inmune del hospedero. EI dafio directo por los
productos de amonio puede provocar la destruccion de las células epiteliales,
pero es poco probable que este sea un mecanismo importante en la capa
glandular como lo es la colonizacion bacteriana con cepas de H. pylori mas
virulentas; por lo cual, es mas posible que estén asociadas con atrofia cepas
positivas para la citotoxina y CagA. Dichas cepas son “proinflamatorias”, y
también podrian conducir a una mayor liberacion de agentes potencialmente
destructivos como, proteasas y radicales libres de las células inflamatorias
(Dixon, 2001).

Con el incremento de la atrofia glandular declina la positividad de la
prevalencia de H. pylori; principalmente existen dos razones que explican esta
pérdida: primero, H. pylori solamente coloniza el epitelio gastrico, por lo cual, la
bacteria esta ausente en las areas de metaplasia intestinal completa; y
segundo, la bacteria Unicamente prospera en un limitado rango de pH
condicionado por un ambiente parcialmente acido. Por lo tanto, la ausencia de
H. pylori en el estbmago atréfico no rechaza su rol, en que su infeccién sea la

causante de la gastritis (Dixon, 2001).
d) Metaplasia Intestinal

La metaplasia de define como un cambio potencialmente reversible, en
el cual un tipo de células completamente diferenciadas son remplazadas por

otro tipo de células diferenciadas, y por lo general representa un cambio a
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células mas capaces para soportar un entorno adverso. La metaplasia siempre
se asocia con la estimulacion anormal del crecimiento, por ejemplo, durante la
regeneracion debida a una lesién mucosa, por lo que puede ser temporal. Sin
embargo, la persistencia de la metaplasia indica que el cambio debe ser
hederitario en la division celular, es decir, demuestra la presencia de una
alteracion a nivel de las células madre, que en Ultima instancia determina el
fenotipo celular. Asi, la metaplasia intestinal representa un cambio de un

fenotipo epitelial gastrico, a un pequefio o gran fenotipo intestinal (Dixon, 2001).

En la gastritis por H. pylori, la metaplasia intestinal esta correlacionada
significativamente con la edad, es mucho mas frecuente en el antro que en el
cuerpo, y se la asocia mas comunmente con la Ulcera gastrica que con las
Ulceras pilérica o duodenal. Ademas, se encuentra con mas frecuencia en
casos de H. pylori positivo que en negativos, a pesar que, los estbmagos con
una extensa atrofia y metaplasia tienden a convertirse en negativos para la

presencia de la bacteria (Dixon, 2001).
e) Displasia

En las gastritis cronicas de larga evolucion, el epitelio desarrolla
alteraciones citolégicas, tales como variaciones del tamafio, forma y orientacion
de sus células y aumento del tamafio de los nucleos. Estas alteraciones
displasicas pueden ser tan intensas, al punto que constituyen un verdadero
carcinoma in situ. La displasia de la mucosa gastrica representa la via comun
final, a través de la cual se originan los canceres gastricos de tipo intestinal;
debido a que, se conoce que los adenomas gastricos se malignizan y éstos son

lesiones que contienen mucosa displasica (Robbins, 2000).

1.4.3.1.3 Patrones de la gastritis por H. pylori

a) Gastritis predominantemente antral

En la mayoria de individuos infectados, por lo menos de los paises
menos desarrollados, la gastritis por H. pylori es en cierta forma, mas

pronunciada en el antro que el cuerpo. Cuando existe esta diferencia

sustancial entre las dos zonas anatémicas del estbmago, de tal manera que la
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inflamacion existente en el cuerpo es minima y es marcada su participacion en
el antro, la gastritis es denominada como “predominantemente antral”. Este
patrén se encuentra en los pacientes con Ulcera duodenal y es un marcador de
la diatesis para Ulcera duodenal. La relativa resistencia de la mucosa géastrica
del cuerpo para la colonizacién de H. pylori y la susceptibilidad de la mucosa
duodenal a la ulceracion, se explican mejor por la alta concentracion local de
acido en el cuerpo y el aumento de la produccion de acido del estbmago al
duodeno, en individuos con riesgo a ulceracion duodenal (Dixon, 2001).

b) Gastritis de cuerpo

En una minoria de los individuos infectados en poblaciones
occidentales, se observa un patron de gastritis predominantemente de cuerpo,
estas personas suelen tener una produccion baja de acido. Sin embargo,
también en el caso de pacientes con reflujo esofagico que tienen un tratamiento
para la supresion sostenida del acido con inhibidores de la bomba de protones,
se produce un incremento de la colonizacion de H. pylori tanto en el cuerpo
como en el antro, y un giro de la predominancia de la gastritis, del antro hacia

el cuerpo (Dixon, 2001).

1.4.3.2 Patologia del cancer gastrico

De los tumores malignos que afectan al estbmago, el mas importante y
frecuente es, el carcinoma (90% a 95%). A continuacién y por orden de
frecuencia, se encuentran los linfomas (4%), los carcinoides (3%) y los tumores
malignos de células del estroma (2%). EI carcinoma gastrico es una
enfermedad extendida por todo el mundo. Es mas frecuente en los grupos de
menor nivel socioecondémico, y la relacion entre varones y mujeres es alrededor
de 2:1 (Robbins, 2000).

El carcinoma gastrico puede dividirse en dos grandes subtipos
histolégicos: (1) los que muestran una morfologia intestinal, con formacién de
tumores voluminosos compuestos por estructuras glandulares, y (2) los difusos,
con un patrén de crecimiento infiltrante y formados por células poco
diferenciadas y no cohesivas. La edad media de los pacientes con el tipo

intestinal es de 55 afios y la relacién varén:mujer, 2:1. El tipo difuso afecta a
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personas algo mas jévenes (edad media, 48 afios), con una relacién
varon:mujer aproximadamente similar. La caida de la incidencia del cancer
gastrico solo ha ocurrido en el tipo intestinal, de manera que, en la actualidad,
la incidencia de ambos tipos es similar (Robbins, 2000).

Cuadro 1.2 Factores asociados a una incidencia mayor de carcinoma
gastrico

Ambientales

Dieta
Nitritos derivados de los nitratos (agua, conservas alimenticias)
Alimentos ahumados y salados, vegetales encurtidos
Escasez de frutas y vegetales frescos

Bajo nivel socioeconémico

Tabaquismo

Factores del hospedero

Gastritis cronica

Hipoclorhidria: favorece la colonizaciéon por H. pylori

La metaplasia intestinal es una lesion precursora
Infeccion por H. pylori

Presente en la mayoria de los carcinomas de tipo intestinal
Gastrectomia parcial

Favorece el reflujo del jugo bilioso y alcalino intestinal
Adenomas gastricos

40% tienen cancer en el momento del diagnostico

30% tienen cancer adyacente en el momento del diagnostico
Esdéfago de Barrett

Mayor riesgo de tumores de la unidén gastroesofagica

Genéticos

Ligero aumento del riesgo en las personas de grupo sanguineo A
Antecedentes familiares de cancer gastrico

Sindrome de cancer hederitario de colon sin poliposis

Fuente: Robbins, 2000
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En cuanto a la patogenia, los principales factores que influyen en la
génesis del cancer se resumen en el Cuadro 1.2. Sin embargo, dichos factores
estan mas relacionados con el tipo intestinal, ya que los factores de riesgo tipo
difuso no han sido aun bien definidos. Parece que el tipo difuso del cancer
surge de novo, es decir, sin evolucionar a partir de una displasia (Robbins,
2000). En cuanto a los factores asociados al hospedero, la infeccion por H.
pylori, es uno de los mas importantes en su génesis (National Institute of
Cancer, 2006).

Mucosa normal

<~/ 4 H. pylori

Gastritis crénica activa

&

Respuesta inmune, dieta,
genética del huésped

Achlorhidria,
carcinogenos

Gastritis atrofica

<

Metaplasia intestinal

<7

Displasia

-

Cancer gastrico

Figura 1.4 Modelo que representa el papel de H. pylori y otros factores

en la carcinogénesis gastrica.
Fuente: Kusters et al, 2006.

El papel conjunto de H. pylori y otros factores en la carcinogénesis
gastrica, que se indica en la Figura 1.4 fue sugerida por Correa et al (1975) y
desde entonces ha sido el apoyo de muchos estudios. La colonizacién por H.
pylori induce la respuesta inflamatoria, la gastritis aguda inicial es seguida de
gastritis crénica activa, que dura para toda la vida si la infeccién no es tratada.
Sin embargo, los individuos positivos para H. pylori en su mayoria ignoran la
inflamacion, debido a la falta de sintomas clinicos. Esta respuesta inflamatoria

se caracteriza por una afluencia de neutrofilos, células mononucleares, y
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células helper 1 (Thl), normalmente destinadas a la remocion de infecciones
intracelulares. Sin embargo, H. pylori no es un patégeno intracelular, y por lo
tanto la respuesta de las Thl resulta en dafios a las células epiteliales y no en
la eliminacion de H. pylori. Asi, la progresiva presencia de H. pylori provoca
una respuesta proinflamatoria a lo largo de toda la vida, dando inicio a la
cascada histolégica descrita en la Figura 1.4. La constante produccion de
especies reactivas del oxigeno derivadas de la continua inflamacion dan lugar
al dafio del DNA, de esta manera, se considera necesaria la induccion de
multiples mutaciones para el inicio de la cascada para el cancer gastrico
(Figura 1.4) (Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006).

1.4.3.3 Patologia de la ulceracién péptica

La Ulcera péptica es una lesion crénica, que afectan a cualquier porcion
del aparato gastrointestinal expuesta a la accion agresiva de los jugos pépticos
y acido gastrico, y que se debe al desequilibrio entre los mecanismos de
defensa de la mucosa gastrica y las fuerzas nocivas (especialmente la
infeccion por H. pylori) (Robbins, 2000). Practicamente todos los pacientes con
Ulcera duodenal y alrededor del 70% de los que tienen ulceras gastricas estan
infectados por H. pylori. Ademas, el tratamiento con antibidticos de esa
infeccion favorece la curacion de las Ulceras y tiende a evitar su recidiva. Por
tanto, se ha prestado gran interés a los posibles mecanismos por los que este
microorganismo espiral rompe el equilibrio de las defensas de la mucosa

(Robbins, 2000). Entre las distintas propuestas se encuentran las siguientes:

= H. pylori secreta ureasa, que genera amoniaco libre, y una proteasa, que
degrada las glucoproteinas del moco gastrico.

= Los neutréfilos atraidos por H. pylori liberan mieloperoxidasa, que produce
acido hipocloroso, el cual en presencia del amoniaco, genera
monocloramina. Estos agentes pueden destruir las células del epitelio.

= Ademas de la elaboracion de enzimas, los antigenos de H. pylori atraen a
las células inflamatorias hacia la mucosa. La inflamacién cronica de ésta

facilita la accion lesiva del acido.

XXi



= Por ultimo, parece que la lesion de la mucosa permite la salida de los
elementos nutritivos del tejido hacia el microambiente superficial,

manteniendo asi el crecimiento de los bacilos.

En realidad, s6lo del 10 al 20% de las personas infectadas por H. pylori
en todo el mundo desarrollan una Ulcera péptica. Por tanto, el enigma
fundamental es por qué unas personas son susceptibles y otras no. Aunque se
conoce la relacion existente entre la infeccion por H. pylori y las Ulceras
gastricas y duodenales, las interacciones que conducen a la formacién de

dichas ulceras siguen siendo motivo de investigacion (Robbins, 2000).

1.4.3.4 Sistemas para la clasificacion de patologias de la mucosa géstrica

Un numero cada vez mayor de estudios documentan la patologia de la
gastritis, su relaciéon con H. pylori y la respuesta a agentes terapéuticos. En la
actualidad, se usa una gran variedad de sistemas de clasificacion, lo cual hace
dificil comparar estos resultados. Por lo tanto, fue ineludible la produccion de
un sistema, que aportando nuevos conocimientos, tuviera una amplia
aceptacion. Indistintamente una propuesta de clasificacion, para conseguir una
amplia aceptacion, debe ser simple, facil de aplicar, flexible, correlacionarse
con las clasificaciones existentes, sensibles para el monitoreo de la terapia y
contener la informacién que es destinada a los gastroenterélogos y analistas
clinicos, como también a los investigadores. El sistema de clasificacion Sydney

fue disefiado cumpliendo con estos requerimientos (Price, 1991).

El sistema Sydney incorpora una combinacion logica de la etiologia,
topografia y morfologia (Figura 1.5), se basa en gran medida en muchos
elementos claves de las clasificaciones predecesoras. La seccion de
morfologia incluye un detalle histoldgico y una formula comun para el grado de
severidad de las lesiones, desde el patron basico hasta la distribucion
topografica de la gastritis, estos datos constituyen los elementos descriptivos

de la mayoria de los informes de patologia (Price, 1991).

Una caracteristica fundamental del sistema Sydney es el estandar de la
escala de clasificacién, aplicable a un numero seleccionado de variables

morfologicas. Contiene un sistema de tres grados: leve, moderado y severo,
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como criterio general, donde cada grado representa un incremento en la
severidad de aproximadamente un tercio. Las variables de clasificacion son:
inflamacion, actividad, atrofia, metaplasia y densidad de organismos presuntos
H. pylori (Figura 1.5) (Price, 1991).

' DIVISION HISTOLOGICA |

ETIOLOGIA TOPOGRAFIA MORFOLOGIA

GASTRITIS AGUDA
GASTRITIS CRONICA
FORMAS ESPECIALES

inflamacidn

actividad

metaplasia
intestinal

Helicobacter
pylori

VARIABLES
GRADUALES

ETIOLOGIA

pangastritis

ASOCIACIONES
PATOGENICAS

VARIABLES
NO
GRADUALES

no especifica

gastritis de gastritis de
antro cuerpo

especifica

GRADO DE SEVERIDAD: ninguna media moderada severa
Figura 1.5 Secciones de la division histologica del sistema Sydney
Fuente: Price, 1991.

La presencia o ausencia de H. pylori es un importante aspecto de la
clasificacion, que esta siendo adoptado como la etiologia mas comun de la
gastritis crénica. Como directriz, una colonizacién severa es la presencia de
grandes grupos de organismos en mas de dos tercios de la superficie de
mucosa examinada. Por el contrario, una colonizacion media es la presencia
de organismos individuales o pequefio grupos, que cubre menos de un tercio
de la superficie mucosa, y la colonizacibn moderada esta entre estas dos. Es
necesario saber si el paciente ha recibido una terapia especifica para la Ulcera
péptica, en las cuatro semanas antes de la toma de la biopsia, debido a que
estos pueden reprimir a los microorganismos y ocultar la etiologia de cualquier

gastritis presente (Price, 1991).
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1.4.4 Helicobacter pylori

1.4.4.1 Epidemiologia

La infeccién por Helicobacter pylori esta ampliamente extendida, se
estima que aproximadamente dos tercios de la poblacién mundial hospedan a
la bacteria (NCI, 2006). No obstante, existe una notable diferencia en su
prevalencia dentro y entre paises. Los estudios epidemiolégicos indican que,
las poblaciones de paises en desarrollo presentan una mayor prevalencia en
comparacién con las de los paises desarrollados, divergencia que ha sido
atribuida principalmente a la tasa de adquisicion de la bacteria en la nifiez, los
nifios de paises en vias de desarrollo tienen una prevalencia de H. pylori del 13
al 60%; mientras que, en los de paises desarrollados la tasa es baja, del 0 al
5%, principalmente debido al progreso que ha tenido estos ultimos en relacion
a la asistencia médica, el saneamiento y las condiciones de vida de sus
habitantes (Mitchell, 2001).

Ademas, se sugiere que la transmision de H. pylori se da
significativamente entre los miembros de la familia, las investigaciones han
encontrado que el riesgo de que un nifio adquiera la bacteria es de ocho veces
si la madre esta infectada, y de cuatro veces si el padre es el infectado. Las
vias de transmision son aun motivo de controversia, se ha sugerido que estas
pueden ser oral — oral o fecal — oral. Asimismo, la bacteria puede encontrarse
en reservorios de tipo ambiental, se ha descrito al agua contaminada como una

potencial fuente para la infeccion por H. pylori (Mitchell, 2001).

1.4.4.2 Morfologia

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, no formadora de
esporas, in vitro y en las condiciones 6ptimas, es una bacteria con forma de S
con 1 a 3 giros, de 0.5 x 5 ym de longitud, recubierta con un mechén de 5 a 7
flagelos polares (Figura 1.6); siendo ésta morfologia correlacionada con la
maxima motilidad in vitro. Su denso citoplasma contiene material nucleico y
ribosomas (Rourke & Bode, 2001). En todos los cultivos pretéritos o en los
expuestos a la atmosfera, las células pueden convertirse en cocoideas (Solnick
& Vandamme, 2001).
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Figura 1.6 H. pylori en forma de S recubierto con cinco a siete flagelos polares.

Emisién de campo SEM, barra = 0.5 pm.
Fuente: Mobley, Mendz & Hazell, 2001.

1.4.4.3 Genoma

El tamafio de los dos genomas secuenciados de H. pylori es de
aproximadamente 1.7 Mpb, con un contenido de G+C del 35 a 40%. EIl
genoma de la cepa de H. pylori 26695 contiene 1 587 genes, mientras que el
genoma de la cepa J99 contiene 1 491 genes. Ambos genomas contienen dos
copias de los genes de rRNA 16S, 23S y 5S. Muchas cepas llevan uno o mas
plasmidos, que no parecen portar genes de resistencia a antibiéticos o genes

de virulencia (Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006).

En contraste con otras bacterias patégenas que son altamente clonales
(como, Shigella dysenteriae y Mycobacterium tuberculosis), H. pylori es
genéticamente heterogénea, aludiendo una falta de clonalidad. Lo que se
traduce en que cada individuo positivo para H. pylori porta una cepa distinta,
aunque las diferencias dentro de los familiares pueden ser pequefias. La
heterogeneidad de su genoma es posiblemente una adaptacion de H. pylori a
las condiciones gastricas del hospedero; se cree que se produce a través de

varios métodos de rearreglos del DNA, y por la deleccién y la introduccién de
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secuencias foraneas. Estas Ultimas suelen tener un contenido aberrante de
G+C, y a menudo, portan genes implicados en la virulencia. Un ejemplo
notable de esto en H. pylori es la PAI cag, pero también se ha propuesto que la
plasticidad de otras regiones desempefian un rol la patogénesis de la infeccidn
por H. pylori (Kusters et al, 2006).

1.4.4.3.1 Isla de patogenicidad cag de H. pylori

Para que una bacteria huésped evolucione y se convierta en patégena
se requiere un tiempo considerable. No obstante, la evolucién bacteriana no es
solamente un proceso continuo, puede ocurrir por la dotacién de segmentos de
DNA mediante un proceso de transferencia horizontal. Este término describe la
adquisicion de DNA a partir de una fuente desconocida, como un fago, y su
posterior integracion en el cromosoma; 0 mediante la insercion de un gran
plasmido por recombinacion homologa. Estos bloques de DNA recién
integrados designados como “islas”, pueden codificar una variedad de
funciones, como: sistemas de absorcion de hierro, enzimas metabdlicas, o
adhesinas especificas de células. Las islas de patogenicidad (PAIls) son
identificables por su inusual contenido de G+C, su inestabilidad, su integracion
en loci especificos (por ejemplo, en genes de tRNA), y por la presencia de

repeticiones en las regiones flanqueantes (Stein et al, 2001).

La isla de patogenicidad (PAI) de H. pylori, es una regién de 40 kb, fue
originalmente denominada cag (cytotoxin-associated gene), debido a que se
pensé que estaba asociada con la expresion de la toxina vacuolizante (VacA).
Sin embargo, mas tarde se demostré6 que ambos factores, VacA y PAI, son
independientes uno del otro, a pesar que las cepas cag negativas no suelen
expresar VacA. A nivel genético, la isla de patogenicidad cag (PAI cag) esta
flanqueada por una repeticion de 31 pb, que contiene el sitio de recombinacion.
El médulo también forma el core de los extremos derecho e izquierdo de una
secuencia comun de insercién en H. pylori, el elemento 1S605, dependiendo de
la cepa, el nUmero de secuencias de insercion se relaciona con la PAI cag. Sin
embargo, frecuentemente la PAI cag se divide en las subregiones, cagl y cagll,
gue se interrumpen por dos elementos 1S605, entre estas dos secuencias de

insercion, hay DNA bacteriano presente. Las cepas tipo | son las que contienen
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a cagA y por lo tanto son las mas virulentas, que las tipo Il en donde cagA esta
ausente. La inestabilidad genética adicional de cag es resultado de las
supresiones y deleciones, que en algunos casos puede llevar a la pérdida de la
isla (Stein et al, 2001).
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Figura 1.7 Organizacion genética de la isla de patogenicidad cag.

Las fases de lectura abierta (ORFs) dentro de los 40 Kb de PAI cag estan representadas con
flechas, con denominaciones del gen cag (solo letras) abajo y con los nombres de los
homodlogos arriba. Las designaciones de los genes en el genoma total aparecen con un
namero de tres digitos. A continuacién se muestran tres arreglos alternativos de la PAI cag en
otras tres cepas de H. pylori. La denominacion is 605, se refiere a una secuencia de insercion;

tnpA, transposon A; tnpB, transposo6n B.
Fuente: Mobley, Mendz & Hazell, 2001.

