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RESUMEN

El cancer de estbmago es uno de los canceres con mayores tasas de
mortalidad en Ecuador. Helicobacter pylori es el agente causal
comprobado de la enfermedad y se conoce que tiene una prevalencia del
50% en la poblacion mundial. Cada cepa de la bacteria se diferencia por
la expresion de sus factores de virulencia, entre ellos factores de
adhesion, enzimas y toxinas, los mismos que le han permitido adaptarse
al estbmago y causar un dafio importante a las células estomacales. Se
estudiaron 211 muestras de biopsias géastricas parafinadas de las cuales
se extrajo el ADN y se determind la presencia de H. pylori (55,9%),
ademas de los genes de virulencia oipA (83%), vacA (68.6%) y cagA
(44%). Estos genes han sido estudiados por su relacion con la presencia
de las diferentes patologias gastricas; gastritis cronica no atréfica, gastritis
cronica atrofica, metaplasia intestinal y displasia, que conllevan al cancer
gastrico. Los resultados sugieren que los genes vacA, cagA y OipA y sus
respectivos genotipos por si solos no se asocian ni aumentan el riesgo de
presencia de las patologias gastricas, mientras que solo la combinacion
vacA m1l/sl se asocia con la presencia del estado activo de cagA+, en las

muestras estudiadas.
PALABRAS CLAVE:

e GASTRITIS CRONICA NO ATROFICA
e GASTRITIS CRONICA ATROFICA

e METAPLASIA INTESTINAL

e DISPLASA

e CANCER GASTRICO
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ABSTRACT

Stomach cancer is one of the cancers with higher mortality rates in
Ecuador. Helicobacter pylori is the main causative agent of the disease
and has been found to have a prevalence of 50% in the world population.
Each strain can be distinguished by the expression of virulence factors,
including adhesion factors, enzymes and toxins that have allowed them to
adapt to the stomach and cause significant damage to the stomach cells.
211 gastric biopsy samples embedded in paraffin were used in order to
extract DNA and determine the presence of H. pylori (55.9%), along with
the virulence genes oipA (83%), vacA (68.6%) and cagA (44%). These
genes have been studied for their relationship with different gastric
pathologies; such as non-atrophic chronic gastritis, chronic atrophic
gastritis, intestinal metaplasia and dysplasia, which lead to gastric cancer.
The results suggest that the vacA, cagA and oipA genes and their
respective genotypes are not associated or increase the risk of gastric
diseases by themselves, while only vacA ml/sl genotype is associated

with the presence of active status cagA+, in the studied samples.
KEYWORDS:

e NON-ATROPHIC CHRONIC GASTRITIS
e CHRONIC ATROPHIC GASTRITIS

e [INTESTINAL METAPLASIA

e DYSPLASIA

e GASTRIC CANCER



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC)
reconocié en 1994 la relacion entre Helicobacter pylori con el cdncer gastrico
y también la declaré6 como carcindgeno del grupo 1 (IARC, 2013). La
bacteria Helicobacter pylori esta presente en mas del 50% del total de la
poblacion, siendo mucho mayor su incidencia en paises del tercer mundo.
Su importancia ha crecido sustancialmente en la Gltimas décadas desde su
descubrimiento, siendo asi que en este momento se conoce la secuencia de
su genoma y una gran variedad de sus factores de virulencia (Rivas-
Traverso & Hernandez, 2000). La presencia de estos factores ha sido
relacionada con el desarrollo de otras patologias gastricas menos severas,
entre ellas gastritis, gastritis atréfica y Ulceras peptidicas (Panayotopoulou, et
al., 2007).

Es de importancia considerar que a pesar de su gran incidencia, no
todos los infectados por Helicobacter pylori desarrollan una enfermedad
grave. La diversidad genética entre individuos, los factores ambientales;
como el nivel socioecondémico, edad de la primera infeccion y los factores de
virulencia especificos, son algunas de las posibles variables que influyen en

el desarrollo o no de las patologias (Kato, et al., 2004).

Dado que se ha identificado a Helicobacter pylori como el agente
causal se han realizado varias investigaciones sobre los factores de
virulencia y su relacion con el huésped. Entre los mas estudiados se
encuentran los genes cagA, babA y vacA (Ganten, et al.,, 2007). Segun
Cover & Blaser (1992), los factores vacA y cagA son la principal causa de

ulcera péptica y estan estrechamente relacionados con el cancer gastrico.
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A pesar de toda esta informacion, en Ecuador no se reportan
estrategias de prevencion contra el cancer gastrico, a diferencia de otros
paises Suramericanos como Argentina, Chile y Colombia. La incidencia del
cancer gastrico en el Ecuador es mayor en comparacion con otros paises, se

estima que es de 29 de cada cien mil personas al afio (Debets, et al., 2002).

1.2. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La evolucion de las lesiones estomacales sigue el siguiente orden; de
la mucosa normal hacia la atrofia géstrica, posteriormente a metaplasia
intestinal y por ultimo la displasia que aparece previo al cancer de estbmago
(Hanna, 2010). En los indices mundiales entre las muertes por cancer, el
cancer gastrico ocupa la cuarta posicién. Entre los paises con alto indice de
riesgo de sufrir cancer gastrico estan Corea, Japon, Colombia y también
Ecuador (Otero, 2008).

Entre todas las regiones, las poblaciones con mas alto riesgo se
encuentran en zonas volcanicas dentro de la Cordillera de los Andes. Entre
estos paises se encuentran Chile, donde la tasa de mortalidad es de 19,6
por cada cien mil habitantes, Peru de 15,6 (Correa, 2003) y Ecuador de 29
(Debets, et al., 2002).

Del Instituto Nacional de Estadistica y Censos del Ecuador (INEC) en
el Anuario de estadisticas vitales publicado en el 2013, se observan las
estadisticas de muerte por provincia. Estos datos colocan a la muerte por
neoplasia maligna de estdmago con un porcentaje de 2,7 para la provincia
de Pichincha. Si se compara este porcentaje con provincias de la costa
como Guayas (2,4) y Manabi (2,5) este porcentaje es mayor (INEC, 2013).

Las estadisticas no hacen distincion de sexo, este cancer afecta tanto
a hombres como a mujeres. Sin embargo, se presenta una distincion de

acuerdo a la edad, la prevalencia incrementa a partir de la edad de 65 afios
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(INEC, 2013). Es importante destacar otros factores como los esquemas
culturales y los entornos medioambientales. En las regiones altas a
diferencia de las regiones de los valles y costeras tienden a crecer los

indices de mortalidad.

Se han realizado estudios que caracterizan los factores como la
alimentacion en relaciéon con la aparicion del cancer. En Colombia se
destaca un estudio que correlaciona el tipo de dieta con la incidencia de
cancer gastrico en poblaciones de alto y bajo riesgo. Estos han mostrado
diferencias importantes entre el alto consumo de sal y habas en poblaciones
con alto riesgo, y por el contrario, de vegetales y frutas frescas en
poblaciones de bajo riesgo (ESE & IGAC, 2010).

El factor de riesgo mas significativo dentro de todos los estudiados es
la presencia de la bacteria Helicobacter pylori, que al ser determinante en los
casos de cancer gastrico ha sido el motivo de esta investigacion. EIl estudio
de los factores de virulencia en la bacteria proporcionaréa datos que ayudaran
a crear en un futuro terapias mas personalizadas y asi contrarrestar los altos
indices de lesiones estomacales que desencadenan en cancer en nuestro

pais.
1.3. OBJETIVOS DE INVESTIGACION
1.3.1. Objetivo general
Identificar la presencia de los genes de virulencia vacA, cagA y oipA
mediante PCR multiplex de Helicobacter pylori en muestras positivas en

parafina provenientes de pacientes de la clinica AXXIS de la ciudad de Quito

1.3.2. Objetivos especificos
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e Optimizar la extraccion de ADN para muestras de biopsias gastricas
parafinadas y estandarizar la amplificacion de los genes vacA, cagA 'y
oipA mediante PCR.

e Definir la relacion de los genes vacA, cagA y 0ipA y sus respectivos
genotipos con la presencia de las patologias géstricas como gastritis
cronica no atrofica, gastritis cronica atrofica, metaplasia intestinal,
displasia y cancer gastrico en las muestras de pacientes de la ciudad
de Quito.

1.4. MARCO TEORICO

1.4.1. Helicobacter pylori

Los ganadores del Nobel de Medicina y Fisiologia del 2005 Robin
Warren y Barry Marshall, se hicieron acreedores del premio por el
descubrimiento de la bacteria Helicobacter pylori. Los investigadores
reportaron en 1983 a una bacteria similar a Campylobacter que se
encontraba en biopsias estomacales de personas con inflamacién del
estbmago (gastritis), asi como con Ulcera de estbmago y duodeno (Ulcera
péptica), pero no se hallaba en personas sanas. Hoy en dia, la gastritis y la
Ulcera péptica son calificadas como enfermedades infecciosas, para su
diagnéstico se utiliza la deteccién de la bacteria y para su tratamiento se
utilizan antibioticos (Pajares & Gisbert, 2006).

Helicobacter pylori esta expuesto en su habitat el estbmago, al estrés
oxidativo y al acido. Esto causa dafio en su ADN que provoca un alto indice
de recombinacion (Wang, Olczak, Forsberg, & Maier, 2009). La mayoria de
los genes de H. pylori muestran una variacion de entre el 3-5%, que deriva
en varias mutaciones puntuales y diferente organizacion de los genes lo que

se evidencia en la microdiversidad y macrodiversidad de la bacteria (Gamer



& Cover, 1995).

La epidemiologia de la enfermedad ha definido que la transmision de
Helicobacter pylori se da de persona a persona. Las principales rutas son la:
oral-oral (a través de vOomito o posiblemente saliva) y la via fecal-oral.
Ademas, se ha observado que la infeccion es adquirida durante la nifiez y
posiblemente se deba a contagios en las instituciones educativas (Marron,
2000). La Figura 1. muestra el porcentaje de infeccion por Helicobacter pylori

en los diferentes continentes.

Estimated Prevalence*
W <25%
B 25% to 70%

>70%

*Data represent approximate prevalence values as estimated from various populations in multiple studies.
Adapted from 1. Khalifa MM, et al. Gut Pathog. 2010;2(1):2-12; 2. Goh KL, et al. Helicobacter. 2011;16(suppl 1):1-9.

Figura 1. Prevalencia mundial de la infeccion de Helicobacter pylori.
Fuente: Stollman, 2013.

1.4.2. MECANISMOS DE TRANSMISION

1.4.2.1. Transmisién oral-oral

Helicobacter pylori ha sido aislada de la cavidad bucal y de saliva, sin
embargo muy pocos profesionales odontdlogos registran infecciones en
pacientes. La posible transmision oral-oral que se ha investigado ha sido en

alimentos premasticados entre algunos grupos étnicos, el uso de la misma
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cuchara por la madre y el nifio, el contacto intimo oral-oral, y la aspiracion

del vémito (Van Duynhoven & De Jonge, 2001).

