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RESUMEN

El Helicobacter pylori desempefia un papel fundamental en el desarrollo del cancer
gastrico siendo su toxicidad diferente en la distribucion de sus genes patégenos en
un area geografica. El presente estudio evalué la prevalencia y distribucion de los
genes de colonizacion (hspA y ureA) vy virulencia (cagA y vacA) del H. pylori en
118 pacientes provenientes de Lima Metropolitana con diagnostico de cancer
gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas. Se
recolectd piezas tumorales, congeladas hasta la genotipificacién del H. pylori. El
ADN se extrajo del tejido y posteriormente se utiliz6 para la deteccidon cuantitativa
por PCR en tiempo real los genes de colonizacién y de virulencia de H. pylori
usando cebadores especificos. Los resultados indicaron la prevalencia del H.
pylori del 63,56% (75/118) teniendo los genes de colonizacién positivos. Los
genes de virulencia, el 90,67% (68/75) de casos positivos para el gen cagA, y el
88,00% (66/75) para el gen vacA. Se determin6 una zona de alto riesgo (AR) y de
bajo riesgo (BR), de cancer gastrico, para ubicar la distribucién de los genes del H.
pylori por distrito de Lima Metropolitana. Se usé la ficha de datos encontrandose
algunos resultados significativos, el sexo femenino 54,17% (26/48) (p<0.005) en la
zona AR. El estudio concluy6é que los distritos de alto riesgo de cancer gastrico
son San Juan de Lurigancho, Villa El Salvador y EI Callao con una prevalencia del

H. pylori con distribucidén de los genes de virulencia positivos en todos los casos.

Palabras Clave: H. pylori, hspA, ureA, cagA, vacA, prevalencia, distribucion.



ABSTRACT

Helicobacter pylorus plays a fundamental role in the development of gastric
cancer, its toxicity being different in the distribution of its pathogenic genes in a
geographical area. The present study evaluated the prevalence and distribution of
the colonization genes (hspA and ureA) and virulence (cagA and vacA) of H. pylori
in 118 patients from Metropolitan Lima with a diagnosis of gastric cancer treated at
the National Institute of Neoplastic Diseases. Tumor pieces were collected, frozen
until H. pylori genotyping. The DNA was extracted from the tissue and
subsequently used for the quantitative detection by real-time PCR of colonization
and virulence genes of H. pylori using specific primers. The results indicated the
prevalence of H. pylori of 63.56% (75/118) having positive colonization genes. The
virulence genes, 90.67% (68/75) of cases were positive for the cagA gene, and
88.00% (66/75) for the vacA gene. A high risk (HR) and low risk (LR) area for
gastric cancer was determined to locate the distribution of H. pylori genes by
district of Metropolitan Lima. The data sheet was used, finding some significant
results, female 54.17% (26/48) (p <0.005) in the HR zone. The study concluded
that the districts at high risk of gastric cancer are San Juan de Lurigancho, Villa El
Salvador and EIl Callao with a prevalence of H. pylori with distribution of positive

virulence genes in all cases.

Keywords: H. pylori, hspA, ureA, cagA, vacA, prevalence, distribution.



l. INTRODUCCION

En Latinoamérica, la aparicién de casos y muerte por cancer gastrico varian segun
el area geogréafica. Las mayores tasas estan relacionadas con las areas de
montafias del océano Pacifico, en los cuales incluye a Chile, Colombia, Costa

Rica, Ecuador y Peru'-2.

En Per0, el cancer gastrico tiene una gran prevalencia. Asi, entre los afios del
2010 al 2012 se diagnosticaron 4 821 personas con diagnostico de cancer gastrico
provenientes de Lima Metropolitana con una tasa de incidencia estandarizada de
17,1 casos por 100 000 habitantes. El cancer gastrico representé 7,9% de todas

las neoplasias malignas y 55,4% de los casos se presentaron en hombres*.

Respecto a la mortalidad, el cancer que causa mas muertes en Lima Metropolitana
es el gastrico. Desde el 2010 al 2012 se reportdé 3 437 fallecidos por cancer de
estbmago con una tasa de mortalidad de 12,1 por 100 000 habitantes. El riesgo
acumulado de desarrollar esta enfermedad a los 74 anos fue del 2,18% en

hombres (1 de cada 46 hombres) y 1,42% en mujeres (1 de cada 70 mujeres)*.