El DNA de la PAI cag, tiene 31 fases de lectura abierta (ORFs) (Figura
1.7), una de las cuales codifica para el antigeno inmunodominante CagA
(cytotoxin-associated gene A antigen), localizado en el extremo 3’ de la isla.
CagA fue identificada como la primera proteina de la PAl y como un importante
factor de virulencia. El tamafio molecular de cagA es variable y depende del
namero de repeticiones, de un motivo de 102 a 108 pb, que se repite con cepas
especificas. A nivel proteico, la ausencia de repeticiones corresponde a un
peso molecular de 128 kDa; mientras que cada repeticion hasta un maximo de
cuatro repeticiones, modifica el peso molecular de CagA por 4 kDa

aproximadamente (Stein et al, 2001).
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La comparacién de cepas asiladas de pacientes con cancer gastrico,
con diferencias en el nimero de repeticiones, sugiere que las cepas con mas
repeticiones estan asociadas con niveles mas altos de anticuerpos CagA vy
grados mas severos de atrofia. Las repeticiones tienen una estructura modular,
gue es el resultado de duplicaciones y rearreglos de DNA de la region central
del gen cagA. Sin embargo, el nimero, secuencia, y posicion de los médulos
puede variar, dependiendo de la regién geografica de donde de aisl6 la cepa.
Estas diferencias locales, parecen ser el resultado de los frecuentes eventos de
recombinacion genética, y de la acumulacion de mutaciones en el gen cagA
gue fueron conservadas en la segregacion geogréafica. Ademas de CagA, una
caracteristica esencial de la PAI cag es que codifica un sistema de secrecion
tipo IV especifico para Helicobacter (Stein et al, 2001)

a) Sistema de secrecion tipo IV y sus funciones

Un sistema de secrecion es el mecanismo que usan los patdgenos,
para exportar las proteinas bacterianas de virulencia desde el citoplasma
bacteriano hacia la célula hospedera. Las moléculas exportadas, llamadas
efectores, interfieren con la gran variedad de vias de sefalizacion basica de la
célula hospedera. Los efectores son especies especificas. El sistema de
secrecion tipo IV, es capaz de trasladar proteinas de virulencia a la célula
hospedera, al igual que el sistema de secrecion tipo Il usado por muchos
patdégenos gram negativos, sin embargo es importante sefialar que el origen

evolutivo de los dos sistemas es diferente (Stein et al, 2001).

El sistema tipo Il probablemente evolucion6 de un sistema flagelar, y
los sistemas tipo IV se originaron a partir de un mecanismo de conjugacion;
mientras que los flagelos son organelos de la motilidad, los sistemas de
conjugacion permiten el intercambio de DNA entre bacterias. Sin embargo,
ambos sistemas también tienen importantes caracteristicas en comuan; se cree
gue ambos pueden trasportar proteinas a través de un complejo canal,
directamente a través de las membranas bacterianas interna y externa, al
citoplasma de la célula hospedera. Ademas estos sistemas usan chaperonas o
moléculas similares a la chaperonas, para estabilizar los efectores y dinamizar

la exportacion de proteinas por hidrélisis de ATP; su polimerizacién es
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transitoria, dado que se induce por contacto celular. Sin embargo, la variedad
de sustratos y en si el mecanismo de secrecidén, parecen ser menos uniformes
para el sistema tipo IV. Si bien, los sistemas tipo Il exportan exclusivamente
proteinas monoméricas, la maquinaria del tipo IV puede exportar

multisubunidades y complejos nucleoproteicos (Stein et al, 2001).

Hasta ahora, el grupo de los agentes patdégenos que codifican un
sistema de secrecion tipo IV esta compuesto por cinco especies:
Agrobacterium tumefaciens (virB y virD4), Bordetella pertussis (ptl), Legionella
pneumophila (icm/dot), Brucella suis (virB), y H. pylori (cag) (Stein et al, 2001).

b) Funciones patogénicas de la isla de patogenicidad cag

La isla de patogenicidad cag induce en la célula hospedera las vias de
sefalizacion para la traduccion, con la finalidad que éstas contribuyan a la
virulencia de H. pylori. En actualidad, se distinguen dos tipos de mecanismos
gue usa H. pylori para inducir estas vias de sefializacion, el uno depende del
antigeno inmunodominante de H. pylori, la proteina CagA; mientras que el otro
es independiente de CagA (Stein et al, 2001).

Para el mecanismo asociado a CagA, varios estudios mutacionales han
evidenciado que es necesario un sistema de secrecion tipo IV que permite que
la exportacion de CagA. En el interior de la célula hospedera, CagA se fosforila
mediante un residuo de tirosina, de una quinasa celular aun no identificada
(Figura 1.8). Aunque la funcion de CagA a nivel molecular aiin se desconoce,
se sugiere que esta involucrada en (1) cambios de la morfologia de la célula
hospedera (Stein et al, 2001) y (2) en la inducciéon de cambios en el estado de
fosforilacién de distintas proteinas celulares (Odenbreit et al, 2000). (1) Los
cambios morfolégicos constituyen en rearreglos del citoesqueleto de actina,
gue dan lugar a la formacién de estructuras tipo céliz o pedestales debajo de la
bacteria que esta adherida a la mucosa, a nivel molecular estos cambios estan
mediados por la activacion de complejos proteicos via GTPasas que permiten
la polimerizacion de la actina, similar comportamiento también se ha observado
en otras bacterias como: Listeria sp., Shigella sp. y Escherichia coli, las cuales

también causan rearreglos de los filamentos de actina en la célula hospedera
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(Segal, Falkow & Tompkins, 1996; Stein et al, 2001). (2) En cuanto a los
cambios en la fosforilacion de la célula hospedera, la translocacién de CagA
activa GTPasas de la familia Rho, las cuales a su vez activan las cascadas de
las quinasas MAP (mitogen-activated protein), quinasas que también se
translocan al nucleo, donde fosforilan a factores de transcripcion que inician las
vias requeridas para el crecimiento y la diferenciacion celular (Stein et al,
2001). Estudios ha descrito que, las cepas positivas para la cagA: afectan a la
proliferacién de las células gastricas epiteliales (Cabral et al, 2007), trastorna la
diferenciacién epitelial (Bagnoli et al, 2005), y atentan la apoptosis in vivo
(Rokkas et al, 1999). Por lo que, el hecho que CagA interfiera en el ciclo
celular, ofrece una posible explicacion para el aumento del cancer gastrico
debido a la infeccién por cepas positivas para CagA (Stein et al, 2001),
especialmente cuando se conoce que la fosforilacion es un mecanismo celular
de control para la mayoria de eventos intracelulares, y es el principal en la
regulacion de la organizacion del citoesqueleto durante el crecimiento y la

diferenciacion de la célula (Hunter, 1995).
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Figura 1.8 Modelo para los eventos de sefializacion mediados por

Helicobacter pylori.

(A) CagA, esquematizada como un circulo con un residuo de tirosina, Y, es translocada por
sistema de secrecion tipo IV, representado como canales. (B) Los tridngulos negros
representan las quinasas celulares que fosforilan a CagA en el residuo de tirosina (el grupo
fosfato esta indicado por *P). Las sefiales emitidas por CagA inducen la formacién de

pedestales. En (C) los pedestales se alargan.

Fuente: Stein, Rappuoli & Covacci, 2000.
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El segundo mecanismo, que es independiente de CagA, induce a las
células epiteliales gastricas para que secreten interleuquina 8 (IL-8). Mediante
analisis mutacionales se demostré que aunque la mayoria de los genes de la
isla de patogenicidad cag son necesarios para incrementar la secrecion de IL-8,
los mutantes para los genes cagA, cagF, cagN, y virD4 no alteran el nivel de
secrecion de la IL-8, a nivel molecular esta induccion también es mediada por
GTPasas que activan las cascadas de las quinasas MAP, que
subsecuentemente activan a otras quinasas que se unen al promotor de la IL-8
e inducen la transcripcién de la IL-8. La IL-8 es la principal quimioquina
causante de la infiltracion de neutrofilos en el sito infectado, lo que da como
resultado un fuerte proceso inflamatorio en la mucosa géstrica. Dado que H.
pylori es uno de los pocos patégenos que infectan cronicamente al hospedero,
esta inflamacion continua puede ser un factor importante para el desarrollo de

la enfermedad gastrica (Stein et al, 2001).

Recientes observaciones caracterizaron la implicacion de la PAI cag en
la fagocitosis de H. pylori. Estos estudios indicaron que, fagocitos
mononucleares capturaron a H. pylori, pero que las bacterias internalizadas no
murieron si se utilizaron para la infeccién cepas tipo | (contienen CagA); en
lugar de ello, H. pylori indujo una fusién de los fagosomas que condujo a la
formacion de grandes vacuolas, estas estructuras también Ilamadas
megasomas, contenian multiples organismos que fueron viables durante por lo
menos 24 horas; ademas, se observo que este proceso no fue inducido por
mutantes cag negativos (Stein et al, 2001). En otro estudio, el sistema de
secrecion tipo IV y la biosintesis de una nueva proteina, pero no CagA, se
requiri6 para bloquear la fagocitosis mediada por los leucocitos
polimorfonucleares y monocitos, y para evitar la internalizacion de H. pylori; lo
gue sugiere que CagA no es la Unica molécula que se inyecta en la célula
hospedera, sino que la PAI cag codifica otros factores que también son
exportados y pueden participar en la respuesta antifagocitica (Stein et al,
2001).

La funcion de la PAI cag en H. pylori y su asociacion con las patologias

gastricas ha sido objeto de controversia desde su descubrimiento en 1993. Se
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han realizado estudios con resultados clinicos diferentes, para probar si la
presencia de la PAI cag estd relacionada con la Ulcera péptica o cancer
gastrico. Frecuentemente, estos estudios se han basado en amplificaciones
del gen cagA por PCR, es decir, han usado a cagA como un marcador para la
PAI cag (Stein et al, 2001).

1.4.4.3.2 Importancia de la genotipificacion de H. pylori

Al ser H. pylori un patégeno de alta prevalencia en el ser humano y de
distribucién mundial, los métodos para la tipificacién de cepas son necesarios
para alcanzar una mejor comprension de su historia natural, epidemiologia, e
implicaciones clinicas (Owen, Taylor, Wang & van Doorn, 2001). La

informacion del tipo de cepa es clave para una serie de areas como:

= Monitoreo de los efectos de la terapia y procedimientos de intervencion

= Pistas de un ancestro clonal y comun, de las cepas en todo el mundo que
podrian ser pertinentes para el disefio de vacunas

= Asociaciones de la enfermedad con un determinado tipo de cepa

» Estudios de la infeccion en modelos animales

= Relaciones entre el tipo de cepa y la resistencia a medicamentos

= Investigacion de las vias de transmision

= |dentificacion de las principales cepas de referencia.

La deriva genética entre las cepas podria facilitarse durante la
transmision, cuando las células de H. pylori son expuestas al estrés ambiental.
Bajo ciertas condiciones, como el pH &cido y el estrés oxidativo, las células
sufren mas dafio de su DNA, lo que facilita la mutacion y recombinacién; estas
variaciones en algunos loci de los genes se presentan para permitir la
supervivencia de la bacteria, y asi algunos subtipos podrian ser mas

adaptables que otros en un nicho particular (Owen et al, 2001).
a) Variacion geografica de los genotipos de H. pylori

La comunicacién globalizada podria dar lugar a una rapida
diseminacion de las bacterias que se transmiten horizontalmente, de forma que

la bacteria epidémica puede distribuirse a nivel mundial en cortos periodos de
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tiempo. Por el contrario, los agentes patdégenos de transmision vertical, dentro
de las familias se dispersaran lentamente como las migraciones humanas entre
las zonas geograficas; traduciéndose en una diversidad biogeografica que
refleja la poblacién originalmente fundadora, que por primera vez se introdujo
en zonas especificas. Aunque, la diversidad biogeografica aun no han sido
investigada ampliamente para ningun patégeno bacteriano, las diferencias
biogeogréficas para H. pylori pueden indicar diferencias en la susceptibilidad
genética o dieta de los humanos residentes en diferentes areas (Suerbaum &
Achtman, 2001).

Los analisis de la virulencia asociada al gen cagA en China y los
Paises Bajos, han encontraron diferencias en las familias secuenciadas; y mas
estudios de las cepas acopiadas de diferentes regiones, han confirmado que
los alelos cagA de Asia oriental difieren de las cepas aisladas en Europa,
Ameérica, Africa, o India, las cuales forman un grupo homogéneo para este
gen. La segmentacion geografica también fue observada para dos fragmentos
de vacA, denominados secuencia sefial (s) y regiéon media (m). También se
han descrito sobre diferencias en las familias de alelos para la region m de
vacA, que son distintos en Europa/Ameérica, Asia oriental e India (Suerbaum &
Achtman, 2001).

La diversidad geografica de los genotipos de H. pylori podria también
revelar la historia de los humanos hospederos, y el andlisis de las colecciones
mas grandes de cepas podria correlacionarse con la historia de las migraciones
humanas. Las pruebas iniciales en apoyo a esta hipotesis, se realizaron en
cepas de espafoles, peruanos, y guatemaltecos ladinos (mezcla de
ascendencia europea y amerindia), las cuales posefan patrones de RFLP*
similares para un locus de la isla de patogenicidad cag y diferian notablemente

de las cepas de Asia oriental (Suerbaum & Achtman, 2001).

1.4.4.4 Helicobacter pylori genotipo cagA positivo

El gen asociado a la citotoxina (cagA) esta presente en

aproximadamente el 50% a 70% de las cepas de H. pylori, y se considera un

* RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, por sus siglas en inglés
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marcador para la presencia de la isla de patogenicidad de 40 kb (Owen et al,
2001). Peculiarmente, las biopsias de pacientes con enfermedades gastricas
severas incluyendo gastritis cronica activa, Ulcera péptica, linfoma, y el cancer
gastrico contienen el gen cagA en mas del 90% de todos los casos,
estableciéndose una correlacion directa de la presencia del gen cagA con la
enfermedad (Stein et al, 2001). No obstante, aunque esta asociacion se da en
la mayoria de las poblaciones, en las de Asia, donde practicamente todas las
cepas de H. pylori son cagA positivas, la asociacion entre la positividad de
cagA y la enfermedad es mucho mas débil o incluso no esté presente (Owen et
al, 2001). Ademas, se ha descrito sobre la importancia de la deteccion de las
cepas cagA en las distintas partes anatdbmicas del estdmago, especialmente
por dos razones: (1) debido a que se ha encontrado que en los casos de
colonizacion con cepas cagA negativas, la infeccion se observa principalmente
en el gel mucoso o en las areas proximas a la superficie apical de las células
epiteliales; mientras que en los casos de colonizacibn con cepas cagA
positivas, se ha visto que la bacteria esta en mayor contacto intimo con el
epitelio, en la vecindad de las células epiteliales o en los espacios epiteliales
intercelulares (Camorlinga-Ponce, Romo, Gonzalez-Valencia, Mufioz & Torres,
2004). Y (2) porque en una infeccion una mezcla de cepas de cagA+ y cagA-

pueden estar presentes en un mismo individuo (Owen et al, 2001).

1.4.4.4.1 Genotipificacion basada en el loci cagA

La mayoria de cepas cagA+ contienen una PAIl cag adyacente, en
algunas cepas, como se mencion6 anteriormente, la isla esta dividida en un
segmento derecho (cag ) y en un segmento izquierdo (cag Il) por la secuencia
de insercion I1S605, aunque también hay cepas que contienen solamente una
parte de la PAI cag. Los estudios iniciales de secuenciacion realizados para
cagA, compararon un numero limitado de cepas de H. pylori, e indicaron que la
parte 5’ de cagA es mas conservada, que la mitad y el extremo 3’ del gen; sin
embargo, la diversidad del extremo 5 del gen cagA, fue estudiada con mas
detalle por analisis de secuenciacion directa, en cepas de diversas regiones
geograficas. Estos analisis filogenéticos, revelaron la existencia de por lo
menos dos tipos distintos de cagA, una variante fue encontrada exclusivamente

en cepas de Europa, Estados Unidos, y Australia, mientras que una nueva
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variante fue encontrada en cepas de Asia oriental (Owen et al, 2001). La
capacidad de ser fosforilada la tirosina difiere entre las variantes de cagA,
aungue aun no se conoce la importancia bioldégica de esta observacién, no
obstante, las diferencias biogeograficas potencialmente pueden estar
asociadas con la seleccidn debida a diferencias genéticas entre las poblaciones

humanas (Suerbaum & Achtman, 2001)

1.4.4.4.2 Estatus del genotipo cagA de Helicobacter pylori en poblaciones
de diferentes paises

En el Cuadro 1.3 se muestra la prevalencia del genotipo cagA de H.
pylori en algunos paises, se indica: el pais, el nimero de cepas analizadas, el
porcentaje (en orden creciente) de H. pylori cagA+ encontrado y la referencia
del estudio (en orden cronologico).

Cuadro 1.3 Prevalencia del genotipo cagA+ de H. pylori en poblaciones

de diferentes paises

Cepas H. pylori
Pais analizadas cagA+ Referencia del estudio
(n) (%)
Italia 44 22.9 Rugge et al, 1999
74 46.0 Farinati et al, 2003
Israel 08" 25.5 Benenson et al, 2002
Jordania 110 26.4 Nimri, Matalka, Bani &
Ibrahim, 2006
Chile 50 38.0 Martinez et al, 2001
53 49.1 Araya et al, 2004
66 24.2 Garcia et al, 2006
Paises Bajos 58 41.0 Kuipers et al, 1995
Francia 258 51.0 Bommelaer et al, 2001
Venezuela 66 51.0 Perrone et al, 2005
Espafia - 55.0 Gbomez et al, 1999
Estados Unidos 25 56.0 Peek et al, 1995
4019 22.9 Cho et al, 2005
Portugal 192 60.4 Nogueira et al, 2001
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Costa Rica

Ir&n

Nigeria

Turquia

Bélgica
Reino Unido

Brasil

Estonia

Grecia

Alemania

México

43
135

70
345
108

65

93
1214
96
108
161
42

455
75

138
574

66
156
235"
38
62
65
261
130"

50

67.4
67.4

68.0
68.1
97.2
78.0

73.6
74.4
68.7
69.0
68.0
69.0

53.0
71.0

65.0
66.7

71.0
87.0
46.0
73.6
77.4
73.8
78.9
46.9

64.0

Occhialini et al, 2001
Jafarzadeh, Rezayati &
Nemati, 2007

Smith et al, 2004

Sarug et al, 2002

Serin et al, 2003
Saribasak, Salih, Yamaoka
& Sander, 2004

Erzin et al, 2006

Sokucu et al, 2006

Cover et al, 1995

Owen et al, 1994
Warburton et al, 1998
Dundon, Marshall,
O'Morain & Smyth, 2000
Anderson et al, 2007
Rota, Pereira-Lima, Blaya &
Beyer , 2001

Godoy et al, 2003

Gatti, de Labio, da Silva,
Smith & Payao, 2006
Maaroos et al, 1999
Andreson et al, 2002
Vorobjova et al, 2000
Rokkas et al, 1999
Apostolopoulos et al, 2002
Rudi et al, 1998

Torres, Camorlinga-Ponce,
Perez-Perez, Muiioz &
Mufioz, 2002

Garza, Bosques-Padilla,
Tijerina-Menchaca, Perez-
Perez, 2006
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Etiopia
Peru
Argentina
Singapur
Japén
Colombia

Ecuador

Serbiay
Montenegro

Sudafrica

India

Islandia

Corea

Taiwan

China

273
17
100
150
105

68
178
135

97

38

129

59

78
95
54

60
101
167

83

82

79.0
82.4
84.0
30.0
86.6 —90.2

90.0
90.4
63.7
80.4
92.1

93.8

95.0

96.2
71.18
98.1

98.3
99.0
91.0
99.0
93.9

Asrat et al, 2004
Zamudio et al, 2002
Catalano et al, 2001
Mattana et al, 2007
Zhenga, Huaa, Yeohb &
Hoa, 2000

Maeda et al, 1998
Nogueira et al, 2001
Cittelly et al, 2002
Sicinschi et al, 2008
Debets-Ossenkopp et al,
2003

Sokic-Milutinovic, Wex,
Todorovic, Milosavljevic &
Malfertheiner, 2004
Kidda, Lastovicab,
Athertonc & Louwa, 1999
Mukhopadhyay et al, 2000
Dharne et al, 2007
Konradsson, Andersen,
Oddsson, Gugdjénsson &
Thornjodleifsson, 2003
Miehlke et al, 1996

Lai et al, 2002

Wu et al, 2005

Pan et al, 1997

Zhou, Zhang, Xu & He,
2004

A = poblacién estudiada son nifios.
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1.4.4.4.3 Estudios que analizan la relacion del genotipo cagA de
Helicobacter pylori con las patologias gastricas

Una investigacion encontré la asociacion entre un antigeno de alto
peso molecular de H. pylori con la virulencia y produccion de citotoxina, el
denominado cytotoxin-associated gene, CagA (Tummuru, Cover & Blaserl,
1993).

En Reino Unido, un estudio sobre la asociacién del gen cagA con la
actividad de la citotoxina vacuolizante y las enfermedades gastroduodenales,
indico que un 40% de las cepas que contienen cagA no producen una actividad
de citotoxina. Ademas, no observaron una asociacion significante entre la
presencia de cagA y la enfermedad de Ulcera duodenal, por lo que concluyeron
qgue la presencia del gen cagA en H. pylori no puede ser usado con un unico
factor para predecir el alto riesgo para el desarrollo de patologias severas en
los pacientes (Owen et al, 1994).

En Estados Unidos de América, una investigacion encontrd que de los
pacientes con H. pylori y con ulceracion péptica, el 92% estuvieron infectados
con cepas cagA+; mientras que, en los individuos que presentaron solamente
gastritis, el 50% fue positivo para la cepa cagA y éstos presentaron en su
mucosa gastrica grados significativamente altos de inflamacion, en
comparacion con los pacientes negativos para cagA. Lo cual indicé que la
infeccion con cepas de H. pylori cagA+, esta asociada con: altos grados de
inflamacion gastrica, incrementados niveles de IL-8 en la mucosa, y un mayor

riesgo para la ulceracion péptica (Peek et al, 1995).

En los Paises Bajos, un estudio de seguimiento a individuos afectados
con H. pylori determiné que, el 62% de los individuos positivos para cagA
tuvieron gastritis atrofica, en comparacion con el 32% negativos para cagA.
Concluyendo la existencia de una asociacion, entre la infeccion con cepas de
H. pylori cagA+ y el aumento del riesgo para el desarrollo de gastritis atrofica y

metaplasia intestinal (Kuipers et al, 1995).
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En Bélgica, un estudio que empleo la deteccidn seroldgica para evaluar
la infeccidn con cepas H. pylori cagA+, encontrd a este genotipo en pacientes
con Ulcera duodenal (81.3%), Ulcera gastrica (68.0%) y Ulcera no dispepsia
(59.0%). Lo cual demostré la existencia de una asociacion, entre la infeccién
con H. pylori cag A+ y la presencia de ulceracion duodenal (Cover et al, 1995).