Las infecciones intrafamiliares y la mayor prevalencia encontrada en
poblaciones institucionalizadas puede indicar que el contacto de persona a
persona es una via de transmision, sin embargo no necesariamente el
mecanismo de transmision sea oral-oral, pero si indica que se ha producido

una fuente comuan de transmision (Van Duynhoven & De Jonge, 2001).

/

Gastro-Oral

Oral-Oral

Fecal-Oral

H. pylori
transmission

Figura 2. Mecanismos de transmision de Helicobacter pylori.
Fuente: Ramy, Mohammed, & Radwa, 2015.

1.4.2.2. Transmision gastro-oral

También llamada transmision iatrogénica, se produce cuando la
infeccibn esta asociada con la inadecuada desinfeccibn y manejo de
gastroscopios. Se ha encontrado casos de infeccion por el uso de
endoscopios que se han utilizado para un paciente y se utilizan para otro.
Infecciones de origen ocupacional también se han reportado, por lo general
la infecciébn se transmite de un paciente al personal, se ha encontrado
especialmente entre los endoscopistas y gastroenterélogos (Akamatsu,

Tabata, Hironga, Kawakami, & Uyeda, 1996).



1.4.2.3. Transmisién feco-oral

Es la via mas importante a nivel mundial ya que revelaria que el agua
y alimentos estan contaminados con la bacteria. Se ha descubierto ADN de
la bacteria en agua potable y algunos de los estudios epidemiolégicos
muestran una asociacion entre en agua de consumo asi como el consumo
de vegetales crudos con la infeccion de Helicobacter pylori. Estudios en
Gambia y Gran Bretafla han conseguido aislar el patogeno de muestras
frescas de heces humanas, lo que demostraria que el patdgeno tiene una
corta supervivencia en los excrementos pero desconociéndose si este es
eliminado continua o esporadicamente via fecal por el infectado (Mancenlle,
2007).

En Perd se ha realizado un estudio epidemiolégico en donde se
muestra una diferencia en la prevalencia de la bacteria en nifios que
consumen agua municipal a diferencia de los que consumen agua de pozo.
Estudios similares se han realizado en Colombia y México donde se ha
detectado ADN de Helicobacter pylori en agua de consumo humano. La
sobrevivencia de la bacteria en agua bajo diferentes condiciones se ha
determinado que puede llegar a 16 dias y otros estudios han demostrado
ADN de H. pylori en muestras de agua de mar, sugiriendo igualmente que el

mar podria actuar como reservorio de la infeccion (Mancenlle, 2007).

1.4.3. PATOGENESIS

La preocupacion de la comunidad cientifica hoy en dia esta en
resolver cdmo Helicobacter pylori infecta, invade y coloniza la mucosa,
desarrollando asi las enfermedades gastroduodenales y cémo esta misma
bacteria produce patologias diferentes en distintas personas. Algunos de los
mecanismos que utiliza Helicobacter pylori para colonizar el estbmago son
muy complejos y combinan algunos factores que actuan simultaneamente

(Akamatsu, Tabata, Hironga, Kawakami, & Uyeda, 1996).



Helicobacter pylori puede crecer y proliferar a pH acido, a diferencia
de la mayoria de bacterias, lo que le permite permanecer en su huésped
durante muchos afios. Para colonizar su habitat, el estbmago, la bacteria
debe atravesar la capa de moco y adherirse al epitelio de la mucosa
gastrica. La fisiologia de la bacteria hace posible atravesar la mucosa,
primero por su gran movilidad impulsada por sus flagelos y su forma en
espiral y segundo porque los flagelos estan recubiertos por una lipoproteina

que los protege del acido gastrico (Gonzalez & Rodriguez, 2011).

La evolucion de Helicobacter pylori es evidente, tiene la capacidad de
sintetizar ureasa que la utiliza en la hidrolisis de la Urea del jugo gastrico en
amonio y bicarbonato (Figura 3). Los productos de la hidrolisis son utilizados
para subir el pH, evadir propiedades bactericidas y aumentar el dafio celular.
El amonio también incrementa la retrodifusion de los iones hidrégeno y se ha

reportado que inactiva al sistema inmune del huésped (Velarde, 1996).

Entorno  Gen para
alcalino 1 ureasa
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Figura 3. Mecanismos de virulencia de Helicobacter pylori, se muestra la
presencia de flagelos de movilidad y sintesis de ureasa que mantiene un pH
neutro y hasta alcalino entorno a la bacteria.

Fuente: Fochesatto, Guayan, & Moran, 2004.
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Los factores que completan la virulencia de Helicobacter pylori son:
las adhesinas bacterianas importantes en la colonizacion bacteriana,
hemaglutininas que provocan auto-anticuerpos como sucede con los
antigenos de la sangre y por ultimo la presencia de genes asociados a la
vacuolizaciéon y a la citotoxicidad, vacA y cagA respectivamente (Rivas-

Traverso & Hernandez, 2000).
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Figura 4. Factores de virulencia de H. pylori y su respectiva respuesta
inmune.
Fuente: Zhang, Duan, Fan, & Chen, 2016
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1.4.4. PATOLOGIAS GASTRICAS RELACIONADAS CON

Helicobacter pylori

La infecciébn con Helicobacter pylori se ha comprobado que es el
agente causal del 70% de los casos de gastritis cronica activa, de hasta un
95% de las ulceras duodenales y de un 60% de los casos de cancer (Rivas-

Traverso & Hernandez, 2000).



10

Se ha demostrado el rol de Helicobacter pylori en la Ulcera gastrica,
ya que después del tratamiento para su erradicacion la recurrencia es
minima. Si se compara con los casos en donde se cicatrizaba la Ulcera sin
erradicar la bacteria, el porcentaje de recurrencia alcanzaba el 60% al afo.
Otra de las neoplasias gastricas atribuidas a Helicobacter pylori es el linfoma
tipo MALT. Esta enfermedad sufre regresiones a las formas leves después
de que se ha eliminado a la bacteria, y se estima que un 60% experimenta
una eliminacion total de la enfermedad (Hanna, 2010; Prinz, Schwendy, &
Voland, 2013).

Luego de que la bacteria sea clasificada como carcindgena del grupo
1, se ha especulado que produce sustancias carcinogénicas o0 mutagénicas.
La accion de Helicobacter pylori es contribuir en la inflamacion crénica y
progresiva de la mucosa gastrica, lo que desencadena en la gastritis atrofica
qgue es la enfermedad que antecede al cancer. Aproximadamente, el 1% de
las personas que muestran una gastritis generan cancer gastrico, precedido
por otros cambios histolégicos como atrofia intestinal, metaplasia y displasia
(Ramirez, 2014). El cancer gastrico se clasifica en dos tipos histolégicos: el
intestinal y el difuso. En poblaciones de alto riesgo de prevalencia de cancer
es el del primer tipo, y se presenta en personas con edad avanzada. Menos
comun es el tipo difuso, se presenta en poblaciones jovenes con menor
riesgo, y las lesiones precancerosas no estan tan bien definidas (Rivas-

Traverso & Hernandez, 2000).

Muchos estudios han demostrado que la gastritis cronica atrofica no
es una enfermedad Unica de edades avanzadas, se ha reportado la
prevalencia de la enfermedad en personas jovenes. La conclusion a la que
se ha llegado es que es una lesion progresiva producida directamente por
Helicobacter pylori. La infeccibn por esta bacteria se contrae desde la
infancia y permanece toda la vida, hasta que al unirse con los demas

factores de riesgo se desarrollan las enfermedades estomacales y de
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duodeno. Esta infeccibn es lenta y toma un gran periodo de tiempo,
haciéndotela Unica en el campo de las enfermedades infecciosas causadas

por bacterias (Ramirez, 2014).

1.4.5. CANCER GASTRICO

Después de que en 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Cancer (IARC) clasificara a la bacteria H. pylori como un
carcinogeno del grupo 1, una cantidad considerable de evidencia
confirmatoria se ha acumulado. Sin embargo el informe de la IARC se basa
totalmente en evidencia epidemioldgica y se indica explicitamente que era
necesaria la evidencia experimental. El primer ensayo exitoso de la
induccién de cancer por H. pylori se hizo en gerbillios de Mongolia donde se
demostré la importancia de la virulencia de la cepa infectante para el
desarrollo del cancer (Correa & Houghton, 2007).

Otro factor por el cual se relaciona a Helicobacter pylori como agente
causal para el cancer gastrico son los resultados de los estudios de
intervencidn, que muestran que la erradicacién de H. pylori puede reducir el
riesgo de cancer y prevenir el desarrollo de lesiones pre-cancerosas en los
seres humanos y en animales de experimentacién. Asi, se dice que no sélo
es necesaria la presencia de la bacteria para desarrollar cancer gastrico,
ademas es necesaria la confluencia de una serie de factores que juntos
aumentan el riesgo, entre ellos una inflamacién gastrica crénica, factores

especificos del huésped y factores ambientales (Matysiak & Mégraud, 2006).

1.4.6. GENES DE VIRULENCIA

Helicobacter pylori tiene una gran variedad genética, que desemboca
en la existencia de una relacion entre esta variacion y la incidencia mundial
de cancer. Cada cepa de la bacteria se diferencia por la expresion de sus

factores de virulencia, entre ellos factores de adhesion, enzimas y toxinas,
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los mismos que le han permitido adaptarse al estbmago y causar un dafio
importante a las células estomacales (Ramirez & Sanchez, 2008).

Entre los principales factores de virulencia de Helicobacter pylori se
encuentran los genes de virulencia, que se han clasificado en tres grupos
(Gonzalez & Rodriguez, 2011).

e Los genes cepa-especificos, como los del islote de patogenicidad
cag(cagPAl) y los localizados en las regiones de plasticidad
(jhp0947 y dupA)

e Los genes de fase variable (babA, oipA, sabA y hopZ)

e Los genes de estructura variable (vacA y la region hipervariable

del gen cagA).

Dentro de los factores de patogenicidad de H. pylori. aquellos que
aparecen y se expresan diferencialmente en las cepas mas patogénicas son
los que han llamado mas la atencion. Entre estos, los més estudiados han
sido los genes de estructura variable que producen las proteinas cagA y
vacA; y los genes de fase variable que producen las diferentes OMPs
(proteinas de membrana externa) que contribuyen a la virulencia de la

bacteria (Gonzélez & Rodriguez, 2011).

1.46.1. VacA

Helicobacter pylori tiene la capacidad de inducir la formacién de
vacuolas en muchos tipos de células. En un principio, no se le otorgd un
caracter toxico a estas vacuolas, pues esta accion no era neutralizada por
antitoxinas bacterianas. Asimismo, un dafio similar puede producirse por el
amonio liberado por la bacteria al producir ureasa. Finalmente, se logré al
purificar la toxina responsable de esta accion y se la denominé “toxina
vacuolizante”, ya que es la responsable de la formacion de vacuolas en las

células afectadas (Yamaoka, 2010).



13

Después de encontrar la toxina responsable de la formacion de
vacuolas se pudo identificar el gen responsable, denominado vacA
(“vacuolization associated gene”). Este gen ha sido clonado y analizado, y se
ha visto que codifica una proteina que posee una sefial amino terminal corta
y una carboxi terminal. La primera sefial es escindida para permitir su paso a
través de la membrana citoplasmética y la segunda de 45kDa actia como

poro (Rivas-Traverso & Hernandez, 2000).