El H. pylori se ha identificado en casi el 50% paises del mundo. Esta bacteria
Gram-negativa esta etiolégicamente involucrada en el desarrollo de
adenocarcinoma gastrico. Si bien este fenobmeno permanece sin explicacion, la
genética del huésped, la respuesta inmune del huésped y la relacidon de la
respuesta del huésped a los factores de colonizacion, como son los genes hspA'y
ureA, y la capacidad que tiene para producir una enfermedad parecen
desempefar un papel critico. Los factores de virulencia de H. pylori mejor
estudiados son los genes cagA y vacA. Se informa que las cepas productoras de
cagA y vacA estan relacionadas con resultados clinicos severos, especialmente en

paises occidentales® % 7,

El Gastrointestinal Physiology Working Group de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia y la Universidad de Jhons Hopkins han hecho las primeras
investigaciones epidemioldgicas de la infeccion por H. pylori en Peru teniendo

como conclusién en un escenario epidemiolégico, que las infecciones por dicha
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bacteria estan cambiando significativamente y que en contraste con otros paises

tienen caracteristicas similares®.

No existe similitud en la aparicion del cancer gastrico, en contraste, en los distritos
de Lima Metropolitana, con porcentajes altos, y otros distritos,
con porcentajes bajos*. Por lo tanto, la  identificacion de los
genes vacA y cagA permite identificar las cepas con mayor virulencia y asociadas
con cuadros clinicos mas severos en dos regiones geograficas de Lima

Metropolitana*?®.

1.1. Justificacion

Este estudio contribuiria a identificar los puntos focales, segun la ubicacion
geografica, para implementar y potenciar las estrategias diagndsticas tempranas y
preventivas, intervenciones de salud publica mas importantes para cancer gastrico
fomentando asi una cultura de prevencion en salud. Asimismo, con los resultados
que se obtengan, tendremos una base estadistica de la distribucion de estos
genes de virulencia (cagA y vacA) y de colonizacion (hspA y ureA) en los distritos
en Lima metropolitana, que nos permita tener un mapeo de los mismos y para
nuestra sociedad sera muy importante que esta investigacion permita conocer el
riesgo de desarrollar cancer gastrico a los pacientes, los cuales se les detecte el
H. pylori, en los hospitales generales y especializados lo que, en consecuencia, en
el sentido econdmico, podria reducir gastos de procedimientos invasivos que se

hacen cuando se detecta un cancer.

1.2. Objetivos

1.21. Objetivo General

e Evaluar la prevalencia y distribucion de los genes de colonizacion (hspA,
ureA) y virulencia (vacA y cagA) del H. pylori, en pacientes provenientes de
Lima Metropolitana con cancer gastrico atendidos en el Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas entre el 2016 y el 2017.



1.2.2.

Objetivos especificos

Estimar los distritos de alto riesgo para cancer gastrico de Lima

Metropolitana.

Estimar la prevalencia de los genes de colonizacién del H. pylori, mediante
la genotipificacion de hspA y ureA por PCR cuantitativo, en los distritos de

alto riesgo en pacientes con cancer gastrico.
Estimar la distribucion de los genes de virulencia del H. pylori, mediante la

genotipificacion de vacA y cagA por PCR cuantitativo en los distritos de alto

riesgo en pacientes con cancer gastrico.

10



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Wang y col (2013) evaluaron la prevalencia de marcadores de virulencia de H.
pylori en Asia oriental, una regidn con alto riesgo de cancer gastrico. Las cepas de
H. pylori se aislaron de 116 pacientes con enfermedades gastroduodenales en
este estudio y que fueron diagnosticadas por manifestaciones patolégicas, gastritis
cronica (CG, n=54), ulcera gastrica (GU, n=25), ulcera duodenal (DU, n=26) y
cancer gastrico (GC, n=11). Los genes cagA, vacA se determinaron mediante
PCR. El CagA se presentd con mayor frecuencia en la gastritis cronica (44.4%)
que en los resultados clinicos severos (9,7%, p <0,001). Los genotipos vacA mas
prevalentes fueron s1a / m2 (48.3%) y s1c / m2 (13,8%). Concluyeron que la alta
tasa de cagA y variantes vacA en Asia Oriental puede ser la base del alto riesgo

de cancer gastrico en la region.