En Estados Unidos de América, un estudio de la relacién entre
infeccion con cepas de H. pylori positivas para cagA y el riesgo para desarrollar
adenocarcinoma gastrico; encontr6 que, en los hombres que presentaron
anticuerpos para el antigeno CagA, su riesgo para desarrollar cancer gastrico
fue de 1.9 (OR), y que en los diagndsticos el transcurso del avance del tumor
estuvo significativamente asociado con la seropositividad para CagA. Lo cual
llevo a la conclusion que, la infeccion con cepas de H. pylori cagA positivas, en
comparacion con las cepas cagA negativas, incrementa el riesgo para el
desarrollo del cancer gastrico, especialmente el de tipo intestinal que afecta a
la parte distal del estbmago (Blaser et al, 1995).

En Corea, un analisis de cepas de H. pylori concluyé que, la alta
prevalencia del gen cagA en la poblacion coreana con adenocarcinoma
gastrico o ulceras duodenales, indica que, el gen cagA es comun en las cepas
de H. pylori; y por lo tanto, no es un marcador fiable para la discriminacion de
las cepas de H. pylori, con respecto a una enfermedad especifica en los

individuos coreanos (Miehlke et al, 1996).

En Hong Kong, una investigacion cuyo objetivo fue determinar la
prevalencia de cepas de H. pylori cagA+ en pacientes con Ulcera péptica,
empleado la técnica de Elisa; encontré positividad para el anticuerpo anti-
CagA, en un porcentaje significativamente alto (84%) en los individuos con
Ulcera péptica, que en aquellos sin Ulcera y controles asintomaticos sanos.
Llegando a la conclusion que, los anticuerpos anti-CagA pueden ser usados

como marcador clinico para la ulceracion péptica (Ching et al, 1996).

En Estados Unidos de América, un estudio que evalud la presencia del
gen cagA por hibridacién, mostré su presencia en 96.7% de los pacientes con

Ulcera duodenal, versus 83.3% de los individuos con gastritis asintomatica; lo
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cual sugiri6 que la presencia de cagA en las cepas de H. pylori es
independiente de si los individuos tienen Uulcera duodenal o gastritis
asintomaticas, en la poblacion analizada (Go & Graham, 1996).

En Reino Unido, una investigacién hallé en los pacientes infectados
con H. pylori que los anticuerpos para CagA eran mas frecuentes en pacientes
con Ulcera duodenal (75%) o Ulceras gastricas (100%), que en los pacientes
control. Indicando que, la presencia de anticuerpos para CagA estan
asociados con atrofia gastrica y Ulcera péptica; y siendo la atrofia un precursor
del cancer gastrico, se mantuvo la hipétesis que determinadas cepas de H.
pylori son la causa mas probable para el desarrollo del cancer gastrico (Beales,
Crabtree, Scunes, Covacci & Calam, 1996).

Un estudio que examinO la seroprevalencia del anticuerpo para el
antigeno CagA, en individuos residentes en Australia y China; encontré una
significativa asociacion, entre la prevalencia del anticuerpo para CagA y la
enfermedad de Ulcera duodenal, en los individuos de Australia. Mientras que,
en los de China, no hubo asociacion entre la prevalencia de este anticuerpo y
el cancer gastrico; concluyendo que, el gen cagA no esta asociado con el
desarrollo de enfermedades gastroduodenales mas serias en los pacientes
chinos; sin embargo, esto no impide que este gen sea un factor importante pero

insuficiente en algunos procesos patolégicos (Mitchell, Hazell, Li & Hu, 1996)

Un estudio que investigo la infeccion por cepas cagA+ y cagA- en un
mismo individuo; concluy6 que, las diferencias en los factores patogénicos de
la bacteria, pueden contribuir en las diferencias de los resultados clinicos

(Fantry, Zheng, Darwin, Rosenstein & James, 1996).

En Estados Unidos de América, un estudio cuyo propésito fue
determinar si las cepas de H. pylori genotipo cagA y vacA, afectan
diferencialmente a: la proliferacién de las células epiteliales, apoptosis, y los
parametros histologicos de inflamacion y lesion; encontré que, la proliferacion
celular en la mucosa gastrica estuvo significativamente correlacionada con la
severidad de la gastritis aguda, en las personas infectadas con cepas cagA y

vacA. Ademas, este incremento de la proliferacion celular no estuvo
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acompafado por el aumento paralelo de la apoptosis. Lo cual puede explicar
que, la intensificacion del riesgo para el carcinoma gastrico esta asociado con
la infeccidn por cepas de H. pylori cagA y vacA (Peek et al, 1997).

En China, un estudio encontrd que la prevalencia de cepas de H. pylori
cagA+ en la poblacion de pacientes chinos con Ulcera péptica y con gastritis
cronica es universalmente alta, 98% y 100% respectivamente; lo que implica
gue, cagA no puede ser usado como un marcador para la presencia de Ulcera
péptica en los pacientes chinos; y ademdas sugiere que, pueden existir
variaciones alélicas en cagA, y que los diferentes genotipos de H. pylori
resultantes pueden estar propagados en China y en Europa Occidental (Pan et
al, 1997).

En Estados Unidos de América, una investigacion evaluo si el riesgo de
desarrollar cancer esta afectado por la infeccion por cepas de H. pylori fenotipo
CagA. Y encontro que, los individuos infectados con H. pylori que poseian los
anticuerpos para CagA, tenian 5.8 veces mas probabilidad de desarrollar
cancer gastrico, que los individuos no infectados. Siendo esto aplicable para
los canceres de tipo difuso (OR = 10.1) e intestinal (OR = 5.1). En contraste,
los individuos infectados con H. pylori sin los anticuerpos para CagA, fueron
escasamente o no significativamente, afectados para el incremento del riesgo
para desarrollar cancer gastrico, y en el caso de haber alguna asociacion, ésta
se limitd al carcinoma de tipo difuso. Ademas, el nivel de educacién, el habito
de fumar, y el grupo sanguineo ABO, no estuvieron asociados con la
malignidad. Por lo cual, concluyeron que al comparar los individuos no
infectados, con las personas infectadas con cepas de H. pylori positivas para
CagA, éstas Uultimas tienen considerablemente incrementado el riesgo para el
cancer gastrico; y que, las cepas de H. pylori negativas para CagA estan
mucho menos relacionadas con la malignidad, y pueden solo ser asociadas con

la patologia tipo difusa (Parsonnet et al, 1997).

En Reino Unido, un analisis de la asociacion clinica e histologica del
genotipo cagA, en la gastritis relacionada con H. pylori; encontré que, la
prevalencia de cagA+ en los pacientes con Ulcera duodenal (94%) fue

significativamente mayor en comparacién con aquellos individuos que no tenian
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Ulcera dispepsia (56%). Sin embargo, de los pacientes infectados con la cepa
cagA+, casi en igual niumero tenian Ulcera no dispepsia o ulceracién péptica.
La inflamacion crénica, actividad polimérfica, degeneracion de la superficie
epitelial, atrofia, y metaplasia intestinal, fueron todas significantemente mas
severas en el grupo de pacientes que tenian H. pylori cagA+ que en el grupo
con cagA-. Asimismo, los pacientes infectados con cepas cagA+ tuvieron una
probabilidad cuatro veces mayor de tener metaplasia intestinal antral, que los
pacientes cagA-. Concluyendo que, las cepas cagA+ estan asociadas con
gastritis mas severas; sin embargo, solamente este factor de virulencia no
determina el patrén general de la enfermedad, sino que, este patrén esta
estrechamente vinculado a la patologia clinica. Por lo tanto, es probable que la
naturaleza de la enfermedad, producto de la infeccién crénica, esté
determinada por el hospedero y los factores ambientales; mientras que, los
factores bacterianos determinan la magnitud del riesgo para el desarrollo de
esa enfermedad (Warburton et al, 1998).

En Italia, un andlisis de deteccion serologica para la infeccion por H.
pylori cagA positiva en poblaciones nortefias de este pais, hall6 que, una alta
prevalencia de anti — CagA estuvo asociada con ulcera duodenal (86.1%) y con
Ulcera gastrica (96.4%); mientras que, los pacientes con Ulcera no dispepsia
mostraron una seropositividad de 53.4% (OR = 5.66). Concluyendo de esta
forma que, en la poblacién estudiada la seropositividad para anti — CagA esta
fuertemente asociada con la enfermedad de Ulcera péptica; por lo cual, CagA

puede jugar un rol importante en la patogénesis de la Ulcera (Orsini et al, 1998).

En Italia, un estudio estimé el rol de CagA en la gastritis atréfica y
metaplasia intestinal, en la infeccién con H. pylori; y encontré que, los pacientes
positivos para CagA tenian valoraciones mas altas para atrofia (p = 0.006),
metaplasia intestinal (p = 0.01), e infiltracion celular por mononucleares (p <
0.001) y polimorfonucleares (p = 0.002). Llegando a la conclusion que, la
infeccion con cepas de H. pylori positivas para CagA, estan asociadas con un
incremento de la intensidad y prevalencia de la atrofia antral y metaplasia

intestinal. Por lo cual, se sugiere que el estatus de CagA podria ser usado
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como un parametro Gtil para definir un subgrupo de pacientes, con un riesgo

mayor para el desarrollo de adenocarcinoma gastrico (Sozzi et al, 1998).

En Japon, una investigacion sefalé que, la mayoria de aislados de H.
pylori son positivos para la citotoxina vacuolizante y CagA; por lo cual, estos
factores de virulencia no pueden ser usados como marcadores, para discernir
el riesgo del desarrollo de patologias gastroduodenales severas en esta
poblacion (Maeda et al, 1998).

En Republica Checa, un estudio que valor6 y correlaciond la
seropositividad para CagA, en un grupo de adultos sintomaticos, con sus
resultados histopatologicos; encontré que, los anticuerpos para CagA
estuvieron presentes en un 73%, entre los pacientes positivos para H. pylori y
con Ulcera péptica; en comparacion con el 36% de los pacientes sin Ulcera
péptica. Concluyendo que, la presencia de anticuerpos para CagA en las
personas positivas para H. pylori, puede ser util para la identificacion de los
pacientes con alto riesgo para enfermedades mas severas (Havlasova, Bures,
Rejchrt, Voxova & Krejsek, 1998).

En Italia, un estudio evalud la presencia simultanea tanto de cepas
cagA+ y cagA- de H. pylori, en los individuos infectados con la bacteria; y
encontré que, la mayoria de pacientes con Ulcera no dispepsia estan infectados
con ambas cepas. Por lo cual, concluyeron que el estado de cagA puede jugar
un rol importante en el desarrollo de atrofia y metaplasia intestinal (Figura et al,
1998). Asimismo, un analisis en pacientes mayores a 62 afios infectados con
H. pylori; encontré que, la positividad para CagA fue significativamente mas
comun en pacientes con Ulcera gastrica (90%) que en ulcera duodenal (50%) o
gastritis cronica (43.5%). Asimismo, la gastritis atrofica y metaplasia intestinal
fue significativamente mas comun en pacientes CagA positivos, que en los
negativos, 40.54% vs 11.76% y 40.54% vs 14.70%, respectivamente. Ademas,
la regresion logistica demostré que la gastritis atréfica (OR = 4.53) y la
metaplasia intestinal (OR = 3.44) son factores asociados significativamente con
la positividad para CagA. Concluyendo que, la infeccion con cepas de H. pylori
positivas para CagA puede ser catalizadora para la induccién de cambios, que

pueden evolucionar y convertirse en malignos (Pilotto et al, 1998).
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En Japdn, un analisis de la seropositividad para CagA, asociada con el
desarrollo de cancer gastrico en una poblacién japonesa; encontrd0 una
seropositividad para CagA del 60% en de los pacientes con cancer, y del 40%
en los controles; siendo el riesgo para el cancer géastrico de 1.93 (OR) en los
seropositivos para CagA. Lo cual sugiere que, la seropositividad para CagA
esta asociada con el incremento del riesgo para el cancer gastrico en las

poblaciones japonesas (Shimoyama et al, 1998).

En Estonia, una evaluacion durante un periodo de 18 afios del curso de
la gastritis cronica, y su asociacién con H. pylori seropositiva para CagA; sefal6
qgue, durante este lapso de tiempo 11% de los individuos desarrollaron atrofia
en el antro, mientras que, el 35% la desarrollo en el cuerpo. El desarrollo de la
atrofia en el cuerpo y la aparicion de metaplasia intestinal en el antro, estuvo
asociada con un incremento en la actividad de la gastritis. Asimismo, en los
especimenes de las biopsias de antro y cuerpo, existio una significativa
asociacion entre: la positividad para CagA y la actividad de la gastritis, la
presencia de atrofia, y el dafio de las células epiteliales superficiales.
Concluyendo que, las cepas de H. pylori positivas para CagA acentuan el
desarrollo de gastritis atrofica, en comparacion con las cepas negativas para
CagA (Maaroos et al, 1999).

En Suecia, un estudio encontré que, los pacientes infectados con H.
pylori y con ulcera duodenal, tuvieron en el duodeno una densidad elevada de
bacterias, y de estas cepas una alta proporcion fueron positivas para cagA.
Concluyendo que, la infeccion con una alta densidad de cepas de H. pylori
cagA+ esta relacionada con el desarrollo de Ulceras duodenales (Hamlet,
Thoreson, Nilsson, Svennerholm & Olbe, 1999).

En Italia, un estudio revel6 una asociacion significativa entre el
carcinoma gastrico y la infeccién con cepas de H. pylori cagA+. Lo cual sugiere
gue, la bacteria tiene un rol etiolégico en el carcinoma gastrico, tanto del tipo

difuso como del intestinal (Rugge et al, 1999).

En Grecia, un analisis sobre la relacion del estatus cagA de H. pylori en

la proliferacion de las células gastricas y la apoptosis; concluy6 que, las cepas
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de H. pylori cagA positivas inducen la proliferacién de las células gastricas, la
cual no estd acompafiada por un incremento paralelo en la apoptosis; por lo
gue este comportamiento, puede explicar el incremento que se da en el riesgo
para el carcinoma gastrico asociado con la infeccion por cepas positivas para
cagA (Rokkas et al, 1999).

En Suecia, un estudio sobre los tipos de cepas de H. pylori y el riesgo
de cancer gastrico; encontrd una asociacion positiva, entre la infeccion con H.
pylori y el riesgo para el cancer gastrico (OR = 2.1). Ademas, entre las cepas
de H. pylori, las positivas para CagA y VacA (OR = 2.0) y las positivas para
CagA o VacA (OR = 1.8), presentaron diferentes niveles de asociacién con el
cancer gastrico. Concluyendo que, la infeccion por cepas de H. pylori mas
virulentas y la presencia de anticuerpos contra la proteina CagA, pueden ser
usados como marcadores para el incremento del riesgo de adenocarcinoma
gastrico; y que en el futuro, los tipos de cepas de H. pylori podrian ser usados
para la determinacién del resultado patolégico (Enroth, Kraaz, Engstrand,
Nyrén & Rohan, 2000).

En Singapur, un analisis de aislados de H. pylori encontré que, no hay
una significativa diferencia en la prevalencia del gen cagA, entre los pacientes
con Ulcera péptica y los sin Ulcera (86.6% y 90.2%). Ademas, concluyo que los
genes cagA, iceA, y vacA no son marcadores universales de virulencia para la
poblacién analizada, y que las interacciones hospedero — patdégeno son

importantes en la determinacion del resultado clinico (Zhenga et al, 2000).

En Francia, un estudio sobre la relacion de la infeccion con cepas de H.
pylori cagA+ y el incremento del estrés oxidativo y por nitratos en el estbmago;
encontrd, altos niveles de proteinas oxidadas y nitradas en los pacientes con
gastritis crénica y/o ulcera duodenal, en comparacién con los que poseian una
mucosa normal. Asimismo, los niveles de proteinas modificadas fueron
significativamente mas altos en las muestras de los pacientes infectados con H.
pylori, especialmente con las cepas cagA, y en los que expresaban IL-8 y
MRNAs de la sintetasa inducible por 6xido nitrico; que en aquellos que fueron
negativos para estos parametros. Concluyendo, que la infeccion por cepas de

H. pylori cagA+ inducen en la mucosa gastrica el estrés oxidativo y por nitratos,
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lo cual contribuye a la patogénesis de H. pylori asociada a las enfermedades
gastroduodenales (Li et al, 2001).

Un que estudio investigd la histopatologia gastrica en pacientes
portugueses y colombianos infectados con H. pylori, y evalué su relacion con
los factores de virulencia vacA, cagA y iceA; encontré una fuerte relaciéon entre
estos genotipos con: una alta densidad de H. pylori, altos grados de infiltracién
de linfocitos y neutroéfilos, atrofia, tipo de metaplasia intestinal, y presencia de
dafo epitelial (Nogueira et al, 2001).

En Argentina, un andlisis de los genotipos vacA y el estatus de cagA de
H. pylori sefialé que, del 84% de pacientes que fueron positivos para H. pylori
cagA, no se presentd una diferencia estadisticamente significativa en la
prevalencia, entre los pacientes con Ulcera o con ulcera no dispepsia (Catalano
et al, 2001).

En Costa Rica, una investigacion sobre la composicion y expresion
génica de la isla de patogenicidad (PAI) cag, en cepas de H. pylori aisladas de
pacientes con gastritis y cancer gastrico indicé que, la mayoria de cepas en
esta poblacion son positivas para la PAI cag (74.4%). Ademas, no encontrd
una diferencia estadisticamente significativa para la asociacion de cagA con las
enfermedades gastricas mas severas, como el cancer gastrico, en la poblaciéon
estudiada (Occhialini et al, 2001).

En Francia, un estudio sobre el estatus de CagA vy la virulencia de las
cepas de H. pylori; indicé que, en los resultados histologicos la virulencia
asociada con las cepas cagA positivas fue significativamente alta (p = 0.0035)
gue la asociada con las cepas negativas para cagA, en el antro (p = 0.0063), y
en angulus (p = 0.046), pero no en el fundus (p = 0.05). Concluyendo que, las
cepas cagA estdn asociadas con una mayor virulencia histolégica; sin
embargo, esta virulencia no esta asociada con sintomas mas severos, Yy
ademas, no produce un incremento en la resistencia para la erradicacion de H.

pylori (Bommelaer et al, 2001).
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En Inglaterra, un estudio sobre la prevalencia de los marcadores de la
isla de patogenicidad y la presencia de 1S605, en relacion con la edad del
paciente y la severidad de la enfermedad géastrica; encontrd que, el 68% de los
aislados de H. pylori contenian una PAIl, en base a la deteccion de cagA.
Ademas que, la frecuencia del genotipo cagA fue similar en los pacientes con
Ulcera péptica y con Ulcera no dispepsia, 79% vs. 74%; y que los insertos
genomicos de IS605 estuvieron presentes con una frecuencia del 32%, y
estuvieron ampliamente distribuidos con respecto a la edad del paciente y la
severidad de la enfermedad. Asimismo, la presencia de cepas con genotipo
cagA+/IS- fue comun, pero no estuvo significativamente asociada con la
enfermedad de Ulcera péptica, en comparacion con la mucosa normal.
Concluyendo que, la presencia de IS605, ya sea en cepas cagA+ o cagA-, no
modifica la severidad asociada a la enfermedad en la poblacion estudiada

(Owen, Peters, Varea, Teare & Saverymuttu, 2001).

Un analisis sobre la relacidon entre la apoptosis de las células epiteliales
gastricas y la colonizacion por H. pylori, puso de manifiesto que, los resultados
obtenidos no apoyan la hipotesis que indica una relativa deficiencia de
apoptosis en las células epiteliales gastricas asociada a la presencia de cepas
cagA positivas. Concluyendo que, los factores del hospedero pueden ser mas
importantes que los productos bacterianos, en la determinacion del diagndstico

a largo plazo de la colonizacion por H. pylori (Moss et al, 2001).

Un estudio sobre el rol de la infeccion por H. pylori cagA en la
determinacion del dafo oxidativo del DNA, en la mucosa gastrica; encontrd
gue, la infeccion con cepas positivas para CagA esta asociada con una elevada
produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que corresponde a un severo
dafo oxidativo del DNA. Sugiriendo que, el dafio mediado por los radicales
libres de oxigeno, debido a cepas de H. pylori citotéxicas, podria estar
comprometido en la evolucion de la gastritis cronica a carcinoma gastrico (Papa
et al, 2002).

En Estonia, un andlisis de la asociacion de los genotipos vacA y cagA
de H. pylori con las enfermedades gastricas, hall6 una alta prevalencia del gen

cagA en esta poblacién. Sin embargo, no encontrd claras diferencias en la
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distribucién de los genotipos cagA y vacA, en los pacientes con Ulcera péptica
severamente lacerada, Ulcera péptica leve, o cancer gastrico (Andreson et al,
2002).

En Turquia, un estudio que analizd la importancia clinica del estatus de
CagA en los pacientes infectados con H. pylori, y evalué su asociacién con los
cambios histologicos en la mucosa gastrica; encontré6 que, la actividad e
inflamacion croénica fue significativamente mayor (p = 0.001) en los pacientes
infectados con cepas cagA+, que en los infectados con cepas cagA-; la
presencia de atrofia y agregados linfoides, no fue diferente entre los dos grupos
de pacientes, sin embargo, la metaplasia intestinal mostr6 ser
significativamente frecuente (p = 0.001) en los pacientes infectados con las
cepas de H. pylori cagA+. Concluyendo que, pese a que la virulencia de las
cepas cagA+ no esta asociada con sintomas mas severos, estas cepas causan
grandes cambios histolégicos que pueden predecirse mediante la
determinacion del estatus de cagA (Sarug et al, 2002).