Dentro del gen vacA existen dos regiones polimérficas que
desembocan en dos diferentes genotipos, la primera regién polimérfica se
encuentra en la region N-terminal (s1 o s2) y la otra en la region central (m1
o0 m2) (Anexos 1 y 2). Se han realizado estudios de las combinaciones
genotipicas de estas regiones y se las ha relacionado con la aparicion de las
diferentes enfermedades (Rivas-Traverso & Hernandez, 2000).

Pese a que todas las cepas de Helicobacter pylori contienen el gen
vacA, no todas las cepas producen la proteina vacuolizante. Se ha revelado
gue el genotipo vacA sl es mas patdgeno que las cepas vacA s2. Las cepas
vacA ml estan asociadas con un mayor dafio en el epitelio gastrico que las
cepas vacA m2. Las combinaciones resultan en mosaicos, el genotipo siml
es mas virulento que el s1m2, mientras que los genotipos s2m2 y s2ml no
son virulentos y raramente se presentan (Figura 5.) (van Doorn, et al., 1998).

S M

set primers

o s Ce——
A VA1F - VAR - = 51:259/52:286 bp
B SS1F - VAIR -) = slai190bp
Cc SS3F - VA1R - - s1b: 187 bp
D  SS2F-VA1R - = 52199bp
E  VA3F-VA3R 3 e
F  VA4F-VA4R

=) 4= m2:352bp

Figura 5. Estructura de mosaico del gen vacA que comprende las regiones
variables s y m. Se muestran las ubicaciones de los diversos sitios diana de
los primers con flechas, y los tamafios esperados de los amplicones. Los
conjuntos de primers A - F fueron descritos por Atherton et al.
Fuente: van Doorn, et al., 1998.
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1.4.6.2. CagA

Helicobacter pylori presenta una enorme variacion genética, dada la
amplia recombinacion entre cepas es una de bacterias mas vastamente
descrita. En la busqueda de la respuesta para la toxicidad de las vacuolas
producidas por vacA se encontré el gen cagA ("cytotoxin associated gene")
cuya presencia esta relacionada con la presencia y citotoxicidad del gen

vacA (Rivas-Traverso & Hernandez, 2000).

El gen cagA codifica para la proteina con el mismo nombre, se
encuentra dentro de un segmento de 40Kb llamado regidén cag. Este gen es
indicador de la isla de patogenicidad cagPAI constituida por mas de 30
genes, que no se presenta en todas las cepas de H. pylori pero proporcionan
mayor agresividad a las cepas que la poseen, ya que codifican a las
proteinas del sistema de secrecién tipo IV que introduce a la proteina cagA
dentro de las células del epitelio gastrico. CagA es el factor de virulencia
mas estudiado de los factores de H. pylori, este divide a las cepas en cagA
productores (cagA+) y cagA no productores (cagA-) (Arévalo, Trespalacios,
& Otero, 2009).

Una vez en el interior del epitelio gastrico, cagA es fosforilada por
quinasas celulares de la familia de las SRC-quinasas, especificamente en
sitios denominados EPIYA, denominados asi por la secuencia de
aminoacidos que posee (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala). Existen variantes de estos
motifs segun los aminoacidos que los flanquean, estos son: EPIYA-A, B, Cy
D (Panayotopoulou, et al., 2007).

Los estudios anteriores demuestran que las cepas occidentales de
Asia contienen tipicamente los motifs EPIYA-A, EPIYA-B seguidos de 1 a 3
repeticiones del motif EPIYA-C, mientras que las cepas del oriente también

contienen los motif A, B pero varian porque tienen un motif EPIYA-D en vez
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de un EPIYA-C (Figura 6.). CagA fosforilada interactia con proteinas
especificas que poseen dominios de union a tirosinas fosforiladas, una de
ellas es la tirosin-fosfatasa (SHP-2). Esta interaccion, activa diferentes
cascadas de sefalizacion, que en un momento dado pueden alterarse y
provocar cambios como la apoptosis o el crecimiento y proliferacién anormal

de las células epiteliales (Panayotopoulou, et al., 2007).

EPIYA-A EPIYA-B EPIYA-C
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Figura 6. Polimorfismo estructural en cagA. CagA de tipo occidental
contiene los segmentos EPIYA -A, EPIYA -B, y EPIYA -C. Por el contrario,
cagA de tipo Asia oriental contiene la EPIYA -A, EPIYA -B y segmentos
EPIYA -D, pero no el segmento EPIYA -C. El motivo EPIYA en cada
segmento (en verde) representa los sitios de fosforilacion de la tirosina de
cagA
Fuente: Yamaoka , 2010.

Andlisis de las regiones de repeticion de cagA han demostraron que,
aunqgue poco frecuentes, algunas cepas de Asia Oriental tienen la secuencia
de tipo occidental de cagA, especialmente cepas aisladas de Okinawa y las
islas del sur de Japon. Por el contrario, de las cepas occidentales, ninguna

de ellas tiene la secuencia del tipo Este Asiatico de cagA (Yamaoka, 2010).

1.4.6.3. OipA

Uno de las principales pasos en la colonizacion del estbmago por

Helicobacter pylori es la adherencia a la mucosa gastrica. Los analisis

realizados al genoma de la bacteria y sus diferentes cepas han ubicado que
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un 4% del total del genoma sintetiza 5 grandes familias de proteinas de
membrana externa (OMPs) (Quiroga, Cittelly, & Bravo, 2005).

Entre el numeroso grupo de proteinas que conforman esta familia se
encuentran: la proteina de adhesion a los antigenos de Lewis B (babA), la
adhesina de unién a acido sidlico (sabA), la lipoproteina asociada a la
adherencia (alpA y alpB) y la proteina inflamatoria de membrana externa
(oipA). Estas diferentes proteinas intervienen en el tropismo de H. pylori por

la adherencia al tejido géastrico (Kato, et al., 2004).

OIipA por sus siglas en inglés “outer membrane inflammatory protein”
esta involucrada en los mecanismos de respuesta inflamatoria inducidos por
la presencia de Helicobacter pylori, esta proteina es codificada por el gen del
mismo nombre. El estado funcional de oipA esta regulado por medio de un
mecanismo dependiente del numero de repeticiones del dinucleétido CT
presentes en la region 5’ del gen, dividiendo a las cepas en oipA “on” y oipA
“off” dependiendo si el gen es funcional o no respectivamente (Yamaoka,
2010).

Se ha establecido una relacion directa entre el alelo activo del gen y el
desarrollo de patologias como la Ulcera duodenal y el cancer gastrico
(Arévalo, Trespalacios, & Otero, 2009). Otros estudios realizados in vitro con
mutantes isogénicas del gen y células epiteliales gastricas reportaron un
decremento de los niveles de secrecion de IL-8, correlacionando al gen con

la inflamacién (Gonzalez & Rodriguez, 2011).

1.4.7. TRATAMIENTO

Helicobacter pylori es sensible a una variedad de farmacos in vitro, sin

embargo aplicados en la clinica no han demostrado eficacia en la

erradicacion. El tratamiento entonces consiste en la administracion de
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multiples combinaciones de uno o mas farmacos que han resultado ser

eficaces.

1.4.7.1. Terapia triple

Desde la década de los ochenta la propuesta para erradicacion de H.
pylori consiste en la llamada “terapia triple”, esta contiene un inhibidor de la
bomba de protones (IBP), claritromicina y amoxicilina o metronidazol. Este
tratamiento demostré curar Ulceras peptidicas y se convirtié en el tratamiento
estandar contra Helicobacter pylori. Esta terapia dura siete dias y tiene un
nivel bajo de efectos secundarios, la desventaja de este tratamiento es que
existe un alto porcentaje de cepas resistentes a la claritromicina (Sitas,
2015).

Un nueva variante de la terapia triple sustituye el IBP por ranitidina-citrato
de bismuto. Cuando se utiliza el complejo de bismuto se ha demostrado que
puede prevenirse la induccion de resistencias bacterianas y la tasa de
curacién es algo mayor en los pacientes con cepas resistentes a las
obtenidas cuando se utiliza la combinacion con IBP. Las tasas de curacion
con esta variante de terapia triple estan en alrededor del 85% (Boixeda &
Martin, 2000).

1.4.7.2. Terapia cuadruple

Esta combina un IBP con tetraciclina, metronidazol y un compuesto de
bismuto, el tratamiento tiene una duracién de entre 7 y 14 dias. Los
antibioticos pueden ser sustituidos por amoxicilina y claritromicina,
respectivamente. En este tratamiento se han reportado tasas de curacion

muy elevadas, que llegan a ser superiores al 90% (Sitas, 2015).

Anteriormente, se usaban las terapias dobles, quedando abandonadas

por su baja eficacia. Sin embargo, la administracién de ranitidina-citrato de
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bismuto con claritromicina durante 14 dias ha demostrado ser efectiva y con
pocos efectos secundarios. Esta combinacion suele utilizarse en pacientes
alérgicos a la penicilina, sin embargo, hay que hacer notar que este
tratamiento es en realidad un tratamiento triple pues combina tres farmacos,
ranitidina, bismuto y claritromicina. En la Tabla 1. se muestran los 3 grupos
de farmacos utilizados en el tratamiento contra H. pylori en las diferentes

terapias indicadas (Boixeda & Martin, 2000).

Tabla 1.
Farmacos eficaces en el tratamiento contra H. pylori (Boixeda & Martin,
2000).

Tipo Farmaco
Inhibidores de la Omeprazol
Lansoprazol
Bomba de Protones
Pantoprazol
Compuestos de Subsalicilato de bismuto
Bismuto Ranitidina-citrato de bismuto
Amoxicilina

Macradlidos: claritromicina
Nitroimidazoles: metronidazol y tinidazol
Tetraciclina

Antibidticos

1.4.7.3. Resistencia a antibiéticos

Como se explicé anteriormente, la terapia triple puede fallar por varias
razones, se ha encontrado que la razon principal para el fracaso de la
terapia es la resistencia de H. pylori a uno de los antibiéticos que se
utilizan, la claritromicina. Asimismo, se reporta resistencia al metronidazol
asi como también para la tetraciclina, aunque en menor medida, lo que
convierte a la resistencia en un tema emergente (Mégraud, 2004). Por otro
lado, se han encontrado cepas con doble resistencia, estas sin embargo,
tienen una baja prevalencia en paises de Europa (0,8-9,1%) y Asia (2-3%),
pero mucho mayor en los paises en desarrollo, como México (18%) (Heep,
Kist, Strobel, Beck, & Lehn, 2000).
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En el estudio de Mégraud (2004) donde recopila datos de 20 autores,
encontré una gran diferencia en las tasas de erradicacion de Helicobacter
pylori, un 87,8% cuando las cepas fueron susceptibles a la claritromicina en
comparacion con el 18,3% cuando las cepas fueron resistentes. Estos
estudios demuestran la importancia de la resistencia de las cepas de H.

pylori a la claritromicina.