Martinez y col (2013) evaluaron los cambios histopatolégicos en la mucosa
gastrica de 297 pacientes portadores de H. pylori, genotipos cagA y vacA, en 2
zonas de riesgo opuesto para cancer gastrico en Colombia. Se analizaron biopsias
de 109 pacientes de la zona de riesgo alto y 107 de la zona de riesgo bajo. La
genotipificacion del H. pylori se realiz6 mediante PCR, a partir de ADN de
biopsias. La severidad de las alteraciones histopatolégicas, el grado de
inflamacion crénica, atrofia y metaplasia, en los pacientes infectados con los
genotipos cagA y vacAs1/m1 fue mayor en la zona de riesgo alto (p< 0,05).El gen
vacA se asocid a una severidad mayor de atrofia y metaplasia y el gen cagA+

aumenta el riesgo de metaplasia en la zona de riesgo alto (OR = 9,13; IC 95%)".

Trujillo y col (2014) evaluaron las diferencias entre las frecuencias de los genes
virulentos del H. pylori, cagA+, vacA s1/m1, en dos regiones de Colombia con
riesgo opuesto de cancer gastrico. Se analizaron 401 biopsias del antro gastrico
provenientes de individuos con diagndstico de gastritis no atréfica, gastritis atréfica
o0 metaplasia intestinal; 256 se obtuvieron en la zona de alto riesgo (Tunja y
Bogota) y, 145, en la zona de bajo riesgo (Barranquilla, Santa Marta y Cartagena).
La genotipificacion de los genes de virulencia se hizo mediante PCR. No se
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observo diferencia en la frecuencia de infeccion por H. pylori entre las dos zonas
(77,3 vs. 77,9 %, p=no significativo, ns). La presencia de cagA+ fue mayor en la
zona de bajo riesgo (77,9 vs. 69,2 %, p=ns). La combinacién cagA+/s1m1 también

fue mas frecuente en la zona de bajo riesgo (48,9 vs. 38,9 %, p=ns)°.

Martinez y col (2014) evaluaron los genotipos vacA y cagA de H. pylori en
biopsias de pacientes con gastritis cronica y CG en el Estado de México. Se
estudid a 95 pacientes con diagndstico histolégico confirmatorio de gastritis
cronica y 20 con resultados histopatologicos de adenocarcinoma gastrico. La
deteccion y genotipificacion de H. pylori se realizd mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). La media de edad para el grupo de gastritis cronica fue de
47,4 afios y de 60,9 anos con cancer gastrico (p< 0.001). De los 115 pacientes
incluidos en el estudio, 66 (57,4%) fueron H. pylori positivos y el genotipo mas
frecuente fue vacAs1m1/cagA+, el 69,7% (46/66). Concluyeron que la prevalencia
de infeccion por H. pylori es de 60% en CG (12/20) siendo el genotipo

vacAs1m1/cagA+ el mas frecuente, el 58,3% (7/12)'2.

Pinto y col. (2016) evaluaron la relaciéon de los genes vacA y cagA en 290
pacientes con CG en la ciudad de Macao, China. Se utilizaron muestras de tejidos
gastricos parafinados para evaluar los genotipos de vacA de H. pylori y la
presencia del gen cagA usando la técnica de PCR. Las muestras incluyeron 238
casos de gastritis crénica y 52 casos de CG. La prevalencia de cepas cagA-
positivas fue del 87,5%. No se observaron asociaciones significativas entre los
genotipos vacA o cagA y el CG. Concluyeron que el 37,5% de los pacientes
infectados tenian coexistencia de cepas de H. pylori con diferentes genotipos

vacA'3,

Bibi y col. (2017) su estudio consisti6 en detectar H. pylori y evaluar la
prevalencia de los genes de virulencia cagA, vacA s1/s2 y vacA m1/m2 en
biopsias de H. pylori de CG (n=35) y UG (n=10) en tres regiones (Este, Central y
Oeste) de Arabia Saudita. La cepa de H. pylori fue detectada mediante PCR,
ademas los genes de virulencia mencionados. De las 45 muestras analizadas, 20

casos de CG y 10 casos de UG fueron H. pylori positivos. La tasa de genes de
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virulencia vacAs1 fue mayor en UG (80%) y CG (100%) en comparacion con sus
demas variantes; y la prevalencia del gen cagA fue de 30% en pacientes GU vy
40% en pacientes GC. El estudio concluyd que vacAs1, vacAm1 son los genotipos

mas prevalentes y pueden desempefiar un papel en el desarrollo de CG'.