En Taiwan, una investigacion sobre la relacion de la prevalencia de los
genotipos de la isla de patogenicidad (PAl), IS605, y iceAl en las cepas de H.
pylori encontré que, todas las cepas fueron positivas para todos los genes
analizados de la PAIl (cagA, cagC, cagE, cagF, cagN, cagT) y que, iceAl
estuvo presente en 72% de los aislados. Concluyendo que, aunque toda
poblacién examinada fue positiva para los genes seleccionados de PAI, éstos
no estuvieron correlacionados con los resultados histopatologicos; no obstante,
otros factores bacterianos, como lo es la presencia de iceAl, podrian estar
relacionados con la severidad de la inflamacion gastrica y con el incremento del
tamafo de la Ulcera, en los pacientes infectados con H. pylori (Sheu et al,
2002).

Un estudio en Polonia, que evalué el rol de la infeccion por H. pylori
cagA positiva en el cancer gastrico; encontré6 que, los pacientes con cancer
gastrico y los controles tenian igual prevalencia de los anticuerpos CagA para
H. pylori. Asimismo, que las personas con H. pylori CagA positivo y negativo
tuvieron igual riesgo para desarrollar cancer gastrico; sin embargo el andlisis

del subgrupo infectado por cepas de H. pylori cagA, mostré que, el riesgo para
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el desarrollo de cancer géastrico depende de la edad, siendo dos veces mas alto
para los individuos jovenes (15 a 40 afios) y cuatro veces mas alto para
aquellos menores a 30 afios; existiendo de esta forma una relacion positiva,
entre la infeccién con cepas de H. pylori cagA y la edad (p = 0.043). Ademas,
la infeccion por cepas cagA positivas fue independiente del sexo, el historial
familiar de cancer, duracion de los sintomas, grupo sanguineo ABO, y sitio del
tumor. Concluyendo que, la infeccibn por cepas positivas para CagA
incrementa el riesgo para desarrollar cancer gastrico en personas jovenes
(Lawniczak & Starzynska, 2002).

En Colombia, un estudio sobre los genotipos de H. pylori encontré que,
las cepas cagA+ fueron menos frecuentes en los pacientes con gastritis no
atrofica (51.4%), en comparacion con las patologias mas severas como:
gastritis atréfica (60.9%), metaplasia intestinal (63.2%), adenocarcinoma
gastrico (80.0%), y ulcera péptica (66.7%); lo cual sugiere que, cagA puede ser
usado como marcador de una mayor virulencia y riesgo, para el desarrollo de
patologias gastricas severas, aunque no seria Util para diferenciar cepas

ulcerogénicas y carcinogénicas (Cittelly et al, 2002).

Un estudio en pacientes de Taiwan, indico que, dada la alta prevalencia
de cagA y babA2 en esta poblacion, estos genes no pueden ser usados como
marcadores para el riesgo del desarrollo de patologias gastricas severas.
Asimismo, no encontré una relevancia clinica entre la presencia de cagA y las

patologias analizadas (Lai et al, 2002).

Un andlisis sobre la relacién entre la seropositividad para CagA vy el
cancer gastrico, sefial6 que, dicha seropositividad incremento
significativamente el riesgo para el cancer gastrico en los pacientes y en los
controles analizados en 2.28 y 2.87 veces, respectivamente. Concluyendo que,
la infeccion con cepas de H. pylori positivas para CagA incrementa el riesgo
para el cancer gastrico, sobre el riesgo asociado a la infeccion so6lo con H.
pylori; por lo cual, la tipificacién del estatus para cagA en la infeccion por H.
pylori puede convertirse en una ventaja adicional para la identificacion de

poblaciones con elevado riesgo para el cancer gastrico (Huang et al, 2003).
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Un estudio de la seropositividad para CagA, en pacientes de dos
regiones de Turquia, encontré que, la positividad para este antigeno en los
pacientes con Ulcera péptica y Ulcera no dispepsia, fue del 100% y 95.6%
respectivamente. Lo cual sugiere que, dada la alta prevalencia de positividad
para CagA en esta poblacién, otros factores a parte de CagA estarian
involucrados en el desarrollo de la ulceracion u otros tipos de patologias
severas en los individuos infectados por H. pylori (Serin et al, 2003).

En Brasil, un andlisis de la susceptibilidad antimicrobiana y los factores
de virulencia de aislados de H. pylori, encontré una asociacion entre la
enfermedad de la Ulcera péptica y la presencia de cagA; sugiriendo que, los
individuos brasilefios infectados con cepas de H. pylori positivas para cagA
tienen mayor riesgo de desarrollar ulceracion péptica (Godoy et al, 2003).

Una investigacion de la prevalencia de la infeccion por H. pylori, y su
relacion con las enfermedades gastricas, en pacientes de Islandia; encontr
qgue, las cepas de H. pylori que estan asociadas con la ulcera duodenal en
estos individuos, son predominantemente cagA positivas (98.1%) (Konradsson
et al, 2003).

Un analisis sobre la presencia de anticuerpos CagA, como un marcador
de virulencia en pacientes (nifios y adultos) chilenos con infeccion por H. pylori;
indicé que, entre estos individuos, no fue significativa la asociacion entre la
edad y la prevalencia de CagA; y que cerca del 70% de los pacientes con H.
pylori y Ulcera péptica, presentaron cepas CagA positivas. Por el contrario,
solo el 49% de los pacientes con gastritis cronica tuvieron cepas positivas para
CagA. Concluyendo que en Chile, entre los pacientes infectados con H. pylori,
la prevalencia de CagA no fue significativamente diferente en los adultos y
nifos infectados con H. pylori; lo cual sugiere que, las variaciones en los
resultados clinicos pueden estar relacionadas con la respuesta inmune del

hospedero o factores ambientales (Harris et al, 2003).

En Italia, un estudio determin6 que, la infeccion con H. pylori cagA esta
asociada a altos niveles de inflamacién, gastritis activa, y esta

significativamente correlacionada con una alta prevalencia de lesiones atroficas



metaplésicas (p = 0.04). Lo cual llevé a la conclusiéon que, los pacientes de la
poblacion analizada que fueron cagA positivos se caracterizaron primero por:
altos niveles de gastritis, y lesiones con actividad, atrofia y metaplasia; y
segundo por: un gran dafio oxidativo del DNA, en los individuos jovenes y con
presencia de atrofia multifocal; por lo que estos cambios pueden representar el

escenario para el desarrollo del cancer (Farinati et al, 2003).

Un estudio sobre la relacion entre la composicién del la isla de
patogenicidad y las enfermedades gastroduodenales, asociadas a la infeccion
por H. pylori, en pacientes de Suecia; encontr6 que, el 76% de las cepas
contenian todos los genes de la PAI cag, mientras que, el 9% no poseian
ninguno de estos genes; y que de todos los aislados, el 15% presentaron
deleciones parciales en la isla. Asimismo, indicé que las cepas con una PAI
cag intacta, se encontraron con mayor frecuencia en pacientes con
enfermedades gastroduodenales severas (OR = 5.13), lo cual sugirid6 que, la
presencia de una PAIl cag intacta se correlaciona con el desarrollo de
patologias mas severas, y por lo tanto, las deleciones parciales para PAI cag
parecen ser suficientes para que la bacteria sea menos patégena (Nilsson et al,
2003).

En Italia, un estudio indicé que, aunque las cepas de H. pylori positivas
para cagA estd asociadas significativamente (p < 0.001) con la metaplasia
intestinal, las infecciones causadas por cepas que coexpresan cagA, siml
vacA, y babA2, incrementan sinérgicamente el riesgo para la metaplasia

intestinal (Zambon, Navaglia, Basso, Rugge & Plebani, 2003).

Un analisis del genotipo cagA y sus variantes, en cepas de H. pylori de
pacientes chinos, y su relacion con enfermedades gastroduodenales; detecto al
gen cagA en un 100% de los pacientes con ulcera péptica, en un 100% en
pacientes con cancer gastrico, en un 94.1% en pacientes con gastritis cronica,
y en 94.4% en individuos sanos. Por lo cual concluyeron que, el gen cagA no
puede ser usado como unico marcador para la presencia de enfermedades
gastroduodenales, relacionadas a una cepa especifica de H. pylori, en la
poblacién china (Zhou et al, 2004).



Un estudio efectuado en individuos etiopes, detectdé un alto grado de
cepas H. pylori positivas para vacA y cagA, en pacientes con gastritis cronica
activa (71%), en comparaciobn con los pacientes que presentaron otros
resultados histopatologicos (Asrat et al, 2004).

En Chile, una investigacion sobre la relacién del genotipo de H. pylori
con la forma e intensidad de la gastritis, en poblacién adulta portadora de
patologia gastrica benigna; hall6 que, la presencia del gen cagA se
correlacioné en forma estadisticamente significativa (p = 0.001) con la
intensidad del infiltrado por polimorfonuclerares, y con la severidad del dafio
epitelial. Concluyendo de esta forma que, cagA esta asociado con la severidad
del dafio en la mucosa géstrica (Araya et al, 2004).

Un analisis del genotipo de H. pylori y su relacién con pacientes turcos,
encontro que, cagA se asocia significativamente con la enfermedad de ulcera

péptica (p<0.00001) y el cancer gastrico (p<0.001) (Saribasak et al, 2004).

En Suecia, un estudio investigo si la asociacion entre H. pylori y el
cancer gastrico esta limitado a las cepas CagA positivas; y encontré que, la
positividad para H. pylori si estuvo asociada con un incremento en el riesgo
para el adenocarcinoma gastrico, y que entre estos individuos, la presencia del
anticuerpo para CagA incrementd el riesgo en 3.6 veces. Sin embargo, los
individuos positivos para H. pylori y negativos para CagA también estuvieron
asociados con 4 veces mas riesgo para el cancer gastrico, en comparacion con
los individuos no infectados. Concluyendo que, aunque los pacientes con
anticuerpos para CagA tienen un gran riesgo para el desarrollo del cancer,
aquellos con infecciones con cepas CagA negativas, corren un riesgo

significantemente mayor que las personas no infectadas (Held et al, 2004).

Un estudio sobre la presencia de anticuerpos anti — CagA, en pacientes
de Serbia y Montenegro infectados con H. pylori, no encontré una diferencia
significativa entre los pacientes con uUlcera duodenal y Ulcera no dispepsia, que
portaban anticuerpos anti — CagA. Concluyendo que, en esta poblacidn, la alta
prevalencia para CagA no se relaciona con la enfermedad de Ulcera péptica
(Sokic-Milutinovic et al, 2004).



En Alemania, un analisis celular sobre la funcionalidad de la isla de
patogenicidad cag, en aislados de H. pylori de pacientes con gastritis, Ulcera
péptica, y cancer gastrico; indico la existencia de una significativa asociacion,
entre la presencia de la PAIlI cag con los resultados histopatologicos,
enfatizando asi la importancia de la PAI cag para la patogenicidad de H. pylori.
Sin embargo, no se encontré una significativa asociacion entre las respuestas
especificas inducidas por H. pylori con un grupo particular de pacientes. Lo
gue puede indicar que, la determinacion del desarrollo de la enfermedad es
altamente complejo, e involucra mudltiples factores del hospedero y/o

bacterianos (Backert et al, 2004).

Un estudio sobre la asociacion entre la isla de patogenicidad (PAI) cag
en H. pylori y la severidad de la histopatologia en pacientes de India; revelo
gue, los genes que componen a la isla cag se encuentran en gran proporcion
en las cepas que afectan a los individuos con ulcera gastrica (97.8%) y cancer
gastrico (85.7%), por lo que, las cepas con la PAI cag completa fueron capaces
de causar dafos histologicos severos, en relacion con las cepas que tenian
deleciones parciales. Concluyendo que, la PAI cag es un fuerte marcador de
virulencia en la patogénesis de la enfermedad, lo cual se confirma en el gran
namero de individuos infectados con cepas que poseen la PAI cag completa y
gue presentaron patologias gastricas irreversibles; y ademas, que las
deleciones parciales de la PAI cag parecen ser suficientes para que la bacteria

tenga menos patogenicidad (Ali et al, 2005).

En Venezuela, un estudio sobre la importancia de la presencia de los
anticuerpos anti — CagA para H. pylori, en pacientes con enfermedades
gastricas; encontré que, la tasa de positividad de anticuerpos anti-CagA en
pacientes con Ulcera gastrica, cAncer gastrico, y gastritis cronica fue del 87.8%,
77.7% y 40.8%, respectivamente. Concluyendo que, los niveles de anticuerpos
anti-CagA fueron similares para pacientes con enfermedad gastroduodenal

severa, incluyendo, Ulcera gastrica y adenocarcinoma (Perrone et al, 2005).

Un estudio sobre la apoptosis en la gastritis por H. pylori y su relacién
con el estatus cagA; concluyd que, la infeccién con cepas cagA positivas esta

asociada significantemente con la sobreexpresion de proteinas pro-apoptéticas



en la mucosa gastrica, principalmente en la curvatura menor antral, y que
pueden estar relacionadas en la transformaciéon maligna de las células
epiteliales (Cabral et al, 2006).

En Italia, un estudio a nivel celular indicé que, la expresiéon de CagA
trastorna la diferenciacién epitelial, por lo que, la alteracion en las interacciones
célula — célula y entre la matriz celular, pueden servir como un evento

temprano para la carcinogénesis inducida por H. pylori (Bagnoli et al, 2005).

Un estudio del estatus de cagA en H. pylori y su asociacion con
diferentes tasas de incidencia de cancer gastrico, en dos regiones de Costa
Rica; encontré al anticuerpo para CagA mas frecuentemente en el grupo con
alta tasa de incidencia (79%), que en el grupo con baja tasa de incidencia de
cancer gastrico (54%). Ademas, los pacientes con una edad sobre los 60 afios,
presentaron mas frecuentemente el anticuerpo para CagA, en el grupo con alta
incidencia (81%) que en el grupo con baja incidencia (49%). Concluyendo que,
en la poblacién estudiada, la infeccion con la cepa de H. pylori cagA esta
asociada con la evolucion de dafios gastricos severos, como atrofia y desarrollo
de cancer (Con et al, 2006).

Una investigacion de la prevalencia de los genotipos vacA, cagA, cagE,
iceA, babA2 de H. pylori y su correlacion con el diagndéstico histologico, en
pacientes turcos con dispepsia; encontré que, el gen cagA estuvo asociado
significantemente con la presencia de ulcera duodenal (p = 0.004) y cancer
gastrico (p = 0.021) (Erzin et al, 2006).

Un estudio que caracteriz6 aislados de H. pylori, de individuos del
noreste de México, no encontrd una asociacion entre el genotipo cagA y vacA

con los resultados clinicos mas severos (Garza et al, 2006).

En Japdn, una investigacion sobre el efecto de la combinacion de la
infeccion por H. pylori cagA+ con el estatus del pepsindgeno, sobre el
desarrollo del cancer gastrico encontré que, el riesgo para el cancer gastrico
asociado con la infeccién por H. pylori fue 5.1 (OR), y si se supone que todos

los individuos infectados, son por cepas cagA+, este riesgo se duplica.
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También hallé que, la gastritis atrofica estuvo asociada con un elevado riesgo
para el cancer gastrico, y que este riesgo se incrementd alin mas, cuando los

niveles de pepsindégeno eran bajos (Sasazuki et al, 2006).

Un analisis sobre la positividad a CagA y su asociacién con las
enfermedades gastroduodenales, en nifios turcos; sefald que, si bien la
infeccion por H. pylori esta asociada con la enfermedad de Ulcera duodenal, la
positividad para CagA no parece contribuir en el desarrollo de las Ulceras en los
nifios de la poblacién estudiada (Sokucu et al, 2006).

Un estudio sobre la positividad para cagA y su relacion con la gastritis
cronica, en nifios brasilefios; encontré que, la presencia del genotipo cagA fue
del 69% en niflos con gastritis cronica, y que de estos el 80% mostraron una
actividad inflamatoria por neutréfilos; demostrando asi la existencia de una
fuerte relacion entre las cepas cagA+ y el proceso inflamatorio, lo cual conlleva

al desarrollo de la gastritis cronica (Gatti et al, 2006).

En Venezuela, un estudio epidemiolégico encontr6 una fuerte
asociacion, entre la infeccion con H. pylori positiva para cagA y la severidad de
las lesiones precancerosas; mientras que, las cepas de H. pylori negativas para
cagA estuvieron relacionadas solamente con gastritis cronica (Plummer et al,
2007).

Un trabajo realizado en Brasil, sobre la proliferacion de las células
epiteliales gastricas, y su relacion con la gastritis producto de la infeccion con
cepas H. pylori cagA; concluy6é que, la infeccion con cepas cagA positivas
promueve la proliferacion epitelial, relacionada con la reaccion inflamatoria del
hospedero; principalmente en la curvatura menor del estbmago, area que ha
sido reconocida como el sitio donde la mayoria de carcinomas se presentan
(Cabral et al, 2007).

Un estudio realizado en una poblacion del occidente de India que
investigod la relacion entre diferentes genotipos (cagA, vacA y iceA) de H. pylori
con la presencia de enfermedades gastroduodenales; encontré que, los

resultados clinicos de la poblacion infectada con H. pylori, no presentaron



ninguna correlacion con el genotipo de la bacteria, ni con el género de los
pacientes. Sin embargo, la incidencia del genotipo estuvo relacionada con la
edad de los pacientes, donde el grupo de edad entre los 46 a 60 afios, fue el
mas susceptible para la infeccién por H. pylori (Dharne et al, 2007).

En Espafia, una evaluacién en una poblacion de espafioles de raza
blanca con cancer géstrico, sobre la influencia de la infeccion por H. pylori y los
factores genéticos del hospedero, para la susceptibilidad del desarrollo del
cancer gastrico; indicd que, la infeccion con cepas cagA positivas (OR = 2.54),
el habito de fumar (OR = 1.91), y un historial familiar positivo para el cancer
gastrico (OR = 3.67), son factores de riesgo para el cancer de estémago
(Garcia-Gonzélez et al, 2007).

Un estudio sobre la seroprevalencia de H. pylori y CagA, en una
poblacién de nifios y adultos de Iran; encontrdé que, tanto en los nifios y adultos
infectados con la bacteria, la prevalencia del anticuerpo anti — CagA fue mas
alta en el género masculino que en el femenino, 78.4% vs. 66.3% (p = 0.07) y
75.6% vs 54.71% (p < 0.04), respectivamente; y hallaron una diferencia
significativa entre la presencia del anticuerpo anti — CagA y la edad de los
subgrupos. Concluyendo, que los anticuerpos anti — CagA fueron comunes en
los nifios y adultos, que la presencia de los anticuerpos para H. pylori estuvo
influenciada por la edad y sexo de los individuos, y que la seroprevalencia para
los anticuerpos anti — CagA estuvo incrementada con la edad, hasta los 30

afos y luego decrecio (Jafarzadeh, Rezayati & Nemati, 2007).

En Argentina, una investigacion sobre la diversidad genotipica de H.
pylori en relacion a su isla de patogenicidad cag, en el nicho gastrico de un
uanico hospedero; hall6 que, cerca de un tercio de los pacientes analizados
tenian una PAI cag intacta en todos los nichos, el otro tercio tenia ausencia de
la PAI cag en todos los nichos, y el tercio restante tenian una PAI cag con
disrupciones en todos o en por lo menos uno de los nichos. Asimismo, en un
cuarto de los pacientes, observaron una co — existencia de variantes de la
misma cepa con diferentes genotipos para PAl cag. Estas variaciones
genotipicas para PAI cag incluyeron la co — existencia de: diversas deleciones

de la PAI cag en diferentes nichos, variantes con islas intactas y con deleciones
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parciales, variantes con ausencia de la isla y con deleciones parciales de las
PAls cag, y variantes con una PAIl cag intacta y con ausencia de la misma.
Concluyendo que, la co — existencia de diversos genotipos para los factores de
virulencia, en uanico hospedero, debe ser un pardmetro a tomar en
consideracion cuando se bosqueja una correlacion entre las cepas de H. pylori

con la presentacion clinica (Matteo et al, 2007).

Un estudio de genotipificacion de H. pylori en residentes de areas
colombianas, con riesgos contrastantes para el cancer gastrico; encontré que,
las cepas mas virulentas fueron las cagA silml y las vacA ml, las cuales
fueron mas prevalentes en las areas con elevado riesgo que en las de bajo
riesgo, por lo que pueden contribuir en la diferencia para el riesgo de padecer
cancer gastrico entre las regiones analizadas (Sicinschi et al, 2008).

1.4.4.5 Pruebas invasivas para detectar la infeccion por H. pylori

H. pylori puede ser detectado faciimente en la endoscopia por la
histologia, el cultivo o prueba de ureasa, pero todos los métodos basados en la
biopsia son susceptibles de error de muestreo, ya que la infeccion es irregular.
Hasta un 14% de los pacientes con H. pylori no tienen infeccion antral, pero
tienen a H. pylori en otras zonas del estdmago, especialmente si hay atrofia
gastrica, metaplasia intestinal o reflujo biliar. Por otra parte, después una
terapia parcialmente efectiva de erradicacion, los bajos niveles de infeccion
recurrente, pueden ser ignorados facilmente debido a que la biopsia conduce a
una sobreestimacion de la eficacia de la terapia de erradicacion. Por estas
razones las normas del consenso recomiendan tomar multiples biopsias del
antro y cuerpo, tanto para la histologia como para otros métodos (ya sea cultivo
0 pruebas de ureasa). En el cuadro 1.4 se presentan directrices para la toma
de muestras de biopsias gastricas, antes y después del tratamiento para H.
pylori (Goddard & Logan, 2003).

Aunque H. pylori puede ser reconocido en secciones tefiidas solamente
con Hemotoxilina — Eosina, tinciones complementarias especiales (por ejemplo,
Giemsa) son siempre necesarias para detectar los bajos niveles de infeccion, y

mostrar la morfologia caracteristica de H. pylori. La histologia también
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proporciona un registro historico: secciones (0 secciones adicionales) pueden
ser examinadas y reexaminadas, y se puede evaluar la atrofia 0 metaplasia
intestinal. Las biopsias adicionales de otras partes del estbmago pueden ser
conservadas en formol y procesadas solamente si la histologia antral no es
concluyente. El aislamiento microbioldgico es “gold estandar” tedrico para la
identificacion de cualquier infeccion bacteriana, sin embargo, el cultivo de H.
pylori puede ser poco fiable, con riesgos de contaminacién, de manera que es
el método menos sensible para la deteccion y el menos disponible. También
es necesario para los ensayos clinicos el cultivo y las pruebas de sensibilidad a
antibidticos, debido a la prevalencia de cepas resistentes a multiples farmacos
(Goddard & Logan, 2003).