La resistencia a los antibiticos en H. pylori se debe esencialmente a
mutaciones cromosémicas. Una consecuencia importante de este hallazgo
es que la transmisién se produce esencialmente verticalmente desde el
organismo en el que la mutacion aparece a sus descendientes, y por lo tanto
se observa un aumento progresivo. Los estudios in vitro han demostrado,
también, que la resistencia a metronidazol podria transmitirse por

transformacion (Jie, Z, Keng, Mar, & Bow, 1998).

Los genes implicados en las mutaciones han sido identificados
facilmente, estos se resumen en la Tabla 2. En la mayoria de los casos hay
un numero limitado de mutaciones puntuales que permite el desarrollo de
métodos moleculares para su deteccion. Sin embargo, todavia el mas
ampliamente utilizado es el de difusién en disco. Este es sencillo y barato,
por eso su amplia utilizacion (Mégraud, 2004).

Tabla 2.
Genes implicados en las mutaciones puntuales u otros eventos genéticos

que conducen a la resistencia a los antibidticos en Helicobacter pylori
(Mégraud, 2004).

Grupo de antibiético  Gen asociado

Macrolidos 23S rRNA
Metronidazol rdxA, frxA
Quinolonas gyrA
Rifamicinas rpoB
Amoxicilina pbp-1A

Tetraciclina 16S rRNA
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1.4.7.4. Vacunas

Con el afan de prevenir las patologias asociadas con H. pylori se han
realizado esfuerzos en direccion a producir una vacuna. Estas vacunas
deben contener componentes bacterianos que intervengan directamente en
el proceso de patogénesis y cuya funcién pueda ser bloqueada por una
respuesta inmune inducible. Ademas, que sean producidas por todas las
cepas de H. pylori o por aquellas que estén asociadas a las patologias

gastricas mas graves (Garcia, 2002).

Con este objetivo algunos ensayos con animales han sido realizados,
donde se han utilizado componentes bacterianos como la enzima ureasa y
sus subunidades (UreA y UreB), la proteina CagA, la toxina vacuolizante
vacA y las proteinas de choque térmico HspA y HspB, entre otros. EI modelo
animal mas utilizado ha sido el murino y se han utilizado las bacterias
Helicobacter pylori y Helicobacter felis, la principal via de administracion ha
sido la orogéstrica, aunque también se han probado rutas nasales y
subcutaneas (Pappo, Czinn, & Nedrud, 2001).

Ensayos humanos se han llevado a cabo, uno de los mas
representativos es la inmunizacion oral con una vacuna recombinante de H.
pylori que contenia la enzima ureasa y la toxina termolabil como adyuvante.
Este ensayo fue un doble ciego, controlado con placebo en adultos con
infeccion por H. pylori. EI esquema de vacunacion se parecia al utilizado en
el ensayo para ratones y resulté en la induccion de células secretoras de
anticuerpos IgA, pero solo una baja reduccion de la carga bacteriana en
algunos sujetos del estudio. Ademas, aproximadamente dos tercios de los
voluntarios experimentaron diarrea significativa atribuible a la administracion

LT como efecto secundario (Pappo, Czinn, & Nedrud, 2001).

Futuros ensayos clinicos son elementos aln necesarios para lograr una
vacuna eficaz contra H. pyloriy, eventualmente, las patologias gastricas

asociadas a la infeccion.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

En este estudio retrospectivo se analizaron 211 muestras de biopsias
gastricas fijadas en parafina que se obtuvieron del Hospital AXXIS de Quito
mediante un convenio entre el Instituto de Investigaciones Biomédicas y el
Hospital AXXIS, las muestras fueron tratadas bajo las normas bioéticas
segun la aprobacion del Comité de Bioética 2015-0401 (Anexo 4.).

Las muestras corresponden a mujeres y hombres con edades entre
17 y 88 afios que presentaron patologias gastricas. Las patologias fueron
determinadas por el Hospital AXXIS mediante histopatologia conforme el
Sistema de Sidney para el reporte de gastritis, donde se describen 5
estadios dependiendo de la gravedad del mas leve al mas grave: gastritis
cronica no atréfica, gastritis cronica atréfica, metaplasia intestinal, displasia y
cancer gastrico (Dixon, Genta, Yardley, & Correa, 1997).

Los controles positivos y negativos fueron proporcionados de los
bancos de muestras de la Universidad San Francisco de Quito y del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de las Ameéricas,

respectivamente.

2.2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Se utilizé kit de extracciéon High Pure PCR Template Preparation Kit
de Roche, siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante para la
extraccion de ADN a partir de muestras fijadas en parafina. Se realizaron
algunas modificaciones por el laboratorio del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la Universidad de las Américas y por la autora.
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Previo a comenzar se calentd el Bafio Maria a 55°C y se coloco el
Tampdn de Elucion (Roche) en la estufa a +70°C. Para la obtencion de
muestra de biopsia se realizaron aproximadamente 7 micro-cortes de 5 um
de espesor de cada muestra con la ayuda de un micrétomo semiautomatico,
aproximadamente 50 mg, y se colocaron en un tubo eppendorf estéril. Se
afadio 1 mL de xylol al tubo que contenia la muestra y se mezcld con vortex
durante 2 minutos, se incub6 a 55°C por 5 minutos. Posteriormente, se

centrifugd durante 3 minutos a 15000 rpm y el sobrenadante fue desechado.

Se repitié todos los pasos del lavado con xylol y luego se afiadié 1mL
de alcohol etilico absoluto 100% (V/V) a temperatura ambiente (TA) en la
muestra. Se mezcl6 con vértex durante 30 segundos, se centrifugd durante 3
minutos a 15000 rpm y se descarté el sobrenadante. Se repitié todos los
pasos del lavado con alcohol etilico 100% (V/V) a TA. Se colocé las

muestras con la tapa abierta durante 15 minutos en la estufa a 37°C.

Una vez completamente secas los muestras se rehidrataron con 10 uL
de agua bidestilada por 10 segundos antes de la digestion. Se afiadié 200 uL
de Tampon de Lisis (Roche) y 40 uL de proteinasa K (Roche) y se mezclé
con vortex durante 1 minuto. Luego, se incubd las muestras en el Bafio

Maria a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se afiadi6 20 uL mas de proteinasa K (Roche) y se
mezcld con vortex durante 1 minuto. Se incub6 las muestras dos horas mas,
en Bafio Maria a 55°C. Después, se afiadio 200 uL del Tampon de Unién
(Roche), se mezclo con vortex y se incubd por 10 minutos a 70°C. Luego, se
afiadid6 100 uL de isopropanol y se mezclé brevemente con vortex para

posteriormente centrifugar a 10000 rpm durante 1 minuto a TA.

Se coloco el sobrenadante, aproximadamente 550 uL, en la columna
de purificacion sobre el tubo de coleccion. Se centrifugd a 8000 rpm durante
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1 minuto a TA. Posteriormente, se desechd el tubo de coleccion y se coloco

uno nuevo bajo la columna.

Se colocoé 500 uL de Tampon Removedor de Inhibidores (Roche)
sobre la columna de purificacion, se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto
a TA para luego desechar el tubo de coleccién y colocar la columna de
purificacion en un nuevo tubo de coleccion. Por ultimo, se afiadié 500 uL de
Tampon de Lavado (Roche) en la columna de purificacion, se centrifugé a
8000 rpm durante 1 minuto a TA y se descartd solo el liquido del tubo de

coleccion.

Se centrifugé nuevamente 10 segundos a maxima velocidad y se
descartdé el tubo de coleccion. Para la Elusion, se coloco la columna de
purificacion sobre un tubo eppendorf de 1,5 mL y se afiadi6 30 uL de
Tampon de Elusién (Roche) en la columna dejandolo reposar durante 1
minuto a TA. Luego de centrifugar la columna a 8000 rpm durante 1 minuto a
TA fue desechada. Finalmente, en el tubo eppendorf se colecté ADN

purificado el cual se almacené en congelacion a -20°C.

2.3. CUANTIFICACION DE ADN

Cuando el ADN se encuentra en solucion acuosa, como es el caso, se
puede cuantificar por medio de espectrofotometria, midiendo la absorbancia
(A) o densidad éptica (DO). Se utiliz6 el espectrofotdmetro NanoDrop 2000
UV-Vis Spectrophotometer (ThermoScientific), se blanque6 el equipo con el
Buffer de Elusion (Roche) y se utilizd6 2 uL de cada muestra para
cuantificarla.

Segun Somma (2015) la interferencia de contaminantes en las
muestras medidas en el espectofotometro se puede calcular mediante el
coeficiente Azeo/Azs0. Una medicion entre 1,8 y 2,0 de este coeficiente nos
indica que la muestra esta libre de contaminantes como proteinas u otras

sustancias. El espectrofotdmetro utilizado nos indicd este coeficiente y de
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acuerdo a este se descartaron las muestras que no cumplian con el criterio

de buena calidad por presencia de contaminantes.

2.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los primers utilizados en la PCR fueron reconstituidos con agua
miliQ destilada y llevados a una concentracion de 100 uM. Las secuencias
de los primers, tamafio del amplificado, temperatura de hibridacion y

referencia se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.
Primers empleados para la amplificacién de los genes 16S, vacA, cagA 'y
OipA.

Regione Temper Tamafio
s del Nombr atura de de los
ADN e del Secuencia del primer (5’ a 3’) Referencia

hibridac amplificad

amplific ~ primer i6n (°C) 0s (pb)

adas
16S 16S-F  GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC 57 £2o An;:g;er;'al
rRNA  16S-R TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG 65 2013,
oioA 0ipAl  CAAGCGCTTAACAGATAGGC 60.4 430 Torres, et al.,
P 0ipA2  AAGGCGTTTTCTGCTGAAGC 60.4 (2014).
vacAsl/ VAIFF  ATGGAAATACAACAAACACAC 54.8 259/2
vacAs?2 VAR CTGCTTGAATGGGCCAAAC 60.2 86
"r‘;“i/A VAG-F  CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 60.6 567/6 Chattopadhyay
VAG-R  GCGTCAAAATAATTCCAAGG 56.3 42 ;
vacA m2 et al., (2004).
Ca?:SC' GTTGATAACGCTGTCGCTTC 5o
cagA GGGTTGTATGATATTTTCCATA 350
cag3c- A 55
R

Para determinar la presencia de Helicobacter pylori se realizé la PCR
para el gen 16S rRNA. Cada PCR se llevé a un volumen final de 25 uL, las
concentraciones utilizadas de cada reactivo se detallan en la Tabla 4. Se
utilizé la enzima Platinum® Tag DNA polymerase (Promega) y nucleétidos
de dNTP Set (100 mM, Invitrogen).
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Tabla 4.
Componentes de la MasterMix para la amplificacion del gen 16S.