Bernabé (2017) evalu6 la prevalencia de genes de factores de colonizacion
ureasa (ureA) y proteina de shock térmico (hspA) de H. pylori en 84 muestras de
agua que correspondieron a 84 pacientes con diagndstico de cancer gastrico. El
estudio se realiz6 utilizando la técnica de Reaccidon en cadena de las polimerasas
cuantitativa (QPCR). De las 84 muestras de agua evaluadas, se observd la
prevalencia de H. pylori, al menos con alguno de los dos factores de colonizacién

evaluados, en el 11,90 % (10/84), ubicandose 6 de ellas en la zona este de Lima™®.

Custodio (2017) evalu6 144 muestras de cancer de tejido gastrico de pacientes
que fueron a cirugia entre abril de 2015 y septiembre de 2016 al INEN. EI ADN
extraido del tejido se utilizé para la cuantificacion por PCR de genes de
colonizacion (ureA y hspA) y de virulencia (vacAs, vacAm y cagA) del H. pylori.
Las tasas de genes de colonizacién positivos H. pylori en el tejido tumoral, tejido
sano proximal y tejido sano distal fueron del 31,1%; 51,05%; 61,5% (ureA) y
64,3%; 65,04%; 67,3% (hspA), respectivamente. Las tasas de los genes de
virulencia fueron 67,8%; 70,6%; 73,4% (vacAs); 79,7%; 83,9%; 79,7% (vacAm); Y
81,1%; 86,7%; 86,01% (cagA), respectivamente. El concluyé que el H. pylori

presenta alta prevalencia en pacientes con cancer gastrico en Peru’®.

2.2. Bases teodricas

2.21. Cancer gastrico
Una de las enfermedades neoplasicas del tracto digestivo con mayor frecuencia

en el mundo es el cancer gastrico'”-'®. El 95% de las neoplasias malignas del

estdmago son adenocarcinomas mayormente'”.
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222. Epidemiologia del cancer gastrico

El cancer gastrico (GC) es la segunda causa principal de mortalidad relacionada
con el cancer y la cuarta mas comun cancer globalmente’®2°. Sin embargo, sus
tasas de incidencia en diferentes regiones geograficas son claramente variadas?'.
En Chile y Costa Rica destacan por su mortalidad de mas de 40 por 100 000
habitantes?2.

En Peru, entre los afios 2010 y 2012, aparecieron 4821 casos nuevos de cancer
gastrico en la poblacion de Lima Metropolitana (17,1 casos por 100 000
habitantes). El 7,9% de todos los canceres fue gastrico siendo los hombres los
que presentaron la mayor frecuencia (55,4%). Ademas, para los hombres el

cancer gastrico es el segundo mas frecuente®.

Por otro lado, el cancer gastrico fue la primera causa de mortalidad en toda Lima
Metropolitana. Tres mil cuatrocientos treinta y siete fallecidos por cancer gastrico
en el periodo 2010-2012. Lo que corresponde, en términos de tasa, a 12,1 por 100
000 habitantes. EL riesgo acumulado, de tener esta predisposiciéon a tener el
cancer gastrico, es a partir de los 74 afios para el sexo masculino (1 de cada 46
hombres, 2,18%) y en el sexo femenino (1 de cada 70 mujeres, 1,42%). Todo fue

confirmado mediante el diagnostico histoldgico del 78%*.