Cuadro 1.4 Protocolo recomendado para la toma de biopsias para

evaluar el estatus de H. pylori

Histologia Cultivo Testde ureasa PCR

Pre - tratamiento
Antro ++ ++ ++
Cuerpo XX

Post- tratamiento
Antro ++ ++ +

Cuerpo ++ ++ +

+ = una muestra de biopsia, ++ = dos muestras de biopsia, xx = deberia tomarse si se

evalla metaplasia intestinal y/o atrofia.

Fuente: Goddard & Logan, 2003.

1.4.4.6 Identificacion de H. pylori por PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), o reaccion en cadena de la
polimerasa, es un método in vitro rapido y versétil, disefiado para permitir la
amplificacion selectiva de una determinada secuencia de DNA, dentro de todas
las secuencias presentes en una muestra de DNA. Para permitir dicha
amplificacion selectiva, se debe conocer a priori informacion sobre la secuencia

objeto de andlisis. Esta informacién es usada para el disefio de primers
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oligonucleétidos, que son especificos para la secuencia objetivo y que suelen
ser de unos 15 a 25 nucledtidos de longitud (Strachan & Read, 1999). El
proceso consta de 3 fases que se caracterizan por sus condiciones de tiempo y
temperatura, y que se repiten en ciclos que generalmente son de 30 veces. En
la fase de denaturacion (de 30 a 60 segundos y de 94 a 95°C) las cadenas de
DNA se separan, en la fase de alineamiento (de 30 a 60 segundos y de 50 a
55°C) los primers se unen en el sitio objetivo en la plantilla de DNA denaturado,
y en la fase de extension (60 segundos y 72°C) la DNA polimerasa con los
precursores del DNA (los cuatro deoxinucleoétidos trifosfatos: dATP, dCTP,
dGTP y dTTP) inicia la sintesis de nuevas cadenas de DNA que son
complementarias a las cadenas de DNA del segmento de DNA objetivo, y que
se solapan unas a otras (Surzycki, 1999).

El DNA bacteriano de H. pylori también puede usarse como un
marcador de la infeccion, bajo las condiciones ideales la sensibilidad es
proxima a la del cultivo. Las ventajas potenciales de la PCR incluyen, una alta
especificidad, resultados rapidos, y la capacidad de identificar a la bacteria sin
la exigencia de condiciones especiales de transporte. Empero el uso rutinario
de la PCR, para el diagnostico de la infeccion por H. pylori ha resultado ser
dificultoso, a pesar que esta prueba tiene una alta sensibilidad, las
consideraciones practicas y su costo han limitado su utilizacién. Sin embargo,
el uso de la PCR en la infeccién por H. pylori es muy prometedor, y puede
permitir la deteccion rapida de la resistencia a los antimicrobianos mediante la
deteccion de mutaciones asociadas a los diversos antibioticos, constituyéndose
en la actualidad una herramienta de investigacion para el diagndstico de la

infeccion por H. pylori (Graham & Qureshi, 2001).

Amplificaciones de PCR de los genes de ureasa de H. pylori, se han
usado para establecer la presencia de bacterias viables o no viables (Mobley,
2001); asimismo, se han disefiado primers especificos para amplificar regiones
de la secuencia 16S rRNA, secuencia que esta altamente conservada en el
DNA de las bacterias, lo que permite amplificar regiones del DNA de la bacteria
y no amplificar el DNA humano (McCabe, Khan, Zhang, Mason & McCabe,
1995). También se usan las amplificaciones del gen 16S rRNA de H. pylori
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para determinar si una cepa es susceptible o resistente a los antibiéticos de
claritromicina antes del tratamiento, y asi disminuir el fracaso terapéutico

debido a la resistencia (Alm & Noonan, 2001).

1.5 Sistema de hipétesis

Hipotesis nula: Las cepas de Helicobacter pylori genotipo cagA positivo

no estan relacionadas con patologias gastricas mas severas.

Hipotesis alternativa: Las cepas de Helicobacter pylori genotipo cagA
positivo estan relacionadas con patologias gastricas mas severas.

Nivel de confianza = 95%.

CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes
2.1.1 Instituciones
Centro de Biomedicina, Universidad Central del Ecuador, Quito— Ecuador.

Escuela de Bioanalisis, Pontificia Universidad Catolica del Ecuador,

Quito— Ecuador.
Hospital “Eugenio Espejo”, Quito — Ecuador.
Hospital “Pedro Vicente Maldonado”, Pichincha — Ecuador.
Hospital “Vozandes”, Quito — Ecuador.
2.1.2 Personal
Dr. Oswaldo Rodriguez Mora, MD, PhD.
Dra. Bertha Estrella, Bioestadistica.

Dra. Sonia Ontaneda, Msc, Microbidloga.



Dr. Fabian Tulcanazo, MD, Gastroenterdlogo.

Dra. lvonne Orellana, MD, Gastroenterélogo.

2.2 Zona de Estudio

2.2.1 Trabajo de campo

El estudio se efectu6 en: el Hospital “Eugenio Espejo”, el Hospital
“Vozandes”, de la ciudad de Quito; y en el Hospital “Pedro Vicente Maldonado”,
de la ciudad Pedro Vicente Maldonado; provincia de Pichincha, Ecuador.
Durante el periodo de abril de 2007 hasta octubre de 2007.

2.2.2 Trabajo de laboratorio

El almacenamiento de las biopsias y el asilamiento de su DNA, se realizo
en el Laboratorio de Biologia Celular y Microbiologia Molecular, Centro de
Biomedicina, Universidad Central del Ecuador, Sodiro N 14-121 e Iquique,

ciudad de Quito, provincia de Pichincha, Ecuador.

La cuantificacion y los procesos de amplificacion del material genético de
las muestras se realizaron en el Laboratorio de Diagndstico Molecular, Escuela
de Bioanalisis, Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, Av. 12 de Octubre y

Roca, ciudad de Quito, provincia de Pichincha, Ecuador.

El diagndstico, resultados e informes histologicos de las muestras fueron
realizados en los Centros de Patologia del Hospital “Eugenio Espejo” y Hospital
“Vozandes”, y por el Dr. Guillermo Lépez Alarcon para los pacientes del
Hospital “Pedro Vicente Maldonado”. En la ciudad de Quito, provincia de

Pichincha, Ecuador.
2.3 Periodo de tiempo de investigacion
Fecha de inicio: marzo del 2007.

Fecha de término: diciembre del 2007.
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2.4 Disefo Bioestadistico

2.4.1 Célculo del tamarfio de la muestra

Tomando como punto de partida el estudio previo que reporta el 92.1%
de prevalencia para el genotipo cagA, en los pacientes ecuatorianos infectados
por H. pylori (Debets-Ossenkopp et al, 2003), el valor de la proporcién
esperada es igual a la diferencia entre la unidad y el porcentaje de individuos
con H. pylori cagA positivo observado (P =1 — 0.92 =0.1). Se utilizé un ancho
total del intervalo, W, de 0.1 (¥0.5) y un grado de significancia del 95%.
Aplicando la férmula indicada en el Cuadro 2.1 se obtuvo, n = 138.3. Es decir,
139 individuos con H. pylori cagA positivo, que representan al 92.1% (Debets-
Ossenkopp et al, 2003); consecuentemente, se deben tener 151 individuos H.
pylori positivos. Por lo tanto, si la tasa reportada para infeccién por H. pylori en
los ecuatorianos es del 93.2% (Sempértegui et al, 2007), el numero total de
individuos que se obtuvo para participar en el estudio fue: 162 pacientes. No
obstante, este estudio conto con 184 individuos participantes.

Cuadro 2.1 Férmula para determinar el tamafio de la muestra

Z, = constante estadistica
2 _ .z
Ne 4Za P(]__ P) p = proporcion esperada
W2 w = ancho del intervalo
n = tamafio de la muestra

Z = 1.96 (grado de significancia, a = 0.05)

Fuente: Browner, Blick & Newman, 1988.

2.5 Procedimientos

2.5.1 Seleccién de los individuos participantes y criterios de inclusion

para el estudio

La investigacion se inici6 con la Aprobacion del Comité de Bioética

(Anexo A) de la Universidad Central del Ecuador. Los candidatos a enrolarse
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en el estudio fueron todos los individuos que asistieron al examen de
endoscopia gastroduodenal, en los tres hospitales de la provincia de Pichincha,
bajo los siguientes criterios: el individuo presenta un diagndstico de gastritis y
tiene disposicion voluntaria para formar parte del estudio. Cumplidos estos
requerimientos, a los individuos participantes se les informé sobre los aspectos
claves del estudio y para constancia incluyeron su firma en la Hoja de
Consentimiento Informado (Anexo B). Finalmente, se recopilé sus datos en el
Formulario para Pacientes (Anexo C).

2.5.2 Endoscopia gastroduodenal

El examen de endoscopia gastroduodenal, fue realizado por los
meédicos gastroenterélogos: Dr. Fabian Tulcanazo, para los pacientes del
Hospital “Eugenio Espejo” y del Hospital “Pedro Vicente Maldonado”; y por la
Dra. lvonne Orellana, para los pacientes del Hospital “Vozandes”. Se obtuvo
por cada paciente dos pares de muestras de tejido gastrico para el diagnostico
molecular, y de dos a tres pares para el examen histopatoldgico de acuerdo al

requerimiento del médico tratante.
2.5.3 Codificacién de los individuos participantes

Los cddigos se asignaron en el Formulario para Pacientes, en forma
ordenada ascendentemente, de acuerdo al avance de la investigacion. El
cbdigo consistio en una numeracion arabiga de tres digitos, desde 001 hasta
226.

2.5.4 Codificacién y almacenamiento de las biopsias gastricas

La codificacion de las muestras destinadas para el diagnéstico
molecular, se realizé con el codigo del paciente mas una letra para la
identificacion de la zona del estbmago de donde se obtuvo la biopsia, de tal
forma que se asigno A = antro, B = cuerpo. Para el examen histopatoldgico, el
cbédigo de las muestras consistio en la historia clinica del paciente mas la

identificacién de la zona anatémica de donde se obtuvo la biopsia.
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El almacenamiento fue diferenciado entre las muestras. Las
designadas para histopatologia, se recolectd en viales con solucién al 10% de
formol. Mientras que para el diagnostico molecular, se colocé cada par de
muestras en viales con solucion de PBS (Anexo D).

2.5.5 Transporte de las biopsias gastricas

Los viales conteniendo las biopsias gastricas, se transportaron en un
contenedor aislante del calor, con paquetes de gel congelante; esto con el
propésito de garantizar la cadena de frio, 4°C, desde el lugar de toma de las
muestras hasta el laboratorio. Las muestras se receptaron y almacenaron en el

laboratorio, a —80°C, para su posterior procesamiento.
2.5.6 Resultados histopatoldgicos

Los resultados histopatolégicos fueron proporcionados por: el Centro
de Patologia del Hospital “Eugenio Espejo”, el Centro de Patologia del Hospital
“Vozandes”, y por el Dr. Guillermo Lopez Alarcon. A los cuales, se les asigno
el cbdigo correspondiente en concordancia con el del Formulario para

Pacientes.

2.5.7 Extraccion del material genético

2.5.7.1 DNA de la cepa control

Se utilizé como control positivo la cepa H. pylori ATCC 43504, la cual
fue proporcionada por la Dra. Apolinaria Garcia (Universidad de Concepcion,
Concepcién, Chile). EI DNA bacteriano, fue extraido con un kit comercial
(DNAzol® Reagent, Life Technologies) siguiendo las instrucciones de la

manufactura y se lo resuspendié por adiccion de 200 pl de buffer TE (Anexo E).

2.5.7.2 DNA del tejido géstrico

Para la extraccion del DNA de alto peso molecular a partir del tejido
gastrico, se acogi6 el protocolo descrito por Sislema (2008). Por cada biopsia
gastrica se usO un volumen final de 300 ul de una solucibn compuesta de:
buffer lisis TES (Cuadro 2.2) y 100 pg/ml de Proteinasa K (Invitrogen). Al tejido
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gastrico, se lo dispuso en un portaobjetos con 30 pl de la solucion, y se troced
con un bisturi. Se homogenizé completamente el tejido, y se colocd la
suspensiéon en un microtubo de 1.5 ml, el cual contenia los 270 pl restantes de
la solucion. Se rotuldé cada microtubo, con el cédigo del paciente respectivo.
Los homogenados se incubaron a 55°C, en bafio maria (VWR Scientific
Products) por dos horas con agitacion. Luego, se centrifugd (5415D,
Eppendorf) las muestras a 12 000 rpm, por 13 minutos a temperatura ambiente.
Se transfirid el sobrenadante a un nuevo microtubo, rotulado con el codigo
respectivo, y se descartod el pellet. Posteriormente, se precipitd el DNA por
adicion de 500 pl de etanol al 99.8% (Scharlau, ET0016), se invirtié la muestra
por varias veces, y se la centrifugd a 2 000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se recuperd el pellet (DNA) y descartd el sobrenadante. Se
adicion6 1 ml de etanol al 75 % (v/v) y se centrifugo a 1 000 rpm, por 2 minutos
a temperatura ambiente; se recuperé el DNA y se descartd el sobrenadante,
este lavado se lo realizd dos veces. El microtubo conteniendo el DNA, se lo
invirtid y se lo dejé secar sobre papel absorbente, por 15 segundos.
Finalmente, al DNA se lo resuspendid por adiccion de 200 ul de buffer TE
(Anexo E).

Cuadro 2.2 Componentes del buffer lisis TES

Componente | Concentracion
Tris HCI, pH 7.5 50 mM
EDTA 1mM
SDS 1% (v/v)

Fuente: Sislema, 2008

Todos los procesos de extraccion del DNA, tanto para la cepa control
como para las biopsias gastricas, se los realiz6 en el laboratorio de PRE —
PCR.

2.5.8 Cuantificacion del DNA

El DNA de la cepa control y de las muestras de las biopsias gastricas

se cuantificd por espectrofotometria usando un programa de cémputo (UV
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WINLAB Software, Perkin-Elmer). Se realizé diluciones de las muestras de
DNA, colocando en un vial 3 ml de agua destilada estéril y 5 pl de la muestra
de DNA; para el blanco se colocé en otro vial 3 005 ul de agua destilada estéril.
Se coloco estas soluciones en las cubetas de cuarzo (Perkin-Elmer), se ubicé
las cubetas en el espectrofotometro (Lambda 25 UV/VIS Spectrometer, Perkin-
Elmer), y se procedié a medir la absorbancia a 260 nmy 280 nm. Se calculé la
concentracion y la pureza del DNA usando las formulas del Cuadro 2.3. Un
valor superior a 1.5 para la pureza del DNA se consideré como adecuado. Los
resultados obtenidos se indican en el Anexo H, el 68% (125/184) de las
muestras presentaron valores mayores o iguales a 1.5 y el 32% (59/184)
presentaron valores menores a 1.5, no obstante estos no influyeron en los

resultados de las amplificaciones.

Cuadro 2.3 Formulas para calcular la concentracion y pureza del DNA

50gDNA
mi

Concentracion del DNA = Ao * * Factor dedilucion

A260nm

Pureza del DNA
A280nm

Aseonm = absorbancia a 260 nm. Asgonm = absorbancia a 280 nm.

Fuente: Surzycki, 1999.
2.5.9 Reaccidén en cadena de polimerasa (PCR)

2.5.9.1 PCR para H. pylori

Se realiz6 la reaccion con un volumen total de 51 pl en un
termociclador Techne Flexigene (Cambridge, UK). La mezcla de reaccion
consistié en 200nM de cada primer (Invitrogen) para el gen 16S rRNA (Cuadro
2.4), 4 pl de la muestra de DNA, y 45 ul de la PCR Supermix (Invitrogen)
compuesta por: 22 mM Tris-HCI (pH 8.4), 55 mM KCI, 1.65 mM MgCl2, 220 uM
dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dTTP, 220 uM dCTP, 22 U Taq DNA Polimerasa
recombinante/ml y estabilizadores. Las condiciones de reaccion fueron: una

denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos; 39 ciclos de denaturacion a 95°C por
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1 minuto, alineamiento a 55°C por 1 minuto, y extension a 72°C por 1 minuto; y

una extension final a 72°C por 10 minutos (Sislema, 2008).

2.5.9.2 PCR del gen cagA de H. pylori

La reaccion fue realizada con un volumen total de 51 pl en un
termociclador Techne Flexigene (Cambridge, UK). La mezcla de reaccion
consistié en 200nM de cada primer (Invitrogen) para el gen CagA (Cuadro 2.4),
4 pl de la muestra de DNA, y 45 pul de la PCR Supermix (Invitrogen) compuesta
por: 22 mM Tris-HCI (pH 8.4), 55 mM KCI, 1.65 mM MgCI2, 220 uM dGTP, 220
MM dATP, 220 pM dTTP, 220 uyM dCTP, 22 U Taq DNA Polimerasa
recombinante/ml y estabilizadores. Las condiciones de reaccién fueron: una
denaturacion inicial a 94°C por 10 minutos; 40 ciclos de denaturacion a 94°C
por 1 minuto, alineamiento a 59°C por 1 minuto, y extension a 72°C por 1
minuto; y una extension final a 72°C por 10 minutos. Estas condiciones son
una optimizacion de las descritas por Lage et al (1995), basicamente se
modificd el nimero de ciclos de la reaccion, de 35 a 40 ciclos.

Cuadro 2.4 Secuencia de los primers, posiciones de alineamiento, y

longitud de los productos de DNA amplificados

o Longitud del
Posicion de
Primer Secuencia _ ) producto
alineamiento
(pb)

Gen 16S rRNA
Forward 5 GCG ACCTGC TGG AACATTAC?Z 691-710 139
Reverse 5 CGT TAG CTG CAT TAC TGG AGA 3 829-809 139
Gen cagA
Forward 5 AAT ACACCAACGCCTCCAAGZ3 2593-2612 400
Reverse 5 TTGTTGCCGCTTTTGCTCTCJ3 2992-2973 400

Fuente: Sislema, 2008 (primer para el gen 16S rRNA) & Lage et al, 1995 (primer para el
gen cagA).

Para ambas PCRs (del gen 16S rRNA y del gen cagA) se realiz6 la

mezcla de reaccion bajo las especificaciones que requeria la PCR Supermix

Ixvii



(Invitrogen). Al mismo tiempo, por cada PCR, se realizd un control positivo y
un blanco donde la muestra fue reemplazada con agua grado biologia

molecular (Invitrogen).

La preparacion de las mezclas de reaccién para las amplificaciones se
realiz6 en el laboratorio de PRE — PCR, mientras que los procesos de
amplificacion y visualizacion de los productos se los realizaron en el laboratorio
de POST — PCR.

2.5.10 Visualizacién de las amplificaciones

Para la deteccidn de los productos de DNA amplificados, se mezclé 10
pl del resultado de la PCR y 2 pul del buffer de carga (Anexo F). Un volumen de
10 pl de la mezcla de cada PCR fue analizado por electroforesis (GelXLUItraV-
2, Labnet), en buffer TAE 1X (Anexo G), a 70 Voltios por un lapso de 1 hora.
Un gel al 1.6% de agarosa (Ultra Pure Agarose, Invitrogen) fue usado para los
productos de la PCR de H. pylori. Las amplificaciones de H. pylori cagA, se
analizé en un gel al 2% de agarosa. Para cada caso, en forma paralela se usé
marcadores de peso molecular de 100bp (Tracklt™ 100bp DNA Ladder,
Invitrogen) y 1Kb (Tracklt™ 1Kb DNA Ladder, Invitrogen), respectivamente. Se

verifico, un control positivo y un blanco, por cada gel realizado.

Posterior a la electroforesis, para la tincion, los geles se incubaron en
una solucién de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), con agitacion (RotoMix
Type 50800, Thermolyne) 50 rpm por 30 minutos, a temperatura ambiente en

oscuridad.

Se visualiz6 los geles en un transiluminador (Safe Imager™ blue-light,
Invitrogen). Los resultados se documentaron mediante fotografias (Cyber-shot

DSC-H7, Sony) a los geles de agarosa.
2.6 Anélisis de Datos

Para el ingreso y manejo de los datos se utilizé6 una hoja de célculo de
Microsoft Excel (Microsoft Office Professional Edition 2003, USA). Los datos

de los individuos participantes en el estudio se indican en el Anexo I.
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Se realizd una estadistica descriptiva para: el género y edad de los
individuos participantes, diagnosticos histopatoldgicos, presencia de H. pylori
por diagnosticos molecular (PCR) e histologico, y presencia del gen cagA en

las biopsias positivas para H. pylori.

Asimismo, se realizé un analisis estadistico de la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos de la PCR para H. pylori en comparacion
con la evidencia histologica.

2.6.1 Estadistica de la muestra
2.6.1.1 Género de los individuos participantes

Se utiliz6 una equivalencia binaria para representar el género del

individuo. Se asignoé 1 para el femenino y 0 para el masculino.
2.6.1.2 Edad de los individuos participantes

La edad de los individuos participantes se la ingreso directamente en la

hoja de calculo.
2.6.2 Estadistica de los diagndésticos histopatologicos

Se utilizé una equivalencia nhumérica (de 1 a 5), como se indica en la
Tabla 2.1, para la caracterizacion del diagndéstico reportado por los informes

histopatoldgicos para cada uno de los individuos participantes.