Concentracion Volumen X

Componente Stock Disolucion Final 1 (uL)
Agua mQ 16.7
Buffer 5X 1X 2.5
MgCl. 50 mM 1.5mM 0.8
dNTPs (Total) 100 mM 10 mM 0,2 mM 0,5
F'zrrivr:;r y  100uM 10 uM 0,4 uM 1
chgnrgre 100 uM 10 uM 0,4 uM 1
Taq 5 U/uL 0.1 Uit 05
ADN 30 ng/uL 2
aprox.
Volumen final de reaccién 25

Para la amplificacion se utilizé el termociclador MultiGene™ OptiMax
(Labnet international). En la Tabla 5. se muestran las condiciones utilizadas
segun Cabrera-Andrade, et al., (2013).

Tabla 5.
Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion del gen 16S.

Paso Ciclos Tiempo (min) T (°C)
Desnaturalizacion 1 5:00 94
inicial
Desnaturalizacion 1:00 94
Anillamiento 42 1:00 Tm
Elongacion 2:00 72
Elongacion Final 1 7:00 2

La temperatura de annealing empleada para cada par de primers fue
estandarizada en base a los datos que el fabricante indico. La

estandarizacion se realizo a través de un gradiente de temperatura partiendo
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del promedio de las temperaturas de annealing de los primers forward y
reverse menos 5°C. La temperatura se vari6 desde la temperatura de

partida, dos grados inferiores y dos superiores (2 °C).

Para determinar la presencia del gen oipA en las muestras positivas
para Helicobacter pylori, se realizé6 una PCR con un volumen final de 25 uL.
Las concentraciones utilizadas de cada reactivo se detallan en la Tabla 6. Se
utilizé la enzima Platinum® Tagq DNA polymerase (Promega) y nucleétidos
de dNTP Set (100mM, Invitrogen).

Tabla 6.
Componentes de la MasterMix para la amplificacion del gen oipA.

Concentracion Volumen x

Componente Stock Disolucién Final 1 (uL)

Agua mQ 16

Buffer 5X 2X 5
MgCl. 50 mM 1.5mM 0.8
dNTPs (Total) 100 mM 10 mM 0,2 mM 0,5
F'erivT;r ,  100uM 10 uM 0,08 uM 0,2
chg]rg; 100 uM 10 uM 0,08 uM 0.2
Taq 5 U/uL 0,06 UL 0,3

ADN 30 ng/uL 5

aprox.
Volumen final de reaccién 25

Para la amplificacion se utiliz6 el termociclador Mini Personal
Multigene™ (Labnet international). En la Tabla 7. se muestran las
condiciones utilizadas segun Torres, et al., (2014).
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Tabla 7.

Condiciones de PCR utilizadas para la amplificacion del gen oipA.

Paso Ciclos Tiempo (min) T (°C)
Desnaturalizacion 1 3:00 94
inicial
Desnaturalizacion 0:30 94
Anillamiento 35 0:45 Tm
Elongacion 0:45 72
Elongacion Final 1 5:00 72

Para determinar la presencia de los genes vacA y cagA, ademas de la
frecuencia de los diferentes genotipos vacA s1/ vacA s2 y vacA ml/vacA m2
en las muestras positivas para Helicobacter pylori, se realiz6 una PCR
multiplex para la amplificacion de ambos genes. Cada PCR se llevé a un
volumen final de 25 uL, las concentraciones utilizadas de cada reactivo se
detallan en la Tabla 8. Se utilizé la enzima Platinum® Taqg DNA polymerase

(Promega) y nucleétidos de dNTP Set (100mM, Invitrogen).



Tabla 8.
Componentes de la MasterMix para la PCR multiplex utilizadas para la
amplificacion de los genes vacA y cagA.

Concentracion Volumen X

Componente Stock Disolucion Final 1 (L)
Agua mQ. 12.9
Buffer 5X 2X 5
MgCl. 50 mM 1.5mM 0.8
dNTPs (Total) 100 mM 10 mM 0,2mM 0,5
Primer Forward
(VAI-F) 100 uM 10 uM 0,08 uM 0,2
Primer Reverse
(VALR) 100 uM 10 uM 0,08 uM 0.2
Primer Forward
(VAG-F) 100 uM 10 uM 0,08 uM 0,2
Primer Reverse
(VAG-R) 100 uM 10 uM 0,08 uM 0.2
Primer Forward 44y 10 uM 0.4 uM 1
(cag5c-F)
Primer Reverse 5 m 10 uM 0.4 uM 1
(cag3c-R)
0,1 U/uL
Taq 5 U/uL 4 M 05
ADN 30 ng/uL 25
aprox.
Volumen final de reaccién 25
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Para la amplificacion se utiliz6 el termociclador MultiGene™ OptiMax

(Labnet international). En la Tabla 9. se muestran las condiciones utilizadas

segun Chattopadhyay, et al., (2004).

Tabla 9.
Condiciones de PCR multiplex para el gen vacA y cagA.

Paso Ciclos Tiempo (min) T (°C)
Desnait:ircailglzamon 1 3-00 94
Desnaturalizacion 1:00 94

Anillamiento 35 1:00 Tm
Elongacion 1:00 72

Elongacion Final 1 10:00 72
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La temperatura de alineamiento en esta PCR fue muy importante, la
temperatura empleada para cada par de primers fue estandarizada en base
a los datos que el fabricante especifico. La estandarizacion se realizd a
través de un gradiente de temperatura partiendo del promedio de las
temperaturas de melting de todos los primers forward y reverse, a cada
promedio se le resto 5°C y se hizo un nuevo promedio. La temperatura se
vario desde la temperatura de partida, con dos grados inferiores y dos

superiores (£2 °C).

2.5. ELECTROFORESIS

La técnica de electroforesis en geles de agarosa permite visualizar los
fragmentos de ADN de acuerdo a su peso, carga y tamafio, ademas es una
técnica sencilla y de bajo costo (Ahmed, 2009). Se utiliz6 esta técnica para
evaluar la calidad del ADN extraido, para verificar la concentracion de

primers y para visualizar los productos de cada PCR.

Para el ADN extraido se utilizaron geles de agarosa al 1%(m/v), para
los primers al 4%(m/v) y para productos de PCR se utilizaron al 2%(m/v).
Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio 10mg/ml en proporcion de 1
uL por cada 20 mL de gel, que fue colocado antes de su gelificaciéon en la
mezcla de agarosa y TBE (1X). Junto con los fragmentos de ADN se emple6
1 uL de marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

Para la electroforesis del ADN se utiliz6 un voltaje de 100 V durante 2
horas al igual que para los productos de PCR, para los primers se utilizé un
voltaje de 90 V durante un tiempo de 1 hora luego de los cuales se visualizo

bajo luz UV en un transiluminador.
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2.6. SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La secuenciacion se realizo para verificar la correspondencia entre los
productos de PCR visualizados en el gel con su respectiva secuencia. El
protocolo para la secuenciacion consta de una purificacion de los productos
de PCR, PCR de secuencia, purificacion de los productos de PCR de

secuencia y la electroforesis capilar.

2.6.1. Purificacién de amplificados

Se siguié la técnica utilizada por 1IB para la purificacion de los
productos de PCR mediante el reactivo Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter), esta técnica se basa en el sistema de separacién magnético SPRI®
(Solid Phase Reverse Inmobilization), el protocolo que se utiliz6 se describe

a continuacion.

Se coloco el reactivo de AMPure a temperatura ambiente y se
homogenizo6 con vortex, se colocd 10ul de AMPure por cada 10ul de PCR en
un tubo de 0.2mL. La mezcla se homogeniz6 por vortex durante 5 segundos
y se incubd durante 5 minutos. Después, se coloco los tubos en una placa
magnética y se esper6 que reposen durante 10 minutos hasta que se formé
un halo de color café, que contenia los amplicones unidos a las perlas
magnéticas, y el liquido quedd totalmente claro.

Con una micropipeta se aspird el liquido procurando no tocar el halo
que se formo en la pared del tubo. Se adicion6 200ul de etanol al 70% y se
incubo durante 30 segundos, se elimind el etanol por inversion de la placa
magnética sobre papel absorbente hasta que se elimind el etanol. Se repitié
el lavado con etanol y se descartd el remanente de etanol de cada uno de
los tubos con la ayuda de una micropipeta. Para eliminar completamente los
restos de alcohol se coloco la placa magnética en la estufa a 37°C durante

15 minutos.
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Se retiraron los tubos de la placa magnética para resuspender, se
colocaron 40ul de Agua miliQ y se homogenizé por vortex durante 5
segundos. Finalmente, se colocaron los tubos nuevamente en la placa y se

transfirié el liquido sin tocar el halo a nuevos microtubos de 0.2 mL.

2.6.2. PCR de secuenciacion

Para la PCR de secuencia se siguio el protocolo utilizado por el 1B,
en esta técnica se utiliza el kit BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing
(Applied Biosystems). Cada PCR se llevdé a un volumen final de 6 uL, las
concentraciones utilizadas de cada reactivo se detallan en la Tabla 10., se

realiz6 la MasterMix en oscuridad ya que los reactivos son sensibles a la luz.

Tabla 10.
Componentes de la MasterMix para la PCR de secuenciacion

. Concentracioén Concentracién Volumen X 1
Reactivo

Inicial Final (uL)
Agua mQ 15
BigDye® Terminator
v3.1 Cycle 0,5
Sequencing RR-100
BigDye Termlnator 5 0.75 X 09
Sequencing Buffer
Primer
Forward/Reverse 1uM 0,27 uM 1,6
(Frio)
PCR (ADN 15
amplificado) ’
Volumen Final de Reaccion 6

Para la amplificacion se utilizd el termociclador MultiGene™ OptiMax
(Labnet international). En la Tabla 11. se muestran las condiciones utilizadas
segun el [IB-UDLA.
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Tabla 11.
Condiciones de PCR de secuenciacion.

Paso Ciclos Tiempo (min) T (°C)
Desnait:i::ailglzacmn 1 3-00 9
Desnaturalizacion 0:10 96

Anillamiento 35 0:05 50.5
Elongacion 4:00 60
Ciclo Final 1 10:00 4

2.6.3. Purificaciéon de PCR de secuencia

En la PCR de secuencia se obtuvieron los amplificados marcados, sin
embargo fue necesario purificarlos mediante la utilizacion del reactivo
Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter). El sistema Agencourt CleanSEQ
esta basado en la tecnologia de inmovilizacién reversible en fase sélida
(SPRI) y se encarga de la eliminacion del tinte BigDye® Terminator utilizado
en la PCR de secuencia. El protocolo utilizado fue adaptado del protocolo del

IIB y se detalla a continuacion.

Se dejé reactivo de CleanSeq a temperatura ambiente se homogeniz6
bien con vortex. Se coloco 3ul de CleanSeq y con 4ul de etanol al 85% junto
con 10ul de PCR de secuencia. Se homogeniz6 durante 5 segundos, se
colocod los tubos en una placa magnética y se incubd la muestra a
temperatura ambiente durante 3 minutos hasta que se formé un halo de
color café, que contenia las perlas magnéticas unidas al producto de la

secuenciacion, y el liquido quedo totalmente claro.

Con la ayuda de una pipeta multicanal y sin tocar el halo formado en
la pared del tubo se retir6 todo el liquido, se adicionaron 100ul de etanol al
85% y se dejo incubar durante 30 segundos. Luego, se elimind el etanol por

inversion de la placa magnética sobre papel absorbente. Se repitio el lavado
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para eliminar el remanente de etanol de cada uno de los tubos se utilizé una

pipeta.