2.23. Etiologia del cancer gastrico

Hay factores que dan una mayor predisposicidon a desarrollar cancer gastrico.
Segun algunos estudios la anemia perniciosa hace que el riesgo aumente de 4 a 6
veces para una poblacién promedio?324,

Otro factor, seria la cirugia gastrica que se realizan para patologias benignas, que
pasando los 15 afos aproximadamente, tiene una asociacion a dar una mayor
probabilidad de desarrollar cancer gastrico en los bordes residuales del estbmago
producto de la gastrectomia?3.

Respecto al ambito ocupacional, se describe que hay un mayor riesgo de cancer
gastrico en trabajadores de caucho, minas de carbdn, ceramistas y que tengan

alguna relacion con el procesamiento de la madera. Sin embargo, no se ha
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determinado si este riesgo ocupacional corresponde al nivel social y econémico de

los trabajadores?3.

La glutation transferasa esta relacionada en la desintoxicacion de las sustancias
con un gran potencial carcinogénico. En China se ha encontrado que el genotipo
no activo de esta enzima posiblemente tenga una relacién con el aumento de
riesgo del cancer gastrico?.

Desde el punto nutricional, muchos investigadores relacionan el incremento del
riesgo del cancer gastrico con la alimentacion, principalmente. Comentan que una
concentracion alta de carbohidratos complejos, y pocas frutas y verduras mas alta
concentracion de cloruro de sodio incrementa la capacidad mutagénica de los

nitritos 1824,

Tenemos como lesiones antecesoras a la gastritis atrofica cronica y la metaplasia
intestinal que se le consideran como estados precancerosos por su relacion con
los cambios ya sea al nivel del pH, aumento de la concentracion de nitritos y
nitratos en el jugo gastrico que en consecuencia producen cambios gastricos

significativos?42,

La incidencia es alta en pacientes que abusan del consumo de tabaco y alcohol?2.
La infeccion por H. pylori cobré un interés importante en salud publica desde su
identificacion en 19832427, Tanto para mujeres y afroamericanos estan
relacionados con padecer cancer gastrico, ademas, en un estudio de hace poco
tiempo, hecho por Alexander G. nos comenta que se esta incrementando el riesgo
de padecer cancer gastrico en los habitantes hispanos. Y es muy probable que la
infeccidn por H. pylori sea la causa de las lesiones malignas gastricas?’. Y para
apoyar dicha relacién tenemos, en principio, que en los Estados Unidos de
América hay incremento de la incidencia de infeccidn por H. pylori en pacientes
con carcinoma en el estomago. En segundo, tenemos que hay una elevada tasa
de cancer gastrico en relacion con la incidencia de infeccidn por H. pylori en el
pais asiatico de China'®, en tercero, se ha encontrado que hay una alta frecuencia
en muchos partes del mundo donde el cancer gastrico presenta una gran

incidencia'®?7, Finalmente tenemos una estimacion que el cancer gastrico este
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muy relacionada con la infeccion por H. pylori en un 60 % en una poblaciéon en

general’®,

2.24. Fisiopatologia del cancer gastrico

El equilibrio celular es muy importante para entender el proceso de
carcinogénesis, ya que tenemos que entender los procesos reguladores del
crecimiento y reproduccion celular en un estado normal. Hay cuatro funciones
relacionadas con el equilibrio tisular, en primer lugar tenemos, la proliferacion
apropiada y correcta del contenido nuclear del acido desoxirribonucleico, en
segundo lugar la diferenciacién de los tejidos que deben tener un caracteristica
compatible para la realizacion funcional normal del tejido, en tercer lugar, debe
haber un equilibrio entre la proliferacién e involucion normal del tejido, en cuarto
lugar, se debe reparar algun dafo al nivel del acido desoxirribonucleico a
consecuencia de exponerse a radiaciones, toxinas y otros agentes mutagénicos.
En conclusion, una alteraciéon de la fisiologia normal aumenta el riesgo de que se

origine un tumor maligno?82°.