Tabla 2.1 Equivalencia del diagnostico histopatolégico

Diagnostico histopatoldgico | Equivalencia

Gastritis crénica no atrofica 1
Gastritis cronica atrofica
Metaplasia intestinal

Displasia

aa b~ W DN

Cancer gastrico
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2.6.3 Estadistica del procedimiento diagnostico para H. pylori
2.6.3.1 Diagndstico por PCR
2.6.3.1.1 PCR para H. pylori

Se utilizé una equivalencia binaria para el resultado de la PCR para H.
pylori. Se asigndé 1 para el positivo y 0 para el negativo. Donde una
amplificacion positiva se determiné mediante la visualizacion en el gel de
agarosa de la banda amplificada, mientras que la negativa correspondié a la
ausencia de la banda.

2.6.3.1.2 PCR del gen cag A de H. pylori

Al igual que la PCR para H. pylori, se utilizé una equivalencia binaria
para el resultado de la PCR del gen cagA de H. pylori. Se asigné 1 para el

positivo y 0 para el negativo.
2.6.3.2 Diagnoéstico por histologia

Los resultados histolégicos mostraron la presencia de la bacteria
indicando la magnitud de la colonizacién observada en el tejido, asi: +, ++, +++;
mientras que su ausencia la reportaron como un resultado negativo. Tomando
estos datos informativos, se realizé una equivalencia binaria para la presencia

de la bacteria. Se asigno 1 para la presenciay 0 para la ausencia de H. pylori.

2.6.4 Estadistica para la determinacion de la sensibilidad, especificidad y

valores predictivos de la PCR para H. pylori

Para la determinacién de la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de la PCR para H. pylori se realiz6 una matriz de detecciéon (Tabla
2.2), donde se colocé los resultados obtenidos mediante la prueba molecular
(PCR) vy los resultados de la evidencia histoldgica, los cuales fueron tomados
como el gold estandar para la demostracion de la presencia de H. pylori, y se

calculd los valores usando las férmulas indicadas en el Cuadro 2.5.

Tabla 2.2 Representacién de la matriz de deteccion
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Resultado de Diagndstico verdadero
la prueba Enfermos No Enfermos Total
Positivo Verdadero Positivo (a) Falso Positivo (b) a+b
Negativo Falso Negativo (c) Verdadero Negativo (d) c+d
Total a+c b+d atb+c+d

Cuadro 2.5 Férmulas para el célculo de sensibilidad, especificidad y

valor predictivo

Sensibilidad = &
a+C

Verdadero Positivo

Especifici dad =

b+d Falso Positivo

- . Falso Negativo
Valor predictivo deuna prueba positiva = ab g
_|_

QO
o O T 9
1

Verdadero Negativo

Valor predictivo deuna prueba negativa =
c+

Fuente: Morton, Hebel & Mc Carter, 1993.

2.6.5 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se usé un programa de
computo SPSS version 11.5 (SPSS Inc. Chicago, lllinois USA). En base a los
resultados de los diagnosticos histopatologicos, los resultados de las PCRs (de
H. pylori y del gen cagA), y el género y edad de los individuos; se calculo
mediante un analisis de regresion logistica el valor de significancia P, el
cuantificador de riesgo OR (odds ratio) y los intervalos con un 95% de
confianza. Este andlisis se realizd para la gastritis cronica no atréfica, gastritis
cronica atrofica y para la metaplasia intestinal. Ademas, se realizé un analisis
de Chi-cuadrado con un 95% de confianza, para comparar la prevalencia de H.
pylori cagA+ entre los géneros femenino y masculino, en los individuos

infectados con H. pylori.

Los resultados de los analisis estadisticos se consideraron

significativos cuando mostraron un valor de P menor a 0.05, caso contrario se
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los consider6 como estadisticamente no significativos (Dawson & Trapp,
2002).

CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Individuos participantes en el estudio

De un total de 226 pacientes, los informes histopatologicos fueron
disponibles para 184 individuos (Anexo I). Los individuos participantes
consistieron en 103 mujeres y 81 varones, con una edad promedio de 46.8
afios y un rango de edad de 15 a 86 afios (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Individuos participantes en el estudio

Individuos participantes

(n = 184)
Mujeres 56.0 % (103/184)
Varones 44.0% (81/184)
Edad promedio 46.8 anos
Rango de edad 15 a 86 afos

3.2 Frecuencia de las patologias gastricas en los individuos participantes

Todos los individuos participantes en este estudio presentaron algun
tipo de patologia gastrica. Aproximadamente la mitad (50.5%) de los pacientes
presentaron gastritis cronica no atrdfica, y el 45.5% restante comprendié a las
patologias gastricas mas severas. La gastritis cronica atrofica y metaplasia
intestinal se presentaron en un 32.1% y 16.3%, respectivamente. EIl cancer
gastrico solamente se present6 en dos individuos, y ninguno de los resultados
histopatoldgicos indicd la manifestacion de displasia en los individuos

participantes (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2 Frecuencia de las patologias géastricas en los individuos
participantes

Histopatologia Frecuencia

n (%)

Gastritis cronica no atrofica | 93/184 (50.5)
Gastritis cronica atréfica 59/184 (32.1)

Metaplasia intestinal 30/184 (16.3)
Displasia 0/184 (0.0)
Cancer gaéstrico 2/184 (1.1)

3.3 Deteccion de H. pylori mediante el diagnostico histolégico y molecular

Los resultados del diagnostico histoloégico y molecular para H. pylori
discreparon. Evidenciandose una mayor deteccién de la bacteria, 75.5%,
usando el diagnostico molecular por PCR; mientras que, la evidencia
histoldgica indicd una presencia del 63.0%. No obstante, ambos diagndsticos
demostraron una alta prevalencia para H. pylori en los individuos analizados
(Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Deteccion de H. pylori mediante el diagndéstico histolégico y

molecular
Diagndstico
Tipo Histologico Molecular (PCR)
n (%) n (%)
H. pylori positivo 116/184 (63.0) 139/184 (75.5)
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3.3.1 Sensibilidad, especificidad, y valores predictivos de la PCR para H.

pylori comparado con la evidencia histologica

Tomando como prueba gold estdndar al diagndstico histolégico, se
determind que, la prueba molecular adicionalmente detectdé 23 individuos
positivos (12.5%) para H. pylori (Tabla 3.4). Para los 23 casos que indicaban
la ausencia de la bacteria por el diagndéstico histolégico y su presencia por la
prueba de PCR, se realiz6 nuevamente el proceso de deteccion molecular con
la biopsia de respaldo, y se ratifico el resultado obtenido inicialmente. De estos
23 individuos (Cddigo de los pacientes: 21, 32, 52, 69, 71, 74, 75, 76, 79, 80,
82, 85, 87, 89, 94, 107, 111, 116, 121, 166, 170, 208 y 224), 11 presentaron un
diagnéstico de gastritis cronica, 6 un diagndéstico de gastritis cronica con atrofia
y 6 un diagnostico de metaplasia intestinal (Anexo ).

Tabla 3.4 Resultado del diagnéstico molecular en relaciéon con la

evidencia histologica

PCR para Diagnostico verdadero
Total
H. pylori Enfermos No Enfermos
Positivo 116 23 139
Negativo 0 45 45
Total 116 68 184

La sensibilidad y valor predictivo negativo de la prueba molecular por
PCR fue del 100%; mientras que, la especificidad y valor predictivo positivo,
descendieron a un 66.2% y 83.5%, respectivamente (Tabla 3.5), producto de la

discrepancia en los 23 casos referidos anteriormente.

Tabla 3.5 Sensibilidad, especificidad, y valores predictivos de la PCR

para H. pylori comparado con la evidencia histologica

PCR para H. pylori
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Sensibilidad 100 %
Especificidad 66.2 %

Valor predictivo de una prueba positiva  83.5 %

Valor predictivo de una prueba negativa 100 %

3.4 Visualizacion de las amplificaciones

La visualizacion del resultado de las amplificaciones para H. pylori del
gen 16S rRNA que da un producto de 139 pb y del gen cagA que da un
producto de 400 pb, se verificaron usando un control positivo y un blanco por
cada gel que realizado (Figura 3.1). La modificacion del numero de ciclos para
la amplificacion del gen cagA de H. pylori resultd en una mejor visualizacion del

fragmento amplificado.

L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9

506
400 ph = 998

298
220
139ph =2 194

75

Figura 3.1 Visualizacion de los productos de amplificacion de la PCR

para el gen 16S rRNA y para el gen cagA, de H. pylori.

Linea 1: marcador molecular de 1 kb (75 a 12 216 pb). Linea 2: producto de
amplificacion del control positivo de H. pylori. Linea 3: blanco de la amplificacién para H.
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pylori. Lineas 4y 5: productos de amplificacion para H. pylori, de las muestras 99 y 106.
Linea 6: producto de amplificacion del control positivo para el genotipo cagA de H. pylori. Linea
7: blanco de la amplificacion para el genotipo cagA de H. pylori. Lineas 8 y 9: productos de
amplificacion para el genotipo cagA de H. pylori, de las muestras 99 y 106.

3.5 Estatus del genotipo cagA en los individuos infectados con H. pylori

De las 139 muestras positivas para H. pylori, se realizé la PCR para el
genotipo cagA. Se obtuvo un 29.5% de prevalencia para cagA entre los
individuos infectados con H. pylori, siendo la mayoria de individuos negativos
para el genotipo analizado (Tabla 3.6).

La presencia de H. pylori fue méas frecuente en la gastritis crénica no
atrofica y la gastritis cronica atrofica, en un 47.5% y 35.3%, respectivamente,
comparada con la metaplasia intestinal, que fue del 17.3%. No obstante, entre
los individuos infectados con cepas de H. pylori positivas para cagA, se
observo pequefas diferencias entre la frecuencia de este genotipo y su
presencia en la gastritis no atrofica (39.0%), gastritis atrofica (34.1%) y
metaplasia intestinal (26.8%) (Tabla 3.6).

Tabla 3.6 Estatus del genotipo cagA en los individuos infectados con H.

pylori
H. pylori positivo por PCR
Histopatologia n=139/184 | ncagA+=41/139
(75.5%) (29.5%)
Gastritis cronica no atrofica | 66/139 (47.5) 16/41 (39.0)
Gastritis cronica atrofica 49/139 (35.3) 14/41 (34.1)
Metaplasia intestinal 24/139 (17.3) 11/41 (26.8)
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3.6 Andlisis Estadistico

3.6.1 Frecuencia del genotipo cagA+ asociada con el género de los
individuos infectados con H. pylori

De los 139 individuos positivos para la infeccion por H. pylori, el
porcentaje de mujeres que albergaron cepas positivas para el gen cagA fue
20.5%; mientras que, en los hombres la proporcién fue mayor, del 39.4%.
Relacionando la frecuencia del genotipo cagA para H. pylori con el género de
los individuos infectados por la bacteria, mediante la prueba de Chi cuadrado;
se encontré que, con una diferencia estadisticamente significativa (P = 0.02), la
presencia de cepas positivas para cagA esta relacionada con las bacterias que

colonizan la mucosa gastrica de los hombres (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Frecuencia del genotipo cagA+ asociado con el género de
los individuos infectados con H. pylori

Casos Valor P
n (%)

Femenino 15/73 (20.5)
Masculino 26/66 (39.4)

Género

0.02

3.6.2 Relacion entre el estatus de cagA con género y edad de los

individuos infectados con H. pylori

Tabla 3.8 Riesgo para el estatus cagA+ asociado al género y edad de

los individuos infectados con H. pylori

Carf'os valorP  OR (Cl, 95%)
(%)

Edad 139/139  0.51 1.01(0.98 a 1.04)
(100.0)

Género

Femenino 73/139 0.02 0.39 (0.18 2 0.84)
(52.5)
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Masculino 66/139 0.02 2.57(1.19a5.52)
(47.5)

Cl = Intervalo de confianza

Mediante el analisis de regresidn logistica, a pesar que no existié una
relacion estadisticamente significativa entre la infeccion con cepas cagA+ vy la
edad de los individuos (P = 0.51), si se evidencio que el género del individuo se
relaciona con el genotipo que presenta la bacteria que coloniza la mucosa
gastrica (P = 0.02). Entre los individuos infectados con H. pylori, los de género
masculino tienen un riesgo de 2.6 veces mas de lo normal (OR = 2.57; CI, 95%
= 1.19 a 5.52), que su infeccién sea por cepas de H. pylori cagA+. Mientras
gue el ser mujer resulté en un factor protector (OR = 0.39; CI, 95% =0.18 a

0.84) contra la infeccion por cepas cagA+ (Tabla 3.8).

3.6.4 Relacion entre la gastritis no atréfica, la gastritis atréfica, y la
metaplasia intestinal con la edad y género de los individuos participantes

Tabla 3.9 Riesgo para la gastritis no atréfica, la gastritis atrofica, y la
metaplasia intestinal en los 184 individuos participantes en el estudio, asociado

con la edad y género

Caﬁos valorP  OR (Cl, 95%)
(%)
Gastritis no atrofica  93/184
(50.5)
Edad < 0.0001 0.96 (0.94 a 0.98)
Género" 0.31 1.39(0.74 a 2.62)
Gastritis atrofica 59/184
(32.1)
Edad 0.96 1.00(0.98 a 1.02)
Género" 0.35 0.73(0.39a1.39)

Metaplasia Intestinal  30/184

(16.3)
Edad <0.0001 1.07 (1.04 a 1.10)
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Género" 0.82 0.90 (0.37 a 2.19)

F = Género femenino

Cl = Intervalo de confianza

Para los 184 pacientes participantes, independientemente si presentan
0 no infeccion por H. pylori, el género de los individuos no se relacion6 con la
gastritis no atréfica, gastritis atréfica, y metaplasia intestinal, por lo que estas
patologias no estan condicionadas al género del paciente. Si bien, la edad del
individuo mostrd ser un factor significativo para la presencia de gastritis no
atréfica (P < 0.001) y metaplasia intestinal (P < 0.001), éste factor mostré estar
asociado con un riesgo normal en la gastritis no atréfica (OR = 0.96; Cl, 95% =
0.94 a 0.98) y en el caso de la metaplasia el riesgo ligeramente aumenta con la
edad (OR = 1.07; CI, 95% = 1.04 a 1.10). En el caso de la gastritis atrofica,
esta manifestacion clinica no tuvo una relacion estadisticamente significativa
con la edad del individuo (Tabla 3.9).

3.6.4 Relacion entre la gastritis no atréfica, la gastritis atrofica, y la

metaplasia intestinal con el estatus de cagA en H. pylori

Tabla 3.10 Riesgo para la gastritis no atrofica, la gastritis atrofica, y la
metaplasia intestinal (asociada con la edad y género), entre los individuos

infectados con H. pylori cagA+ y los infectados con H. pylori cagA-

2595 ValorP  OR(CI, 95%)
(%)
Gastritis no atrofica  66/139 0.17 0.56 (0.24 a 1.28)
(47.5)
Gastritis atréfica 49/139 0.77 0.88(0.37 a 2.07)
(35.3)
Metaplasia Intestinal 24/139 0.03 3.52(1.17 a 10.59)
(17.3)
Edad 0.0001 1.08 (1.04a1.12)
Género" 0.83 1.12(0.39 a 3.22)
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F = Género femenino

Cl = Intervalo de confianza

La presencia de la infeccion con cepas H. pylori cagA positivas no
mostré estar asociada con la gastritis no atrofica (P = 0.17) ni con la gastritis
atréfica (P = 0.77), en comparacion con los individuos que presentan las
mismas patologias y que estan infectados con cepas negativas para cagA
(Tabla 3.10).

No obstante, la infeccion con H. pylori cagA+ si se relaciond
significativamente con la metaplasia intestinal (P = 0.03) y aumenté6 el riesgo
para esta patologia en 3.5 veces (OR = 3.52; Cl, 95% = 1.17 a 10.59), en
comparacion con los individuos que tienen metaplasia pero que estan
infectados con cepas de H. pylori cagA-. También, entre los individuos
infectados con la bacteria, la edad se present6é como un factor
significativamente relacionado con la metaplasia (P = 0.0001), aunque el riesgo
se vio incrementado levemente de lo normal (OR = 1.08; ClI, 95% = 1.04 a 1.12)
por causa de este factor; mientras que, el género de los individuos no se

relaciono significativamente (P = 0.83) con esta patologia (Tabla 3.10).

CAPITULO 4: DISCUSION

El presente estudio reporté la identificacion del genotipo cagA de H.
pylori en muestras de DNA extraido a partir de biopsias gastricas. Estudios
previos han usado amplificaciones de PCR de los genes de ureasa de H. pylori,
para establecer la presencia de la bacteria en muestras de DNA (Lage et al,
1995; Mobley, 2001); sin embargo, la amplificacion de regiones conservadas en
el DNA bacteriano, como lo es el DNA codificado por el gen rRNA 16S, es una
metodologia ampliamente empleada, debido a que amplifica secuencias
especificas de DNA de la bacteria, mientras que no amplifica secuencias en el
DNA humano (McCabe et al, 1995). H. pylori contiene dos copias del gen de

rRNA 16S (Kusters et al, 2006); por lo que este estudio comprobé una vez mas
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que, el primer que detecta un segmento del gen rRNA 16S y amplifica una
secuencia especifica de 139 pb dentro de este gen, sirve para indicar la
presencia de la bacteria, por medio del diagnéstico molecular a partir de las
biopsias gastricas (Weiss, Mecca, da Silva & Gassner, 1994; Sislema, 2008).

En los 184 individuos participantes en el estudio, la prevalencia
encontrada para H. pylori mediante el diagnostico molecular por PCR fue del
75.5%, resultado que es conforme al reportado previamente por Sempértegui et
al (2007) y que indica una alta tasa de infeccion por H. pylori en la poblacién
ecuatoriana. Sin embargo, al comparar la técnica de PCR con la evidencia
histologica, se obtuvo una especificidad del 66.2% para el diagnéstico
molecular, debido a la divergencia en los resultados de deteccion en 23 casos
(12.5%) de los 184 analizados. En los casos descritos, el diagnostico
histologico determina ausencia de la bacteria, contrastando con la deteccion
positiva indicada por la PCR, lo cual pudiera deberse a que la cantidad de
microorganismos de H. pylori era insuficiente para la deteccion por tincion
histolégica. Los 23 individuos referidos presentaron gastritis cronica, de los
cuales en 11 fue de tipo leve, en 6 estuvo acompafada de atrofia y los 6
restantes presentaron metaplasia intestinal. Por lo que, en el primer caso (11
individuos) pudo deberse a que la infeccidén estaba en su etapa inicial, cuando
la bacteria esta aun en bajas cantidades en la mucosa gastrica, mientras que
en los otros dos casos (12 individuos) la razon pudo ser que el considerable
dafo del epitelio gastrico conllevé a una declinacién para la positividad de la
bacteria (Dixon, 2001). Se descarta que estos resultados sean producto de la
contaminacion durante el procesamiento de las muestras en el laboratorio;
debido a que, los protocolos usados en este estudio ya han sido previamente
estandarizados y probados (Sislema, 2008), también porque se verifico
simultAneamente controles en cada reaccidén de PCR, y al hecho que al repetir
la prueba molecular con la biopsia de respaldo para estos 23 casos se ratificd
los resultados obtenidos inicialmente. Asimismo, una mayor deteccién de H.
pylori usando la prueba molecular ya ha sido reportado anteriormente (Zsikla et
al, 2006; Sislema, 2008). La sensibilidad que se encontré para la PCR de H.
pylori es del 100%, dejando en claro que, el diagndstico molecular por PCR es

capaz de detectar a este microorganismo, cuando la bacteria esta en bajas
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cantidades en la mucosa gastrica, y revelando asi su absoluta sensibilidad al

compararlo con el resultado histoldgico.

Este estudio verificé una vez mas el uso del primer que da un producto
de 400 pb, para detectar el gen cagA en muestras de biopsias géstricas (Lage
et al, 1995). La prevalencia que se encontré para el genotipo cagA fue del
29.5% (41/139), en los individuos infectados con H. pylori; anteriormente,
Debets-Ossenkopp et al (2003) indic6 una frecuencia del 92.1% para el
genotipo cagA en pacientes ecuatorianos, sin embargo, ese estudio fue
relativamente pequefio, solamente consider6 38 muestras. En el presente
trabajo, se analizo el genotipo cagA en 139 muestras positivas para H. pylori.
No obstante, esta diferencia encontrada en la prevalencia del genotipo cagA,
entre las dos muestras de individuos ecuatorianos analizadas, sugiere la
existencia de una marcada variacion geografica para la prevalencia de los
genotipos de H. pylori (Suerbaum & Achtman, 2001), lo cual deberia ser
motivo de futuras investigaciones. Esta variacion tan marcada para la
prevalencia del genotipo cagA dentro de la poblacion de un mismo pais,
también se ha reportado previamente en Argentina (Catalano et al, 2001,
Mattana et al, 2007).