Para evaporar cualquier sobrante de alcohol, se coloco la placa
magnética en la estufa a 37°C durante 15 minutos. Luego, se retird los tubos
de la placa magnética, se resuspendieron en 40ul de agua miliQ y se
homogenizaron con vortex durante 5 segundos. Finalmente, centrifugd
durante un minuto a velocidad maxima y se colocé 20ul del sobrenadante

(transparente) en la placa del secuenciador.

2.7. ELECTROFORESIS CAPILAR

Para la secuenciacion se utilizé el equipo 3130 Genetic Analyzer
Applied Biosystems® y las secuencias fueron visualizadas en el software
Sequencing Analysis (Appliend Biosystems®) luego, fueron analizadas en un
programa de libre acceso Geneious R9

(http://'www.geneious.com/download).

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el correspondiente estudio se realiz6 un analisis estadistico con
el programa IBM SPSS version 11.5 (SPSS Inc. Chicago, lllinois USA). Se
utilizaron los datos de los diagndsticos histopatolégicos y resultados de las
PCRs para los diferentes genotipos de vacA+, cagA+ y oipA+ para calcular el
riesgo de presentar patologias gastricas mediante el OR (odds ratio) con un

95% de intervalo de confianza.

Para comparar la prevalencia de Helicobacter pylori con respecto al
género y a la edad se realizé la prueba de Chi cuadrado (X2) con un 95% de
confianza. Los resultados de las pruebas se consideraron significativos

cuando el valor de significancia (P) fue menor a 0.05.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. MUESTRAS DE PACIENTES

De un total de 211 muestras de biopsias gastricas fijadas en parafina
que se obtuvieron del Hospital AXXIS de Quito, estas corresponden a
mujeres y hombres con edades entre 17 y 88 afios, con una edad media de
45 afos. Las muestras representan un total de 94 (44,5%) personas de sexo
femenino y 117 (55,5%) de sexo masculino.

Los controles positivos entregados por parte del banco de muestras
de la Universidad San Francisco de Quito corresponden a muestras de ADN
obtenidas de cultivos de Helicobacter pylori que fueron positivos para los
genes OipA, vacA y cagA por medio de PCR. La positividad de los controles

fue corroborada por PCR con los primers de este estudio.

Los controles negativos corresponden a muestras de ADN negativas
al gen 16S, es decir que no contienen ADN bacteriano sélo humano. Estos
controles fueron proporcionados por el Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la Universidad de las Américas para este estudio.

3.2. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Fue analizado a partir de lo que se indica en las historias clinicas, este
mostré que ninguna muestra presenta mucosa gastrica normal. Todas las
211 muestras presentaron patologias gastricas. En la Tabla 12. se observa

el diagnadstico histopatoldgico en porcentajes.
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Tabla 12.

Frecuencia de patologias géastricas observadas en el diagndstico
histopatologico.

Patologia géastrica Frecuencia
n (%)
Gastritis cronica no atréfica  135/211 (64)

Gastritis crénica atroéfica 48/211 (22.7)

Metaplasia intestinal 26/211 (12.3)
Displasia 1/211 (0.5)
Céncer gastrico 1/211 (0.5)

3.3. EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 la extraccion de 211 muestras de biopsias gastricas
embebidas en parafina. Las muestras de ADN extraido fue visualizado en
geles de agarosa al 1% (Figura 7.), aquellas muestras que tuvieron una baja
concentracion (£10ng/uL) o la presencia de contaminantes (Azso/A2s0 # 1,8-

2,0) se realiz6 una repeticion del ensayo.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las muestras de ADN

extraidas de biopsias gastricas en parafina: pocillo M, marcador de peso

molecular de 100 pb; pocillo 1, control positivo; pocillos 2-7, muestras de
ADN.
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3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
PARA EL DIAGNOSTICO DE Helicobacter pylori.

Con la utilizacion de los primers 16S-F y 16S-R se realizo la
amplificacion del gen 16S rRNA, la temperatura de melting de los primers
fueron 57°C y 65°C indicadas por el fabricante. Se realiz6 un gradiente de
temperatura a partir de la temperatura promedio de 56°C. Las temperaturas
que se probaron fueron 54, 55, 56, 57 y 58°C. La temperatura de melting

que dio una mejor banda fue 55°C.

Como resultado de la amplificacion se obtuvieron fragmentos de 522
pares de bases que fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% (Figura
8.). Este diagndstico molecular indicé que 118 (55,9%) muestras de un total
de 211 fueron positivos para Helicobacter pylori. De este grupo, 47 (39,8%)

fueron de sexo femenino y 71 (60,2%) fueron de sexo masculino.

600
pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la PCR para la
deteccion de H. pylori, amplificacion del fragmento correspondiente al gen
16s rRNA: pocillo M, marcador de peso molecular 100pb; pocillo 1, control

positivo; pocillo 2-7, muestras H. pylori positivas; pocillo 8, muestra H. pylori
negativa; pocillo 9, blanco.

Para calcular la frecuencia de las muestras positivas para Helicobacter

pylori asociadas con el género se realizdé una prueba de Chi cuadrado; en
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esta se encontrd que no existe una diferencia significativa (P=0.153) entre el

sexo de los pacientes y la presencia de la bacteria (Tabla 13.).

Tabla 13.
Frecuencia del gen 16S asociado con el género de los pacientes con
Helicobacter pylori.

Género
H. pylori Valor P
Masculino Femenino
Positivo 70/117 (59.8)  47/94 (50) 0.153
Negativo 47/117 (40.2)  47/94 (50) '

Para calcular la frecuencia de las muestras positivas para Helicobacter
pylori asociada con la edad del paciente se subdividié a la variable paciente
en dos categorias; pacientes con menos de cuarenta afios y pacientes con
cuarenta 0 mas afios. Se realizé una prueba de Chi cuadrado donde no se

encontro diferencias significativas (P=0.026) entre ambos grupos (Tabla 14.).

Tabla 14.
Frecuencia del gen 16S asociado con el género de los pacientes

. Casos
Edad del paciente Valor P
n (%)
<40 55/85 (64.7)
0.026
40 0 mas 62/126 (49.2)

De las 118 muestras positivas para Helicobacter pylori se encontré que
ninguna muestra presentaba cancer gastrico. La prevalencia de Helicobacter

pylori de acuerdo a las otras patologias gastricas se detalla en la Tabla 15.



38

Tabla 15.
Frecuencia de cada patologia géastrica en las muestras con Helicobacter

pylori.

o Frecuencia
Patologia gastrica
n (%)
Gastritis crénica no atréfica 71/118 (60,1)
Gastritis crdnica atrofica 34/118 (28,8)
Metaplasia intestinal 12/118 (10,3)
Displasia 1/118 (0,8)

3.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
PARA LA IDENTIFICACION DEL GEN oipA.

Con la utilizaciéon de los primers oipAl y oipA2 se realizd la
amplificacion del gen de virulencia oipA, la temperatura de melting de los
primers fue 60.4°C indicada para ambos por el fabricante. Se realiz6 un
gradiente de temperatura a partir de la temperatura promedio de 55.4°C. Las
temperaturas que se probaron fueron 54.5, 55.5, 56.5, 57.5, 58.5, 59.5 y
60°C. La temperatura de melting que dio una mejor banda fue 60°C.

Como resultado de la amplificacién se obtuvieron fragmentos de 430
pb que fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% (Figura 9.). La PCR
indicé que 98 (83%) muestras de un total de 118 fueron positivos para el
gen OipA.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificacion del gen
0ipA: pocillo M, marcador de peso molecularl00pb: pocillo 1, control positivo
para el gen oipA; pocillos 2-8, muestras oipA positivas; pocillo 9, blanco.

La presencia del gen oipA fue mas frecuente en la gastritis crénica no
atrofica y en la gastritis cronica atrofica con 59,2 y 30,6% respectivamente,
comparado con las patologias de metaplasia intestinal y displasia que fueron
de 9,2 y 1% respectivamente (Tabla 16.). De este grupo, 39 (83%) fueron de
sexo femenino y 59 (83%) fueron de sexo masculino. Ademas, que 49/56
(87.5%) pertenecen al grupo de menores de 40 afios y 49/62 (79%) al grupo

de mayores de 40.

Tabla 16.
Estatus del gen oipA en las muestras infectadas con Helicobacter pylori

Helicobacter pylori positivo por PCR

Patologia gastrica

n=118/211 n oipA+ = 98/118
(56) (83)
Gastritis crénica no atrofica 71/118 (60,1) 58/98 (59.2)
Gastritis cronica atroéfica 34/118 (28,8) 30/98 (30.6)
Metaplasia intestinal 12/118 (10,3) 9/98 (9.2)
1/118 (0,8) 1/98 (1)

Displasia
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Con el fin de correlacionar las patologias gastricas y el estatus de OipA,
se realiz6 una regresion logistica para encontrar el odds ratio (OR), esta
prueba reveld6 que la presencia del gen o0ipA no incrementa
significativamente el riesgo de padecer las diferentes patologias géastricas
(Tabla 17.).

Tabla 17.
Odds ratio para el gen oipA y las patologias géastricas

Patologia
o n (%) OR (ClI, 95%)
gastrica

Gastritis cronica 58/98 (59.2) 0.960 (0.816-1.129)
no atrofica

Gastritis cronica 30/98 (30.6) 1.090 (0.928-1.280)

atrofica
Metaplasia 9/98 (9.2) 1.097 (0.936-1.286)
intestinal

Displasia 1/98 (1) 1.206 (1.111-1.310)

3.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
PARA LA IDENTIFICACION DE LOS GENES vacA y cagA.

Con la utilizacién de los primers VAI-F, VAI-R, VAG-F y VAG-R se
realiz6 la amplificacion del gen de virulencia vacA regiones s y m
respectivamente, la temperatura de melting promedio de los primers fue 52.2
y 53.5°C respectivamente. Para la amplificacion del gen cagA se utilizaron
los primers cag5c-F y cag3c-R cuya temperatura de melting promedio fue de
54.5°C. Para la amplificacion de ambos genes se realizé un gradiente de

temperatura desde la temperatura promedio 54°C. Las temperaturas
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probadas fueron 51, 52, 53, 54, 55 y 56°C de las cuales la que mejor
amplificacion dio fue la de 56°C.

Como resultado de la amplificacion se obtuvieron fragmentos de
259/286pb para los fragmentos correspondientes al gen vacA region sl1/s2,
de 567/642 para el gen vacA region m1/m2 y de 350pb para el fragmento
correspondiente al gen cagA (Figura 10.). Los resultados de la PCR
indicaron que 81(68.6%) muestras de un total de 118 fueron positivos para
el gen vacA. De las cuales 64(54.2%) son vacA m1, 14(11.9%) son vacA
m2, 71(60.1%) son vacA sl y 8(6.8%) son vacA s2.