Respecto a la carcinogénesis, se dice que las enfermedades neoplasicas son el
producto de un crecimiento normal autébnomo de las células. Debido a la
desaparicion de la regulacién critica en la fisiologia celular como la proliferacion,
diferenciacion y la muerte celular programada. Sin el control necesario de estos
procesos, las células neoplasicas se empiezan a disparar y se producen en gran
cantidad haciendo que invaden estructuras cercanas y que se trasladen a otros
organos (metastasis)?°. En base a la historia natural de la enfermedad neoplasica,
todo ocurre en manera secuencial. Y asi tenemos el primer paso /nicio: Es la
exposicion a agentes mutagénicos que afectan directamente al DNA. El segundo
paso es la Promocion: Es el escenario en el cual las células expuestas empiezan a
proliferar y en esa cadena puede haber mutaciones esporadicas que creen otros
tipos de células malignas. Y por ultimo tenemos a la Progresion: Es el escenario
en el cual se ve la extensién de las nuevas células neoplasicas malignas

adyacentes y en algunos casos en otros 6rganos?8.
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La caracterizacion de las alteraciones malignas esta relacionada con los
mecanismos del homeostasis celular, y tenemos en primer lugar: El crecimiento
normal con desaparicion de respuesta por parte de los reguladores. En segundo
lugar. Existe un fenotipo invasivo y, en tercer lugar: El sistema inmunolégico evade
la destruccion del tumor. Por lo tanto, los trastornos de la regulacion del

crecimiento se cree que parte de una célula progenitora, origen clonal?82°.

El camino de un tejido normal a la malignidad se da en varias etapas. En primera
instancia tenemos a la displasia, la cual da inicio a las modificaciones en forma,
tamafio y organizacion. Debido a una inflamacion prolongada a la exposicion de
toxinas o causticos ambientales. En el sentido de la desalineacion de las

estructuras celulares se puede clasificar como leve, moderada o severa®*.

La proliferacion de las células en cierta parte las células con displasia tienen un
cierto rol. Por lo que, se puede hacer una accion reversible siempre en cuando se
aleje al individuo ante a la exposicién de carcinégenos y/o toxinas mutagénicas.
No obstante, cuando hay una displasia severa es un paso seguro al cancer debido
a la falta de intervencionismo profilactico. Muy pocas veces pasa a un estado
regresivo y pasa hacia un estado de carcinoma tipo adenocarcinoma en un

periodo de 18 meses siendo el 75% de los casos totales?*28,

Algo que caracteriza a los carcinomas es su capacidad para entrar a la membrana
basal y extenderse sin interesar los limites de la estructura celular normal®®2°, El
tumor invasivo o carcinoma agresivo es definido como una enfermedad local ya
que hay una diseminacidén una vez atraviesa la membrana basal hacia el drenaje
del sistema linfatico. Cuando hablamos de una enfermedad regional es cuando las
células neoplasicas recorren por del sistema linfatico. Y en la etapa maxima, ya
una etapa muy comprometida, es cuando se hace la metastasis, es decir cuando
las células malignas neoplasicas se hallan en otros érganos lejanos al tumor de

origen local?®.

Por otro lado, tenemos las condiciones premalignas. Los cambios en la mucosa

gastrica aumentan el riesgo de cancer y lo mas representativos son los pélipos
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gastricos, la metaplasia intestinal y la gastritis atréfica®24. Hay muchos estudios
que sustentan que la ulcera gastrica dificilmente progresa a un cancer gastrico, la
frecuencia de ello es baja y esto sucede también en Japdn, que es un pais con

alta incidencia de ulcera gastrica y cancer gastrico?s.

Respecto a la infiltracibn ganglionar hay un compromiso leve o grave de la
enfermedad. Generalmente los carcinomas que se originan en el tercio proximal
del estomago tienen una mayor cantidad de ganglios linfaticos mas que los
carcinomas en el tercio distal'®?3. Respecto a la metastasis, tenemos en primer
lugar al higado, donde el 95% de pacientes mueren en un periodo de un afo sin

reseccion del tumor primario, y en segundo lugar a los pulmones?3-24,

2.25. Deteccion de cancer gastrico

El examen de primera linea es el examen endoscépico para detectar un cancer
gastrico. Ya que puede verse la lesion claramente y ademas de obtener una
biopsia, muestra del tumor maligno presuntivo. Cuando se da una buena toma de
muestra de la biopsia, respecto a las cantidades de muestras, hace que sea mas
exacto y la confirmacién del diagndstico de cancer gastrico sea hasta 98% con 7
biopsias'®. Cabe mencionar que cuando los tumores son menores de tres
centimetros de diametro en el cardias o en la curvatura menor, no es muy

recomendable una biopsia sino un examen de citologia por cepillado?3.