La baja tasa de prevalencia para el genotipo cagA encontrada en este
estudio, concuerda con las registradas en Estados Unidos, 22.9% (Cho et al,
2005); en Israel, 25.5% (Benenson et al, 2002); en Jordania, 26.4% (Nimri et al,
2006); en Chile, 24.2% (Garcia et al, 2006); y en Argentina, 30% (Mattana et
al, 2007). Sin embargo, en los paises latinoamericanos, se han reportado
elevadas tasas para la prevalencia del genotipo cagA de H. pylori, a excepcién
de Chile y en el estudio hecho por en Mattana et al (2007) en Argentina,
registrandose en Venezuela un 51.0% (Perrone et al, 2005), en Costa Rica un
67.4% (Occhialini et al, 2001), en Brasil un 71.0% (Rota et al, 2001), en México
un 78.9% (Torres et al, 2002), en Perd un 82.4% (Zamudio et al, 2002), en
Argentina un 84.0% (Catalano et al, 2001) y en Colombia un 90.4% (Nogueira
et al, 2001); aunque, en los paises asiaticos como Corea, Taiwan y China, la
prevalencia para cagA es practicamente absoluta, es decir, cercana al 100%
(Miehlke et al, 1996; Lai et al, 2002;Pan et al, 1997).
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En las diferentes poblaciones, la relacién entre la positividad para cagA
y la patogénesis de las enfermedades gastricas, en los individuos infectados
con H. pylori es controversial. Varios estudios han encontrado que, las cepas
gue poseen el gen cagA (Peek et al, 1995; Cittelly et al, 2002; Godoy et al,
2003; Konradsson et al, 2003; Saribasak et al, 2004; Erzin et al, 2006) o cepas
aisladas de pacientes con anticuerpos para la proteina CagA (Cover et al,
1995; Beales et al, 1996; Ching et al, 1996; Orsini et al, 1998; Harris et al,
2003) son mas comunes en pacientes con Ulcera péptica y Ulcera duodenal,
gue en los pacientes con patologias no severas. Asimismo, investigaciones
sefialan que, la infeccién con cepas de H. pylori cagA positivas en comparacion
con las cepas cagA negativas incrementan el riesgo para el desarrollo del
cancer gastrico (Blaser et al, 1995; Parsonnet et al, 1997; Shimoyama et al,
1998; Rugge et al, 1999; Enroth et al, 2000). Sin embargo, otros estudios no
han dilucidado esta asociacion significativa, entre el estatus de cagA y las
enfermedades de Ulcera péptica (Pan et al, 1997; Zhenga et al, 2000; Andreson
et al, 2002; Serin et al, 2003) y ulcera duodenal (Owen et al, 1994; Sokic-
Milutinovic et al, 2004); aunque, esto puede deberse a que estos estudios se ha
generado en regiones en las cuales la prevalencia de H. pylori cagA+ es
elevada, por lo que este gen no puede ser usado como un marcador para el
riesgo del desarrollo de patologias gastricas mas severas en estas poblaciones
(Lai et al, 2002; Zhou et al, 2004). No obstante, en este estudio a pesar que
todos los individuos presentaron algun tipo de patologia gastrica no se
registraron individuos con enfermedades de Ulcera péptica o Ulcera duodenal; y
los dos Unicos pacientes con cancer gastrico no estuvieron infectados con H.
pylori, hecho que pudo deberse a que la positividad para la presencia de la
bacteria disminuye, e inclusive esta ausente en las areas del estbmago que
presentan gran atrofia glandular y metaplasia, a causa que este
microorganismo solamente coloniza el epitelio gastrico y su supervivencia esta
condicionada por un ambiente parcialmente acido, lo cual no descarta su rol en
la patogénesis (Dixon, 2001). Por lo que, posteriores investigaciones deben
considerar el uso de un protocolo a ser empleado por los médicos
gastroenterélogos, para la toma de las muestras de biopsias gastricas, las
cuales deberian ser obtenidas preferentemente de la zona circundante a la

lesion.
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Dentro de la poblacion analizada se encontré que, la presencia de
cagA esta relacionada significativamente con la metaplasia intestinal (P = 0.03),
y que en los individuos infectados con estas cepas su riesgo se incremento en
3.5 veces (OR = 3.52; CIl, 95% = 1.17 a 10.59) para manifestar la metaplasia
intestinal, en comparacion con los individuos que estan infectados con cepas
cagA negativas, similares resultados han sido reportados por otras
investigaciones (Kuipers et al, 1995; Pilotto et al, 1998; Sozzi et al, 1998;
Warburton et al, 1998; Nogueira et al, 2001; Farinati et al, 2003; Zambon et al,
2003). Asimismo, estudios que han evaluado la presencia simultanea de cepas
cagA+ y cagA- en un mismo paciente, han encontrado que el estatus para
cagA puede jugar un rol importante en el desarrollo de la metaplasia intestinal
(Figura et al, 1998) y que cagA puede contribuir en las diferencias que se
presentan en los resultados patologicos (Fantry et al, 1996). Lo cual sugiere
gue, el estatus de cagA podria ser usado como un parametro util para definir un
subgrupo de pacientes, que potencialmente tendrian un riesgo mayor para el
desarrollo de adenocarcinoma gastrico (Sozzi et al, 1998), debido a que la
metaplasia intestinal es un cambio de la mucosa gastrica precursor para esta

oncopatologia (Asaka et al, 2001).

Ademas, estudios previos han encontrado una relacion significativa
entre la positividad para cagA con la presencia de gastritis atrofica, en los
individuos infectados con H. pylori (Kuipers et al, 1995; Beales et al, 1996;
Pilotto et al, 1998; Sozzi et al, 1998; Warburton et al, 1998; Maaroos et al,
1999; Farinati et al, 2003). En el presente estudio, no fue estadisticamente
significativa la relacion entre la presencia cagA con la gastritis crénica no
atrofica, ni con la atréfica; esto puede deberse a que, a parte de los factores
bacterianos, los factores de tipo ambiental, estarian relacionados en el

desarrollo de estas patologias gastricas (Harris et al, 2003).

Al mismo tiempo, este estudio encontré una significativa diferencia
entre la presencia del genotipo cagA+ con el género de los individuos
infectados por la bacteria (P = 0.02), hallazgo que ya ha sido reportado
anteriormente; y demuestra que, la prevalencia para este genotipo es mas alta

en el género masculino que en el femenino (Jafarzadeh et al, 2007). Los
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resultados del presente estudio indican que, entre los pacientes infectados con
H. pylori, los de género masculino corren un riesgo de 2.6 veces (OR = 2.57;
Cl, 95% = 1.19 a 5.52) que las cepas que colonizan su mucosa gastrica sean
positivas para el genotipo cagA. Aunque, también se ha reportado una
asociacion significativa entre la edad de los pacientes y la prevalencia del
genotipo cagA (Lawniczak & Starzynska, 2002; Dharne et al, 2007; Jafarzadeh
et al, 2007), en este estudio la edad no estuvo asociada significativamente a la
infeccion por cepas H. pylori cagA+, relacion que tampoco ha sido encontrada
en la poblacién chilena (Harris et al, 2003).

CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La infeccidon por H. pylori esta ampliamente distribuida a nivel mundial,
no obstante existe una notable diferencia en su prevalencia dentro y entre
paises. Los estudios epidemioldgicos indican que las poblaciones de paises en
desarrollo presentan una mayor prevalencia en comparacion con las de los
paises desarrollados, siendo los factores que causan esta diferencia los
relacionados con el estatus socioeconomico, la asistencia meédica, el
saneamiento, las condiciones de vida de sus habitantes y principalmente la
tasa de adquisicion de la bacteria en la nifiez. Ecuador forma parte del grupo
de paises en vias de desarrollo, y su prevalencia para la infeccion por H. pylori

es alta, tanto en la poblacion adulta como en la infantil.

H. pylori es un agente etiologico ya establecido para la gastritis cronica
y es un factor que predispone para enfermedades gastricas mas severas como
la ulceracion péptica, el cancer gastrico y linfomas tipo MALT. Por lo general,
los paises con elevadas tasas de infeccién por H. pylori tienen paralelamente
una incidencia mayor de cancer gastrico. La alta prevalencia de H. pylori
registrada en Ecuador esta acompafada de una alta incidencia para el cancer
gastrico. En este estudio todos los individuos presentaron gastritis cronica, y
los cambios histologicos: atrofia y metaplasia, considerados precursores para el

cancer gastrico, se incluyeron en la mitad de la poblacién analizada.
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La infeccidbn por H. pylori también es prevalente en poblaciones
asintomaticas, lo cual refleja que no todas las cepas son igualmente patégenas.
Esta diferencia puede explicarse por la expresion de determinados factores de
virulencia en cepas especificas, como lo es la expresién de CagA, proteina

codificada por el gen cagA de la isla de patogenicidad cag (PAI cag).

El DNA de PAI cag contiene 31 fases de lectura abierta, ademas de
CagA codifica un sistema de secrecion tipo IV especifico para Helicobacter
pylori, que permite la translocacion de CagA hacia la célula hospedera. La PAI
cag induce en la célula las vias de sefializacion para la traduccion, con la
finalidad que éstas contribuyan a la virulencia de H. pylori. Existen dos
mecanismos para la induccion de estas vias, uno dependiente de CagA y otro
independiente de este factor.

En el mecanismo dependiente, CagA se fosforila en el interior de la
célula hospedera mediante un residuo de tirosina por una quinasa celular
todavia no identificada. Su funcion molecular aun se desconoce, estudios
sugieren que CagA esta involucrada en (1) cambios de la morfologia de la
célula hospedera, que constituyen en rearreglos del citoesqueleto de actina que
dan lugar a la formacion de pedestales debajo de la bacteria que esta adherida
a la mucosa; y (2) en la induccién de cambios en el estado de fosforilacion de
distintas proteinas celulares, que activan las cascadas de quinasas que a su
vez fosforilan a los factores de transcripcidn e inician las vias requeridas para el
crecimiento y diferenciacion celular. Por lo que, el hecho que CagA interfiera
en el ciclo celular, brinda una posible explicacion para el aumento del cancer

gastrico debido a la infeccion por cepas cagA positivas.

El mecanismo independiente de CagA, induce a las células epiteliales
gastricas para que secreten interleuquina 8 (IL-8). La IL-8 es la principal
guimioquina causante de la infiltracion de neutrdfilos en el sitio infectado, lo que
da como resultado un fuerte proceso inflamatorio en la mucosa gastrica, esto
ha conllevado a que a las cepas portadoras de la PAI cag se las denomine

como “proinflamatorias”.
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La funcién de la PAI cag en H. pylori y su relacion con las patologias
gastricas ha sido motivo de investigacion desde su descubrimiento en 1993,
frecuentemente, estos estudios se han basado en amplificaciones del gen cagA
por PCR, como marcador para la presencia de la PAI cag. Se ha reportado
que las cepas de H. pylori cagA+ afectan a la proliferacion de las células
epiteliales gastricas, trastornan la diferenciacion epitelial y atentan la
apoptosis; ademas, se las ha asociado con enfermedades de ulceracién
péptica y duodenal, con altos grados de inflamacidén gastrica, con la presencia
atrofia y metaplasia intestinal, y con el incremento del riesgo para cancer

géstrico sobre el riesgo asociado con la infeccién solamente de H. pylori.

Existe una marcada variacion geogréfica para la prevalencia de los
genotipos de H. pylori. Las tasas reportadas para el genotipo cagA+ son bajas
en los paises desarrollados, mientras que en la mayoria de los paises en vias
de desarrollo son elevadas. No obstante, entre las cepas de H. pylori que
infectan a los ecuatorianos analizados en este estudio, un bajo porcentaje es

del genotipo cagA+.

La prevalencia del genotipo cagA+ de H. pylori también puede estar
relacionada con factores del hospedero, como el género y la edad del individuo
infectado por la bacteria. Esta investigacion demostro la existencia de una
relacion significativa entre la presencia del genotipo cagA+ con el género de los

pacientes infectados por H. pylori, siendo mayor en los del género masculino.

Este estudio comprobd la hipétesis alternativa, que enuncia que “las
cepas de Helicobacter pylori genotipo cagA positivo estan relacionadas con
patologias gastricas mas severas”, con un nivel de confianza del 95%. La
infeccion con cepas cagA+ aumenta el riesgo en 3.5 para la manifestacion de
metaplasia intestinal, en comparacion con la infeccion con cepas de H. pylori

cagA negativas.

Finalmente, la PCR para H. pylori puede usarse como un método
diagndstico para determinar la infeccion por la bacteria. Las ventajas de este
método molecular incluyen, una alta sensibilidad, alta especificidad, resultados

rapidos y no requiere condiciones exigentes para el transporte de las muestras.
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Ademas, puede permitir la deteccion rapida de la resistencia a los
antimicrobianos mediante la deteccion de mutaciones asociadas a los diversos
antibidticos, asi como la identificacion de cepas virulentas mediante la
genotipificacion de las mismas, como lo demuestra este estudio. En la
actualidad, la PCR constituye una herramienta de investigacion para el
diagnéstico de la infeccion por H. pylori y en futuro cercano podria convertirse

en un método clinico de uso rutinario.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Dada la alta prevalencia de la infeccion por H. pylori en nuestro pais, es
necesario dar continuidad al tipo de investigaciones como la presentada,
estudios que serviran para lograr establecer los genotipos de H. pylori que se
presentan con mayor frecuencia entre los ecuatorianos infectados por la
bacteria, y asi relacionarlos potencialmente con el desarrollo de especificas

patologias.

La mayoria de investigaciones referentes a la genotipificacion de H.
pylori se han efectuado en poblaciones de pacientes adultos, sin embargo, es
importante que futuros trabajos analicen también a la poblacién infantil,
especialmente cuando los estudios epidemiolégicos sugieren que la infeccion
ocurre preferentemente en la infancia, lo cual es aplicable a nuestra poblacion
a consecuencia de la alta prevalencia que se ha reportado para la bacteria en

los niflos ecuatorianos.

Es importante que el diagnéstico molecular por PCR empiece a ser
reconocido ampliamente como un método diagndéstico para las infecciones
bacterianas, como lo es la producida por H. pylori; debido a que, esta técnica
indica una alta sensibilidad y especificidad, y ademas sus resultados son
disponibles en un corto lapso de tiempo, en comparacion con los métodos

diagnosticos tradicionales.

En cuanto al trabajo de laboratorio, es importante continuar destinando
dos areas independientes, PRE — PCR y POST — PCR, para el proceso de
amplificacion de las muestras. Lo cual como se refleja en el presente estudio,

evita la contaminacion durante el procesamiento de las muestras.
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RESUMEN

La infeccidn por Helicobacter pylori esta relacionada con un amplio espectro de
patologias gastricas, desde gastritis leves hasta gastritis atréficas y con
metaplasia intestinal, y en algunos individuos conduce al desarrollo del cancer
gastrico. Existen cepas de H. pylori que poseen el gen cagA, un factor de
virulencia que ha sido asociado con cambios histolégicos en la mucosa
gastrica. El objetivo de este estudio fue determinar si la infeccion por cepas de
H. pylori cagA+ esta relacionada con la presencia patologias gastricas severas.
Se incluy6 en el estudio un grupo de 184 pacientes, que se sometieron a un
examen de endoscopia gastroduodenal, en tres hospitales de la provincia de
Pichincha. Se evaluo la presencia del genotipo cagA mediante PCR a patrtir del
DNA de las biopsias gastricas que resultaron ser positivas para H. pylori por
PCR. Los resultados indicaron la presencia de H. pylori en 139/184 (75.5%)
pacientes, de los cuales 41 (29.5%) presentaron el genotipo cagA+. La
prevalencia del genotipo cagA+ se asocio significativamente (P = 0.02) con el
género de los pacientes infectados, fue mas alta en los varones (39.4%) que en
las mujeres (20.5%). Mediante un analisis de regresion logistica se encontrd
gue el genotipo cagA+ esta asociado significativamente (P = 0.03) con la
metaplasia intestinal (OR = 3.52; CI, 95% = 1.17 a 10.59). Estos resultados
comprobaron la hipétesis que la infeccidon por cepas de H. pylori cagA+ esta
relacionada con la presencia de patologias gastricas severas y que la infeccién

por cepas cagA+ incrementa el riesgo para la metaplasia intestinal.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is associated with diversity of gastric pathologies
and leads in some individual to the development of gastric cancer. Early
studies have suggested that the presence of cagA gene (cytotoxin-associated
gene A) is a virulence factor for H. pylori associated with histological changes in
gastric mucosa. The aim of this study was to evaluate relation between H.
pylori cagA+ infection and severity of gastric pathologies. One hundred eighty
four patients referred for gastrointestinal endoscopy of three hospitals of
Pichincha province were studied. The cagA status was determined by PCR
from gastric biopsies DNA of H. pylori positive patients by PCR. Subjects
infected with H. pylori were 139/184 (75.5%) and between H. pylori positive
patients 41 (29.5%) had cagA+ genotype. The prevalence of cagA+ genotype
was significantly (P = 0.02) higher in males (39.4%) compared to females
(20.5%). Logistic regression demonstrated that cagA+ genotype was
significantly (P = 0.03) associated with intestinal metaplasia (OR = 3.52; ClI,
95% = 1.17 to 10.59). These findings confirm the hypothesis that the infection
with H. pylori cagA+ is associated with severity of gastric pathologies and

cagA+ strains increased risk for intestinal metaplasia.
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ANEXOS

ANEXO A Aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad Central
del Ecuador

centro de
biomedicina

Bicethics commitlies

Approval/Acceptance of Protocol Form ®
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“Relacion entre infeccién por cepas de Helicobacter pylorn
cagi+, produccidn de Interleuguina-8 y fenotipo de la
gastritis en pacientes del Hospital Eugenio Espejo de la
ciudad de Quito”

Principal Investigator (s): Virginia VALLEJO ROJAS

Protocol Date: Marzo 26 de 2007

Protocol Title:

TYPE OF APPROVAL / ACCEPTANCE
This Approval/Acceptance will be valid for one vear from
the datefs) entered above unless otherwise noted on this document
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CONTINUING
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PROTOCOL AMENDMENT{(S)
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Date Approved/ Accepted 2007
ADVERTISEMENTS / CRF / INVESTIGATOR’S
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Date Approved/ Accepted

02-04-2007

COMMENTS: El estudio cumple con la observancia de las Normas de Buena Practica Clinica. El
COBI recomienda informar cualquier modificacion al protocolo de estudio.

CODIGO DEL EVALUADOR: CBM Y COBI-00
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ANEXO B Hoja de consentimiento Informado

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mirmero: [ [ ] ]

ESTUDIO:

Relacion entre la infeccion por cepas de Helicobacter pdori cagi+,
produccion de Interleuguina-8 y fenotipo de la gastritis en pacientes del
Hospital Eugenio Espejo de la ciudad de Quito.

Descripcion

sted ha sido inwitado a padicipar en un estudio, gue trata de detemninar la
relacidn entre una sustancia elaborada naturalmente por su cuerpo (L 8) v la
presencia de un microomanismo gue causa la gastritis. Este microorganismo es
la hacteria llamada Helicobacter porl. Esta investigacion es realizada por el
Centro de Biomedicing de la Universidad Central del Ecuador.

IIsted fue seleccionado como candidato para padicipar en este estudio, porgue
se considera gue tiene gastritis. Se espera gue en este estudio padicipen
aproximadamente 150 personas coma voluntaras.

Si acepta padicipar en esta investigacion, se le solicitard que se reslice un
examen para poder visualizar la supericie intema de su estdmago. Este examen
consiste en introducir por su boca un tubo flexible, que legard a su estdmago.
Este tubo contiene una pequefia camara gue pemnitird wer al médico su
estarmago. Durante este examen el médico tomara peguefisimas muestras de
su estdmago (biopsias). Luego estas muestras seran analizadas por el medico-
patalogo, para ver el estado de su estormago v encontrar a la bacteria. Adermnas,
se utilizara estas muestras para ofros estudios de laboratorio.

En el caso gue el medico encuentre la bacteria en su estarmago, e indicard un
tratamiento para eliminar a la bacteria, que consiste en medicamentos que Usted
debera tomar por el tiempo gue le indigue el meédico.

Este examen no presenta riesgos, es muy seguro. En algunas personas puede
causar nausea cuando se introduce el tubo. Sin embargo, el medico e
administrara un medicamento para evitar estas molestias.

Su historia clinica v los datos de sus examenes seran guardados por el medico
clinico investigadar de manera canfidencial. Bl médico le informara salo a Usted
los resultados v e indicard el tratamiento apropiado.

Firma del consentimiento

Si ha leido este docurmento v ha decidido padicipar voluntariamente, por favor
incluya s firma.

Si tiene alguns pregunta o desea recibir mas infomrmacion sobre  esta
investigacion, por favor comuoniguese con el Dr. Oswaldo Rodriguez Mora (08-
4871-491, 2241-220)
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Su firma en este documento significa que ha decidido participar después
de haber leido y discutido la informacion presentada en esta hoja de
consentimiento.

Hombre del participante Firma
(0 huella digital)

Hombre del testigo Firma
(Farniliar o acompafiante)

He discutido el contenido de esta hoja de consentimiento can el arriba firmante.
Le he explicado todos los riesgos yw beneficios del estudio.

Hombre del imvestigador o Firmma Fecha
persona designada

Fecha dewversian: abril de 2007

Pagina 2 de 2
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ANEXO C Formulario para pacientes

FORMULARIO PARA PACIENTES

DATOS DEL PACIENTE

(111

Fecha: | | | [ | [&lolo]7]
[dia]

Mamero:

[mes] [aho]

Mombre: |

[ 1

facionalidad:  Ecuatoriana |:|
I

Ap

Edad:

Seno:

Qtra [especifique]: |

Femenincul:l
|

ellidos: |

Maiculincul:l

Ciudad:

Provincia:

A, recibido algdn tratamiento contra & sk Mo
Si Observacian:
DATOS DE LA MUESTRHA
Tipo de Biopsia ! Mimero: h® Historia Clinica: :l
Antro
Cuerpo
Pedica que realizd la endascopia:
Observaciones:
DATOS DE PATOLOGIA
Megativo para A~ st |:| Fecha: | | | | | | | 2| III| III| T"l
[dia] [mes] [aho]
Fositivo para A sl |:| D:l:l de 3
Mucosa Maormal |:|
Gastritis cranica: Bctiva
Mledia Atrofia
Moderada Mletaplasia Intestinal
Severa Displasia

fedica - Patdlogo:

Observaciones:
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ANEXO D Solucién de PBS
Componentes
8 mM Na;HPO,4 x 2H,0
2 mM NaH;PO4 x H2,0
0.14 M NacCl
Agua destilada
HCL, ajustarelpHa 7.4
Protocolo

Anadir la cantidad apropiada de los componentes a un 80% del
volumen total, ajustar el pH a 7.4 y aforar hasta el volumen final. Esterilizar por

autoclavado (Surzycki, 1999).

ANEXO E Buffer TE
Componentes
10 mM Tris HCI, pH 7.5 -8.0
1mM Na;EDTA, pH 8.5
Agua destilada
Protocolo

Afadir la cantidad apropiada de la solucion stock 1 M Tris HCI y stock
0.5 M Na,EDTA al agua. Esterilizar por autoclavado y almacenar a 4°C
(Surzycki, 1999).
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ANEXO F Buffer de carga

Componentes

0.25% (p/v) Bromofenol

0.25% (p/v) Xilene-cianol

30% (p/v) Glicerol

Agua grado biologia molecular

Protocolo

Anadir la cantidad apropiada de bromofenol, xilene-cianol y glicerol al
agua. Almacenar las alicuotas a -20°C, la solucidbn en uso a temperatura
ambiente (Sambrook Frisch & Maniatis, 1989).