[\ 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

600
pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificacion de los
genes vacA y cagA: pocillo M, marcador de peso molecular 100 pb; pocillo
1, genotipo vacA m1/sl, cagA-; pocillos 2, 12 y 14, genotipo vacA ml/sl,
cagA+; pocillos 4 y 10, genotipo vacA m2/sl, cagA+; pocillos 5y 15,
genotipo vacA m2/s2, cagA-; pocillos 3, 6-9, 11 y13: muestras negativas a
ambos genes.

Con la amplificacion ademas, se pudo clasificar las muestras positivas
en los diferentes genotipos del gen vacA dependiendo de su tamafio de
fragmento (Tabla 18.). La mayoria, 62 (76.5%) poseen genotipo m1/sly con
porcentajes menores los demas genotipos ml/sl y m2/s2, ademas se
presentaron 3 (3.7%) que solo amplificaron para vacA sl y 2 (2.5%) solo

vacA ml.
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Tabla 18.
Distribucién de genotipos del gen vacA.

. n (%)
Genotipos de vacA

n vacA+ = 81/118 (83)

vacA ml/sl 62/81 (76.5)
vacA m2/s2 8/81 (9.9)
vacA m2/sl 6/81 (7.4)
vacA sl 3/81 (3.7)
vacA ml 2/81 (2.5)

La distribucion de los diferentes genotipos de vacA con respecto a las
diferentes patologias gastricas se evalué mediante una prueba de odds ratio,
en donde se pudo observar que los diferentes genotipos sélo se encuentran
en las patologias Gastritis crénica no atréfica, Gastritis crénica atréfica y
Metaplasia intestinal. La Tabla 19. Nos muestra que el genotipo vacA sl
aumenta en 4.417 veces el riesgo de padecer Metaplasia intestinal y el
genotipo vacA ml aumenta en 2.471 veces el riesgo de padecer Gastritis

cronica atrofica.



Tabla 19.

Odds ratio para el gen vacA y las patologias gastricas
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Genotipos de vacA identificados por PCR

n vacA

Patoloaf n vacA m2/s2=8/ n vacA n vacA n vacA
alologia - m1/s1=62/81 - m2/s1=6/81  s1=3/81 m1=2/81
gastrica 81
(76.5) (9.9) (7.4) (3.7) (2.5)
Gastritis
crénica no 35/81 (43.2)  5/81(6.1) 4/81(4.9) 2/81(2.5) 1/81(1.2)
atrofica
1.103 1.324 0.662
OR (Cl, 95%) 0'85182(8%?10' (0.277- 1'32649(2553' (0.124- (0.042-
' 4.399) ' 14.191) 10.326)
Gastritis
crénica 20/81 (24.7)  3/81(3.7) 2/81(2.5) 0/81(0) 1/81(1.2)
atréfica
1.482 2.471
OR (CI, 95%) 1'17%(7)5826' (0.375- 1'2%54%7537' (0.159-
' 5.862 ' 38.378)
Metaplasia
” teg’tinal 7/81 (8.6) 0/81(0) 0/81(0) 1/81(1.2)  0/81(0)
4.417
OR (CI, 95%) 1'12148(706?74_ (0.432-
' 45.170)

También se relacion6 la presencia de los diferentes genotipos de vacA

con el sexo y la edad de los pacientes (Tabla 20. y Tabla 21.).

Tabla 20.
Frecuencia del gen vacA asociado con el género de los pacientes con
Helicobacter pylori

Género
Genotipos de vacA i :
Masculino Femenino
vacA mi/si 35/71 (49.3) 27/47 (57.4)
vacA m2/s2 5/71 (7) 3/47 (6.4)
vacA m2/sl 2/71 (2.8) 4/47 (8.5)
vacA s1 3/71 (4.2) 0/47 (0)
vacA ml 1/71 (1.4) 1/47 (2.1)
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Tabla 21.
Frecuencia del gen vacA asociado con la edad de los pacientes con
Helicobacter pylori

Edad del paciente
Genotipos de vacA

<40 40 0 mas

vacA ml/s1 30/56 (53.6) 32/62 (51.6)
vacA m2/s2 2/56 (3.6) 6/62 (9.7)
vacA m2/s1 3/56 (5.4) 3/62 (4.8)
vacA sl 1/56(1.8) 2/62 (3.2)
vacA ml 1/56 (1.8) 1/62 (1.6)

Con respecto al gen cagA, se obtuvo un fragmento de 350 pares de
bases, que fue visualizado en un gel de agarosa al 2% (Figura 10.). Los
resultados de la PCR mostraron que un total de 52 (44%) muestras fueron
positivas para el gen cagA, de estas 24/47 (51.1%) fueron de sexo femenino
y 28/71 (39.4%) de sexo masculino. Igualmente, para las muestras positivas
para el gen cagA asociada con la edad de los pacientes tenemos que 26/56

(46.4%) tienen menos de cuarenta afios y 26/62 (41.9%) 40 afios o mas.

La presencia del gen cagA fue mas frecuente en la gastritis cronica no
atrofica y en la gastritis cronica atrofica con 59,6 y 30,8% respectivamente,
comparado con la patologia de Metaplasia intestinal que fue del 9.6% (Tabla
22.).
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Tabla 22.
Estatus del gen cagA en las muestras infectadas con Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori positivo por PCR
Patologia gastrica

n=118/211 n cagA+ = 52/118
(56) (44)
Gastritis cronica no atréfica 71/118 (60,1) 31/52 (59.6)
Gastritis crénica atréfica 34/118 (28,8) 16/52 (30.8)
Metaplasia intestinal 12/118 (10,3) 5/52 (9.6)
Displasia 1/118 (0,8) 0/52 (0)

Con el fin de correlacionar las patologias gastricas y el estatus de cagA,
se realiz6 una regresion logistica para encontrar el odds ratio (OR), esta
prueba reveld6 que la presencia del gen cagA no incrementa
significativamente el riesgo de padecer las diferentes patologias gastricas
(Tabla 23.).

Tabla 23.
Odds ratio para el gen cagA y las patologias gastricas

Patologia
o n (%) OR (Cl, 95%)
gastrica
Gastritis cronica 31/52 (59.6) 0.977 (0.646-1.478)
no atrofica
Gastritis crénica 16/52 (30.8) 1.098 (0.712-1.694)
atrofica
Metaplasia 5/52 (9.6) 0.940 (0.465-1.897)

intestinal
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Se analiz6 la relacion entre los diferentes genotipos de vacA vy el estado
positivo del gen cagA mediante una prueba de Chi cuadrado en donde se
encontré una relacion significativa (p<0.05) entre la variante vacA m1/sly el
estatus cagA+ en un total de 48(92.3%) muestras (Tabla 24.)

Tabla 24.

Relacion entre los genotipos de vacA y el estatus de cagA en las muestras
de Helicobacter pylori: Nd, no detectado; *, estadisticamente significativo
(p<0.05, prueba X2).

Estatus de cagA
Genotipos de vacA

cagA+ cagA-
vacA ml/s1* 48/52(92.3)  14/66(21.2)
vacA m2/s2 1/52(1.9) 7/66(10.6)
vacA m2/sl 3/52(5.8) 3/66(4.5)
vacA sl Nd 3/66(4.5)
vacA ml Nd 2/66(3)

Asi mismo se analizdé la relacidén entre la presencia del gen oipA y el
estado positivo del gen cagA mediante una prueba de Chi cuadrado en

donde no se encontrd una relacion significativa (p=0.115) (Tabla 25.).

Tabla 25.
Relacion entre el gen o0ipA y el estatus de cagA en las muestras de
Helicobacter pylori: no estadisticamente significativo (p>0.05, prueba X2).

Estatus de cagA
0ipA Valor P

cagA+ cagA-

Positivo 40/52(76.9) 58/66(87.9)

Negativo 12/52(23.1)  8/66(12.1)
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3.7. SECUENCIACION

Se realiz6 la secuenciacion de los fragmentos obtenidos en la
identificacion de los genes oipA, vacA y cagA mediante PCR. En los
electroferogramas obtenidos a partir de secuenciacion se observaron los
diferentes genes. Para comprobar que las secuencias obtenidas
correspondian a fragmentos de los genes 0ipA, vacA y cagA, se realizé un
alineamiento por medio del programa Geneious 9.0.5 con la herramienta
BLAST del NCBI (Anexo4.).

Las secuencias de los fragmentos del gen vacA m y s (Figuras 11.y
12.) obtenidas por secuenciacion correspondian con un 91.3% Yy con 95,7%
de homologia respectivamente a las regiones analizadas del gen vacA de

Helicobacter pylori (Anexo 4. Ay B).
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Figura 11. Electroferograna de la secuencia reverse del gen vacA m.
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Figura 12. Electroferograma de la secuencia reverse del gen vacA sl.
Las secuencia del fragmento del gen cagA obtenidas por

secuenciacion (Figura 13.) correspondioé con un 98.4% de homologia al gen
cagA de Helicobacter pylori (Anexo 4. C.).
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Figura 13. Electroferograma del gen cagA, se observan las secuencias
forward, reverse y la secuencia consenso.
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Las secuencia del fragmento del gen oipA obtenidas por
secuenciacion (Figura 14.) correspondié con un 97.9% de homologia al gen
0ipA de Helicobacter pylori (Anexo 4. D.).
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Figura 14. Electroferograma del gen oipA se observan las secuencias
forward, reverse y la secuencia consenso.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Como método de extraccion del material genético ADN se utilizo el kit
comercial High Pure PCR Template Preparation Kit de Roche para la
extraccion de ADN de Helicobacter pylori de biopsias embebidas en parafina
(Figura 7). De Armas, et al.,, (2006) indica que el material biolégico
conservado en parafinas es una fuente descomunal de informacion para las
investigaciones que tienen un caracter retrospectivo, tal y como es el
nuestro. Ademés, es una estrategia alentadora para estudios
epidemioldgicos contar con métodos moleculares que permitan
detectar Helicobacter pylori en tejidos embebidos en parafina, asi como
contribuye a establecer las relaciones de genotipos del microorganismo con
patologias, epidemiologia y otras variables del paciente (Escobar, et al.,
2013).

Se identificé la presencia de Helicobacter pylori en las muestras de
parafinas con la técnica de PCR por la amplificacion del gen 16S rRNA. La
ventaja de la utilizacién de la PCR es que esta identifica Helicobacter pylori
en muestras pequefas que tienen pocas bacterias presentes ademas las
muestras pueden ser obtenidas tanto mediante métodos invasivos como no
invasivos (Garza, Perez, & Maldonado, 2014). La funcién diagnéstica del gen
16S rRNA en contra parte de otras pruebas de identificacibn muestra una
sensibilidad de casi el 100% y una especificidad mayor a otras pruebas
como las serologicas o microbiolégicas (Rojas, Barragan, Bayona, Oliveros,
& Gutiérrez, 2015).

La prevalencia de Helicobacter pylori en las muestras fue del 55,9%
gue representa a mas de la mitad de las muestras pero aun es mucho menor
de las reportadas por Gomez, et al. (2005) que informé de que la prevalencia
de la infeccién de Helicobacter pylori en pacientes ecuatorianos es del

89,5%. Otros estudios como los de Sempértegui, et al. (2007) y de Sasaki, et



51

al. (2009) indican igualmente una alta prevalencia de Helicobacter pylori, del

75,5y 93.8% respectivamente en pacientes ecuatorianos.