ANEXO G Buffer TAE 1X

Diluir a partir del stock buffer TAE 50x:

Componentes

2 M Tris base

1 M Acido acético

50 mM Na;EDTA

Agua destilada

Protocolo

Pesar 242 g de Tris base y afadir 800 ml de agua destilada. Afadir
57.1 ml de acido acético y 100 ml de la solucion stock 0.5 M Na,EDTA (pH 8.5).
Disolver agitando continuamente por una hora, aforar el volumen hasta 1L. No
autoclavar. Almacenar a temperatura ambiente (Surzycki, 1999). Para obtener
un buffer TAE 1X, diluir 20 ml del buffer TAE 50X en 980 ml de agua destilada.
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ANEXO H Cuantificacion del DNA de las muestras de biopsias gastricas y de la

cepa control

CUANTIFICACION DEL DNA
LECTURA c € <
© | £ 2
S| S 8 < :E( 8 © D
E| 35| E E 522 =% 5
S Q SR € = g
z | ©° 3 8 |cg°2| =~ o
~ N o <= o 5
O g a
1 1 ]0.0120 | 0.0080 | 360.60 15 Adecuada
2 2 |[0.0029 | 0.0024 | 87.15 1.2 Regular
3 3 |[0.0020 | 0.0010 | 60.10 2.0 Adecuada
4 5 10.0034 [ 0.0022 | 102.17 1.5 Adecuada
5 6 |[0.0022]0.0015| 66.11 15 Adecuada
6 7 [0.0031]0.0022 | 93.16 1.4 Regular
7 8 10.0028 [ 0.0022 | 84.14 1.3 Regular
8 9 [0.0025]0.0015| 75.13 1.7 Adecuada
9 11 |0.0046 | 0.0037 | 138.23 1.2 Regular
10 12 |0.0036 | 0.0032 | 108.18 1.1 Regular
11 13 | 0.0029 | 0.0024 | 87.15 1.2 Regular
12 14 |0.0079 | 0.0053 | 237.40 1.5 Adecuada
13 16 |[0.0048 | 0.0029 | 144.24 1.7 Adecuada
14 18 ]0.0068 | 0.0037 [ 204.34 1.8 Adecuada
15 19 |[0.0015)0.0011 | 45.08 1.4 Regular
16 20 [0.0047 | 0.0033 | 141.24 1.4 Regular
17 21 |0.0027 [ 0.0015| 81.14 1.8 Adecuada
18 22 ]10.0015 ] 0.0007 | 45.08 2.1 Adecuada
19 23 ]0.0011 | 0.0006 | 33.06 1.8 Adecuada
20 24 10.0014 ] 0.0007 | 42.07 2.0 Adecuada
21 29 ]0.0021]0.0016 | 63.11 1.3 Regular
22 30 |0.0042 ]0.0023 | 126.21 1.8 Adecuada
23 31 ]0.0041 ]0.0023 | 123.21 1.8 Adecuada
24 32 |0.0069 | 0.0043 | 207.35 1.6 Adecuada
25 33 |0.0023 ]10.0013 | 69.12 1.8 Adecuada
26 34 |0.0051 | 0.0026 | 153.26 2.0 Adecuada
27 35 |0.0071 ] 0.0049 | 213.36 1.4 Adecuada
28 36 |0.0028 | 0.0015 | 84.14 1.9 Adecuada
29 37 |10.0043]0.0030 | 129.22 1.4 Regular
30 38 |0.0077 | 0.0050 | 231.39 15 Adecuada
31 39 | 0.0050 | 0.0046 | 150.25 1.1 Regular
32 40 |[0.0015 | 0.0008 | 45.08 1.9 Adecuada
33 41 [0.0040 | 0.0025 | 120.20 1.6 Adecuada
34 42 [0.0010 | 0.0006 | 30.05 1.7 Adecuada
35 43 [0.0054 | 0.0028 | 162.27 1.9 Adecuada
36 44 [0.0024 | 0.0016 | 72.12 15 Adecuada
37 45 [0.0021 | 0.0015| 63.11 1.4 Regular




38 46 |[0.0013 | 0.0005| 39.07 2.6 Adecuada
39 49 |[0.0120 | 0.0085 | 360.60 1.4 Regular

40 50 |0.0071]0.0050 | 213.36 1.4 Regular

41 51 |0.0193 ] 0.0140 | 579.97 1.4 Regular

42 52 | 0.0060 | 0.0042 | 180.30 1.4 Regular

43 53 |0.0033]0.0018 | 99.17 1.8 Adecuada
44 54 10.0052 | 0.0038 | 156.26 1.4 Regular

45 55 |0.0103 | 0.0067 | 309.52 15 Adecuada
46 56 | 0.0100 | 0.0049 | 300.50 2.0 Adecuada
47 57 10.0071 ] 0.0036 | 213.36 2.0 Adecuada
48 58 |0.0034 | 0.0015 | 102.17 2.3 Adecuada
49 59 |0.0110 | 0.0086 | 330.55 1.3 Regular

50 60 | 0.0218 | 0.0160 | 655.09 1.4 Regular

51 61 | 0.0097 | 0.0072 | 291.49 1.3 Regular

52 62 | 0.0106 | 0.0069 | 318.53 15 Adecuada
53 63 | 0.0060 | 0.0037 | 180.30 1.6 Adecuada
54 64 | 0.0092 | 0.0055 | 276.46 1.7 Adecuada
55 65 | 0.0050 | 0.0027 | 150.25 1.9 Adecuada
56 66 | 0.0069 | 0.0052 | 207.35 1.3 Regular

57 67 | 0.0069 | 0.0038 | 207.35 1.8 Adecuada
58 68 | 0.0081 | 0.0053 | 243.41 15 Adecuada
59 69 | 0.0075 | 0.0046 | 225.38 1.6 Adecuada
60 70 |0.0097 | 0.0053 | 291.49 1.8 Adecuada
61 71 |0.0106 | 0.0072 | 318.53 1.5 Adecuada
62 72 10.0088 | 0.0059 | 264.44 15 Adecuada
63 73 10.0084 | 0.0053 | 252.42 1.6 Adecuada
64 74 10.0122 | 0.0088 | 366.61 1.4 Regular

65 75 10.0087 | 0.0057 | 261.44 1.5 Adecuada
66 76 | 0.0080 | 0.0050 | 240.40 1.6 Adecuada
67 77 |10.0064 | 0.0039 | 192.32 1.6 Adecuada
68 78 | 0.0056 | 0.0030 | 168.28 1.9 Adecuada
69 79 |0.0066 | 0.0037 | 198.33 1.8 Adecuada
70 80 | 0.0063 | 0.0038 | 189.32 1.7 Adecuada
71 81 |0.0118 | 0.0083 | 354.59 1.4 Regular

72 82 |0.0044 ] 0.0019 | 132.22 2.3 Adecuada
73 83 | 0.0059 | 0.0032 | 177.30 1.8 Adecuada
74 84 | 0.0065 | 0.0037 | 195.33 1.8 Adecuada
75 85 |0.0058 | 0.0031 | 174.29 1.9 Adecuada
76 86 | 0.0048 | 0.0021 | 144.24 2.3 Adecuada
77 87 | 0.0069 | 0.0038 | 207.35 1.8 Adecuada
78 88 |0.0042 | 0.0023 | 126.21 1.8 Adecuada
79 89 |0.0034 | 0.0013 | 102.17 2.6 Adecuada
80 90 | 0.0050 | 0.0021 | 150.25 2.4 Adecuada
81 91 | 0.0057 | 0.0032 | 171.29 1.8 Adecuada
82 92 |0.0041 | 0.0024 | 123.21 1.7 Adecuada
83 93 | 0.0044 | 0.0024 | 132.22 1.8 Adecuada
84 94 |0.0042 | 0.0019 | 126.21 2.2 Adecuada
85 95 | 0.0078 | 0.0059 | 234.39 1.3 Regular

86 96 | 0.0058 | 0.0048 | 174.29 1.2 Regular

87 97 |0.0082 | 0.0067 | 246.41 1.2 Regular

CXXii




88 98 | 0.0058 | 0.0047 | 174.29 1.2 Regular
89 99 | 0.0066 | 0.0055 | 198.33 1.2 Regular
90 | 100 [ 0.0074 | 0.0057 | 222.37 1.3 Regular
91 | 102 [ 0.0056 | 0.0044 | 168.28 1.3 Regular
92 | 104 [ 0.0092 | 0.0064 | 276.46 1.4 Regular
93 | 105 [ 0.0054 | 0.0042 | 162.27 1.3 Regular
94 | 106 [ 0.0079 | 0.0056 | 237.40 1.4 Regular
95 | 107 [ 0.0097 | 0.0071 | 291.49 1.4 Regular
96 | 108 [ 0.0062 | 0.0046 | 186.31 1.3 Regular
97 | 109 [ 0.0053 | 0.0042 | 159.27 1.3 Regular
98 | 110 [ 0.0061 | 0.0047 | 183.31 1.3 Regular
99 | 111 | 0.0048 | 0.0025 | 144.24 1.9 Adecuada
100 | 112 | 0.0070 | 0.0045 | 210.35 1.6 Adecuada
101 | 113 | 0.0045 | 0.0024 | 135.23 1.9 Adecuada
102 | 114 | 0.0066 | 0.0043 | 198.33 15 Adecuada
103 | 115 | 0.0073 | 0.0052 | 219.37 1.4 Regular
104 | 116 | 0.0041 | 0.0021 | 123.21 2.0 Adecuada
105 | 117 | 0.0042 | 0.0021 | 126.21 2.0 Adecuada
106 | 119 | 0.0037 | 0.0019 | 111.19 1.9 Adecuada
107 | 120 | 0.0041 | 0.0022 | 123.21 1.9 Adecuada
108 | 121 | 0.0083 | 0.0060 | 249.42 1.4 Regular
109 | 122 | 0.0048 | 0.0025 | 144.24 1.9 Adecuada
110 | 123 | 0.0039 | 0.0018 | 117.20 2.2 Adecuada
111 | 125 | 0.0047 | 0.0027 | 141.24 1.7 Adecuada
112 | 126 | 0.0058 | 0.0032 | 174.29 1.8 Adecuada
113 | 127 | 0.0056 | 0.0029 | 168.28 1.9 Adecuada
114 | 128 | 0.0038 | 0.0018 | 114.19 2.1 Adecuada
115 | 129 | 0.0047 | 0.0026 | 141.24 1.8 Adecuada
116 | 154 | 0.0026 | 0.0023 | 78.13 1.1 Regular
117 | 155 | 0.0014 | 0.0009 | 42.07 1.6 Adecuada
118 | 157 | 0.0035 | 0.0031 | 105.18 1.1 Regular
119 | 158 | 0.0048 | 0.0034 | 144.24 1.4 Regular
120 | 159 | 0.0047 | 0.0039 | 141.24 1.2 Regular
121 | 160 | 0.0114 | 0.0095 | 342.57 1.2 Regular
122 | 161 | 0.0089 | 0.0069 | 267.45 1.3 Regular
123 | 162 | 0.0093 | 0.0081 | 279.47 1.1 Regular
124 | 164 | 0.0109 | 0.0064 | 327.55 1.7 Adecuada
125 | 165 | 0.0075 | 0.0039 | 225.38 1.9 Adecuada
126 | 166 | 0.0092 | 0.0052 | 276.46 1.8 Adecuada
127 | 167 | 0.0056 | 0.0027 | 168.28 2.1 Adecuada
128 | 168 | 0.0054 | 0.0029 | 162.27 1.9 Adecuada
129 | 169 | 0.0151 | 0.0110 | 453.76 1.4 Regular
130 | 170 | 0.0151 | 0.0096 | 453.76 1.6 Adecuada
131 | 171 | 0.0083 | 0.0052 | 249.42 1.6 Adecuada
132 | 172 | 0.0042 | 0.0021 | 126.21 2.0 Adecuada
133 | 173 | 0.0046 | 0.0023 | 138.23 2.0 Adecuada
134 | 174 | 0.0072 | 0.0037 | 216.36 1.9 Adecuada
135 | 175 | 0.0039 | 0.0019 | 117.20 2.1 Adecuada
136 | 176 | 0.0202 | 0.0121 | 607.01 1.7 Adecuada
137 | 177 | 0.0046 | 0.0022 | 138.23 2.1 Adecuada
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138 | 178 | 0.0047 | 0.0023 | 141.24 | 2.0 | Adecuada
139 | 179 | 0.0081 | 0.0054 | 243.41 | 15 | Adecuada
140 | 180 | 0.0046 | 0.0026 | 138.23 | 1.8 | Adecuada
141 | 181 | 0.0074 | 0.0040 | 22237 | 1.9 | Adecuada
142 | 182 | 0.0108 | 0.0064 | 32454 | 1.7 | Adecuada
143 | 183 | 0.0073 | 0.0048 | 219.37 | 15 | Adecuada
144 | 184 | 0.0074 | 0.0050 | 22237 | 1.5 | Adecuada
145 | 185 | 0.0072 | 0.0046 | 216.36 | 1.6 | Adecuada
146 | 186 | 0.0124 | 0.0073 | 37262 | 1.7 | Adecuada
147 | 187 | 0.0061 | 0.0035 | 18331 | 1.7 | Adecuada
148 | 188 | 0.0053 | 0.0030 | 159.27 | 1.8 | Adecuada
149 | 189 | 0.0223 | 0.0129 | 670.12 | 1.7 | Adecuada
150 | 190 | 0.0132 | 0.0073 | 396.66 | 1.8 | Adecuada
151 | 191 | 0.0043 | 0.0014 | 129.22 | 31 | Adecuada
152 | 192 | 0.0112 | 0.0068 | 336.56 | 1.6 | Adecuada
153 | 193 | 0.0036 | 0.0013 | 108.18 | 2.8 | Adecuada
154 | 194 | 0.0063 | 0.0032 | 189.32 | 2.0 | Adecuada
155 | 195 | 0.0070 | 0.0066 | 210.35 | 1.1 Regular
156 | 196 | 0.0027 | 0.0024 | 81.14 | 1.1 Regular
157 | 197 | 0.0033 | 0.0023 | 99.17 | 1.4 Regular
158 | 198 | 0.0105 | 0.0060 | 31553 | 1.8 | Adecuada
159 | 199 | 0.0034 | 0.0023 | 10217 | 1.5 | Adecuada
160 | 201 | 0.0030 | 0.0020 | 90.15 | 1.5 | Adecuada
161 | 202 | 0.0080 | 0.0051 | 24040 | 1.6 | Adecuada
162 | 203 | 0.0075 | 0.0048 | 225.38 | 1.6 | Adecuada
163 | 204 | 0.0046 | 0.0038 | 138.23 | 1.2 Regular
164 | 205 | 0.0044 | 0.0032 | 132.22 | 1.4 Regular
165 | 206 | 0.0034 | 0.0023 | 10217 | 1.5 | Adecuada
166 | 207 | 0.0024 | 0.0018 | 72.12 | 1.3 Regular
167 | 208 | 0.0025 | 0.0023 | 7513 | 1.1 Regular
168 | 209 | 0.0090 | 0.0058 | 270.45 | 1.6 | Adecuada
169 | 210 | 0.0082 | 0.0056 | 246.41 | 1.5 | Adecuada
170 | 211 | 0.0092 | 0.0063 | 276.46 | 1.5 | Adecuada
171 | 212 [ 0.0057 | 0.0043 | 171.29 1.3 Regular
172 | 213 | 0.0063 | 0.0037 | 189.32 | 1.7 | Adecuada
173 | 214 | 0.0013 | 0.0008 | 39.07 | 1.6 | Adecuada
174 | 215 | 0.0041 | 0.0023 | 12321 | 1.8 | Adecuada
175 | 217 | 0.0048 | 0.0031 | 14424 | 15 | Adecuada
176 | 218 | 0.0065 | 0.0036 | 195.33 | 1.8 | Adecuada
177 | 219 | 0.0078 | 0.0065 | 234.39 | 1.2 Regular
178 | 220 | 0.0043 | 0.0030 | 120.22 | 1.4 Regular
179 | 221 | 0.0056 | 0.0040 | 168.28 | 1.4 Regular
180 | 222 | 0.0036 | 0.0024 | 10818 | 1.5 | Adecuada
181 | 223 | 0.0109 | 0.0087 | 327.55 | 1.3 Regular
182 | 224 | 0.0031 | 0.0021 | 9316 | 1.5 | Adecuada
183 | 225 | 0.0042 | 0.0024 | 126.21 | 1.8 | Adecuada
184 | 226 | 0.0069 | 0.0046 | 207.35 | 1.5 | Adecuada
C%i?gl 0.0043 | 0.0025 | 12922 | 1.7 | Adecuada
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ANEXO | Datos de los individuos participantes: codigo, hospital,
género, edad, diagnéstico histopatologico, presencia de H. pylori por histologia

y PCR, y presencia del gen cagA en las biopsias positivas para H. pylori.

DATOS DE LOS INDIVIDUOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO
3] Presencia de H. pylori
S
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1 1 HEE 1 55 1 1 1 0
2 2 HEE 1 49 2 0 0 -
3 3 HEE 0 20 1 1 1 0
4 5 HEE 1 49 2 1 1 0
5 6 HEE 1 56 2 1 1 1
6 7 HEE 1 57 3 1 1 1
7 8 HEE 1 67 1 0 0 -
8 9 HEE 1 30 1 1 1 0
9 11 HEE 1 58 2 1 1 0
10 12 HEE 1 46 2 1 1 0
11 13 HEE 1 74 1 1 1 0
12 14 HEE 0 34 1 1 1 1
13 16 HEE 1 38 2 1 1 1
14 18 HEE 0 32 2 1 1 1
15 19 HEE 1 79 3 0 0 -
16 20 HEE 1 52 2 0 0 -
17 21° HEE 1 78 2 0 1 0
18 22 HEE 1 66 2 0 0 -
19 23 HEE 1 45 2 1 1 0
20 24 HEE 1 53 2 1 1 0
21 29 HEE 1 53 1 1 1 0
22 30 HEE 1 32 1 1 1 0
23 31 HEE 0 49 2 1 1 0
24 32° HEE 0 16 1 0 1 0
25 33 HEE 0 44 3 1 1 0
26 34 HEE 1 78 3 0 0 -
27 35 HEE 1 27 1 0 0 -
28 36 HEE 1 40 3 1 1 0
29 37 HEE 1 86 1 0 0 -
30 38 HEE 1 70 1 1 1 1
31 39 HEE 0 49 2 1 1 1
32 40 HEE 0 44 2 0 0 -
33 41 HEE 0 81 2 1 1 0
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138 178 HVQ 1 59 1 1 1 0
139 179 HVQ 1 54 1 1 1 0
140 180 HVQ 1 39 1 1 1 0
141 181 HVQ 1 26 1 1 1 0
142 182 HVQ 1 31 2 1 1 0
143 183 HVQ 1 63 3 0 0 -
144 184 HVQ 1 38 1 1 1 0
145 185 HVQ 1 42 2 1 1 1
146 186 HVQ 1 41 1 0 0 -
147 187 HVQ 0 52 1 1 1 1
148 188 HVQ 0 40 1 0 0 -
149 189 HVQ 0 27 1 0 0 -
150 190 HVQ 1 51 3 1 1 1
151 191 HVQ 0 33 1 0 0 -
152 192 HVQ 0 46 2 1 1 0
153 193 HVQ 0 63 3 1 1 1
154 194 HVQ 1 35 1 1 1 0
155 195 HVQ 1 36 2 1 1 0
156 196 HVQ 0 42 2 1 1 0
157 197 HVQ 0 36 1 0 0 -
158 198 HVQ 1 34 1 1 1 0
159 199 HVQ 0 33 1 1 1 0
160 201 HVQ 0 42 1 1 1 0
161 202 HVQ 0 41 2 1 1 1
162 203 HVQ 1 36 1 1 1 0
163 204 HVQ 0 34 2 1 1 0
164 205 HVQ 1 21 1 0 0 -
165 206 HVQ 1 37 1 1 1 0
166 207 HVQ 1 72 1 0 0 -
167 208° HVQ 1 55 1 0 1 0
168 209 HVQ 0 33 1 1 1 0
169 210 HVQ 0 35 1 1 1 0
170 211 HVQ 0 33 1 1 1 0
171 212 HVQ 1 83 5 0 0 -
172 213 HVQ 0 34 2 1 1 0
173 214 HVQ 1 43 3 1 1 1
174 215 HVQ 0 52 2 1 1 0
175 217 HVQ 1 69 1 0 0 -
176 218 HVQ 0 27 1 1 1 0
177 219 HVQ 1 58 2 1 1 0
178 220 HVQ 0 37 3 1 1 1
179 221 HVQ 1 68 1 0 0 -
180 222 HVQ 1 41 2 1 1 1
181 223 HVQ 0 47 2 0 0 -
182 224° HVQ 1 35 1 0 1 0
183 225 HVQ 0 30 2 1 1 1
184 226 HVQ 1 46 1 1 1 1

A = Hospital donde se realiz6 el examen de endoscopia gastroduodenal. HEE:
Hospital “Eugenio Espejo”, HPVM: Hospital “Pedro Vicente Maldonado”, HVQ: Hospital

“Vozandes-Quito”.
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B = Género del individuo. 1: femenino, 2: masculino.

C = Informe del diagnéstico histopatolégico. 1: gastritis crénica no atrofica, 2: gastritis
cronica atréfica, 3: metaplasia intestinal, 4: displasia, 5: cancer géstrico.

D = Presencia de H. pylori por evidencia histolégica. 1: presente, 0: ausente.

E = Presencia de H. pylori por diagnostico molecular, PCR para H. pylori. 1:

presente, O0: ausente.

F = PCR para el genotipo cagA en las muestras positivas para H. pylori. 1: positivo,

0: negativo.

G = Individuo con infeccidn por H. pylori indicada por el diagnéstico molecular (PCR)

y no evidenciada por el diagnostico histolégico.
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