Datos estadisticos muestran que la prevalencia de Helicobacter pylori
se incrementa con respecto a la edad, en paises desarrollados se
incrementa en un 10% en adultos jévenes y en un 70% en mayores de 40
afios, ademas que la posibilidad de ser infectado por el microorganismo es
de entre 10-40% en adultos sanos comparado con el 80-100% en pacientes
con alguna patologia gastrica. Los datos se alarman al contraponerlos con
los paises subdesarrollados en donde méas de 50% de los nifios presentan
infeccion por Helicobacter pylori antes de los 5 afios (Premoli, Gonzalez,
Millan, Percoco, & Vielma, 2004). En el presente estudio se realiz6 el analisis
de la prevalencia de Helicobacter pylori con respecto a la edad del paciente,
los resultados que son estadisticamente significativos (P=0.026) muestran
gue existe un mayor porcentaje de contraer el microorganismo antes de los
40 afnos (64.7%).

El estudio del gen oipA ha logrado una gran controversia, algunas
investigaciones han determinado una relacion entre la presencia de este gen
y el desarrollo de patologias gastricas asi como un aumento de la secrecion
de interleucina (IL)-8 de las células epiteliales in vitro y la inflamacién
gastrica aumentada in vivo (Yamaoka, et al., 2002), no obstante, otras
investigaciones no han encontrado estas relaciones (Odenbreit, Kavermann,
Pils, & Haas, 2002). Pese a que la funcion de esta proteina no ha sido
elucidada por completo, su relacién definitiva con la patogénesis nos obligé a
estudiarla en este trabajo de investigacion donde nuevamente se observa
que pese a su alta prevalencia (83%) no aumenta el riesgo en ninguna de

las patologias gastricas estudiadas (Tablas 16.y 17.).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Sedaghat,
et al. (2014) en donde la prevalencia del gen oipA es del 81.1%, y también

por Torres, et al. (2014) con resultados mas altos y pertenecientes a
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poblaciones latinoamericanas del 93.8% de prevalencia. Sin embargo el
meta-analisis realizado por Liu, et al. (2013) concluye que el estudio de la
presencia/ausencia del gen oipA pasa por alto la importancia de su estado
funcional on/off y no corresponde resultados fiables para predecir los riesgos

de Ulcera péptica y cancer gastrico.

Varios estudios han demostrado que el genotipo del gen vacA varia
entre cepas de Helicobacter pylori provenientes de distintas regiones
geograficas, asi que no son validas las conclusiones de una region
geografica para otra (Faundez, Troncoso, & Figueroa, 2002). Se observo
una alta prevalencia del genotipo vacA ml/sl (76.5%) con relacion a los
otros genotipos vacA m2/s2 (9.9%), vacA m2/sl (7.4%), vacA sl (3.7%) y
vacA ml (2.5%) (Tabla 18.). Estos datos corresponden a los reportados por
Yamaoka, et al., (1999) en donde la prevalencia de este genotipo es mayor
en Corea, Japon, Estados Unidos y Colombia, en contra parte a los
encontrados en otros paises como Iran (Sedaghat, et al., 2014) y Brasil (De
Figueiredo, et al., 2012) en donde la variante alélica mas frecuente es vacA
m2/s1.Se conoce que las cepas vacA s1l/ml producen altos niveles de la
toxina, las cepas vacA s1/m2 producen niveles de toxina bajos o moderados,
mientras que las cepas s2/m2 no producen toxina. Por el momento no se
han encontrado cepas del tipo vacA s2/ml1 (van Doorn, et al.,, 1998). Las
regiones s y m del gen han demostrado diferente relevancia clinica, las
cepas vacA sl se asocian con mayores neutroéfilos y linfocitos infiltrados de
la mucosa del antro que las del tipo s2, asi como las cepas vacA ml se
asocian con un mayor dafio del epitelio gastrico que las cepas de tipo m2
(Atherton, et al., 1995).

Con relacion a las patologias gastricas no se encontré6 un aumento
significativo en el riesgo (OR) y la presencia del gen vacA en los genotipos
m1/sl, vacA m2/s2 y vacA m2/s, pero si en los genotipos vacA sl y vacA ml
donde el riesgo aumento en 4.417 y 2.471 con respecto a las enfermedades

Metaplasia intestinal y Gastritis conica atréfica respectivamente (Tabla 19.)
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Estudios en esta parte de América han demostrado la asociacién entre el
genotipo vacA sl y el desarrollo de tlcera duodenal asi como la del genotipo
vacA ml con la presencia de Ulceras pépticas (De Gusmaom, et al., 2000).
Sin embargo estudios realizados en otras regiones como Asia demuestran
resultados contradictorios, en donde no se relaciona ninguna de las
variantes de vacA con las patologias gastricas (Faundez, Troncoso, &
Figueroa, 2002). Por consiguiente se puede afirmar que el gen vacA no tiene
un valor predictivo como marcador de riesgo para el desarrollo de patologias

gastricas severas.

La deteccion del gen cagA en las muestras del estudio mostré una
alta prevalencia (44%) lo que es similar a la tasa reportada por Sasaki, et al.,
(2009) donde cagA se detectd en el 45,9% en pacientes ecuatorianos. En
paises donde existe menor incidencia de céancer que en el nuestro se
pueden encontrar menores incidencias del gen, asi por ejemplo en el mismo
estudio de Sasaki, et al., se reporta una prevalencia de tan sélo el 20% para

pacientes panamenos.

En este estudio no se obtuvo un aumento significativo del riesgo de
contraer ninguna patologia gastrica por la presencia del gen cagA (Tabla
23.). Sin embargo, el meta-analisis realizado por Huang, et. al., (2003) lleg6
a la conclusion de que la infeccion con cepas cagA+ de Helicobacter pylori
aumenta el riesgo de cancer gastrico en comparacion al riesgo asociado con
la infeccion cagA-, asi mismo, la determinacion del estado cagA en la
infeccién por Helicobacter pylori puede conferir un beneficio adicional en la

identificacion de poblaciones en mayor riesgo de cancer gastrico.

Se analiz6 la relacion entre los diferentes genotipos de vacA y el
estado positivo del gen cagA, se encontro una relacion significativa (p<0.05)
entre la variante vacA ml/sl y el estatus cagA+ en un total de 48(92.3%)
muestras (Tabla 24.). Estos resultados se relacionan con los encontrados en

la poblacion chilena en donde sugieren que esta poblacion esta infectada por



54

una cepa de Helicobacter pylori con el genotipo cagA+/vacA slml y esta
puede estar asociada con un mayor riesgo de contraer enfermedades

gastricas como ulcera (Faundez, Troncoso, & Figueroa, 2002).

Al realizar la comparacion entre el estatus del gen cagA y la presencia
del gen oipA no se encontraron diferencias significativas entre grupos (Tabla
25.), sin embargo la prevalencia de las cepas cagA+/oipA+ es alta (76.9%) lo
que concuerda con los datos encontrados por Quiroga, Cittelly, & Bravo,
(2005) donde la frecuencia de esta misma cepa fue del 81%, asi mismo lo
reportado por Ando, et al., (2002) donde encontraron el 96% de las cepas
cagA+/oipA-on. Ademas que ninguna de las cagA- tenia el gen oipA
funcional. Esto sugiere quer las cepas cagA- que presentaron el gen oipA+
58/66 (87.9%) pueden portar el gen en estado no funcional (off). Otro
estudio realizado con pacientes colombianos y estadounidenses o0ipA
funcional se asoci6 significativamente con alta densidad de Helicobacter
pylori, la infiltracion de neutréfilos severa y altos niveles de IL-8 (P <0,001)
(Yamaoka, et al., 2002).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se logré optimizar la extraccion de ADN para muestras de biopsias
géstricas parafinadas, asi como se estandarizé la amplificacion de los genes
vacA y cagA mediante PCR mudltiplex y oipA mediante PCR. La identificacion
de estos genes cuya expresion es diferente en cada nuestra puede conferir
una mayor capacidad de adaptacion a la bacteria y, eventualmente,

favorecer el desarrollo de patologias gastricas

La prevalencia de Helicobacter pylori con respecto a la edad del
paciente muestran que existe un mayor porcentaje de contraer el
microorganismo antes de los 40 afios (64.7%), los resultados son
estadisticamente significativos (P=0.026) mediante la prueba de Chi

cuadrado.

Los resultados sugieren que los genes cagA y OipA y sus respectivos
genotipos por si solos no se asocian ni aumentan el riesgo (OR) de
presencia de las patologias gastricas como; gastritis crénica no atrofica,

gastritis crénica atréfica, metaplasia intestinal, displasia o cancer gastrico,

Con relacion a las patologias gastricas no se encontr6 un aumento
significativo en el riesgo (OR) y la presencia del gen vacA en los genotipos
m1/sl, vacA m2/s2 y vacA m2/s, pero si en los genotipos vacA s1y vacA ml
donde el riesgo aument6 en 4.417 y 2.471 con respecto a las enfermedades

Metaplasia intestinal y Gastritis cdnica atréfica respectivamente

La combinacidon vacA se asocia con la presencia del estado activo de
cagA+, mediante la prueba Chi cuadrado se encontré6 una relacidon
significativa (p<0.05) entre la variante vacA m1l/sl y el estatus cagA+ en un
total de 48(92.3%) muestras



56

No se encontraron diferencias significativas (p=0.115) entre el estado
activo del gen cagA vy la presencia del gen oipA, sin embargo la prevalencia

de las cepas cagA+/oipA+ es alta (76.9%).
CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Con respecto a la identificacién del gen oipA, dado los resultados no
concluyentes se recomienda realizar un estudio del estado funcional on/off
del gen mediante analisis de las secuencias y sus repeticiones CT. Lo que
ayudaria a una mejor correlacion del gen tanto con las patologias géastricas

como con la relacion con otros genes como cagA.

De igual forma se sugiere profundizar en la genotipificacion del gen
vacA en sus variantes vacA sla, slb, slc y vacA m2a, m2b ya que mucha
de la bibliografia citada se refiere especificamente a estas variantes, lo cual
ayudaria a relacionar mejor el gen tanto con las patologias gastricas como

con otros genes como cagA.

Se recomienda tener muestras de patologias gastricas como ulcera
péptica, ya que se ha relacionado a Helicobacter pylori como agente causal

también de esta enfermedad.

Con respecto a la informacion perteneciente a las historias clinicas de
las muestras utilizadas, se recomienda obtener el grado de infeccién de
Helicobacter pylori con el fin de obtener otros resultados, donde se relacione

la cantidad de la bacteria con las diferentes patologias y genes.

Aparte de las biopsias, se cuenta con avances en la deteccién de
Helicobacter pylori con técnicas no invasivas, se recomienda estudiar
muevas pruebas moleculares que puedan colaborar con otro enfoque o
eficacia, por ejemplo la técnica FISH documentada por Fontenete et al.,
(2015).
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