2.26. Aspectos clinicos patolégicos del cancer gastrico

Cuando hablamos de adenocarcinoma gastrico tenemos que es histologicamente
heterogénea. Tenemos la clasificacion de Lauren el cual hizo la division en
intestinal, difuso e indiferenciado sin produccion de moco®. Desde el punto de
vista anatdmico, tenemos dos areas, el proximal y el distal®*'. Y hoy en dia
tenemos mas estudios en biologia molecular teniendo una clasificacion para este
aspecto®?33, Por lo tanto, la clasificacion histoldgica y la anatémica se ven muy
relacionadas a los hallazgos de las alteraciones moleculares y con estos

conocimientos pueden proporcionar terapias mas especificas34.
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Entonces el adenocarcinoma de tipo intestinal, segun Lauren, se encuentra con
mucha relacion con la gastritis atréfica severa, las displasias la metaplasias
intestinales y estas histolégicamente se ve mayormente bien o moderadamente
diferenciadas y su mayor caracteristica es el origen de células glandulares
similares a las células intestinales. Anatomicamente, en el antro se encuentra la
metaplasia intestinal®®>. Por otro lado, el adenocarcinoma tipo difuso esta
relacionado con una variedad de infiltracién, pobremente diferenciado con
presencia de células en anillo de sello, pero sin presencia notable de una
gastritis.

Cuando hablamos de un tumor maligno de origen epitelial lo llamamos carcinoma.
El carcinoma del estbmago por ser adenoescamosos se les llama muy seguido
como adenocarcinoma. Cabe resaltar que los tumores escamosos son

infrecuentes?°.

2.2.7. Cancer avanzado

Este cancer ya tiene un escenario en las capas musculares del estbmago y en ese
sentido Bormann, en el afio 1926, los sefiald6 como tipo I, Il, Il y IV. Aunque a
veces hay denominaciones tipo V para sefalar un tipo no clasificable o muy

avanzado la cual Bormann no lo clasific6. En otras bibliografias encontraremos

como clasificacion Bormann [, Il, 11l o V35,
Tabla 1. Caracteristicas de los tipos |, II, lll y IV (Bormann)

Caracteristicas TipolyII Tipo III y IV
Limites Bien definidos Sin limites precisos
Localizacion Antro Mas en fondo que en antro
Diferenciacion Diferenciados Indiferenciados
Acidez Baja o aclorhidria Hipo aclorhidria o normal
Pronostico Mejor Peor
Sexo Mas en hombres Mas en mujeres
Edad Mas edad Menos edad
Metastasis Hematica Linfatica

(Clasificacion de los adenocarcinomas de estdmago. Rev. Gastroenteroldgica, Peru)
Fuente: Tomado de Hernan Espejo Romero y Jesus Navarrete Siancas (2003)
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2.28. Clasificacion histologica

Gracias al cientifico A. Broders, nos comenta por primera vez sobre el fundamento
de la diferenciacion celular de los adenocarcinomas. Con mas detalle en el articulo
titulado “Carcinoma 'y otras lesiones malignas del estdbmago:
Consideraciones anatomo patologicas”, donde comenta como se forman las
células y evolucionan con signos de malignidad estableciendo los

adenocarcinomas de grado uno, dos, tres y cuatro®.

A. Broders nos comenta que la graduacion microscépica numérica del carcinoma
se basa en el principio fundamental de la diferenciacion celular, y es
absolutamente independiente de Ila  historia clinica y de los datos
anatomopatoldgicos macroscopicos. En otras palabras, los que apoyamos este
principio, sostenemos que cuanto mayor es la tendencia de las células de un
carcinoma a aproximarse a la estructura normal de las células de las que
descienden o con las que estan relacionadas, menor es la malignidad del
carcinoma; inversamente, cuanto mayor es la desviacion de la normalidad, mas

elevada es la malignidad del carcinoma3®.

2.29. Clasificacion de la OMS

Segun la OMS tenemos a los adenocarcinomas de tipo papilar tubular uno, dos,
tres que a su vez se les describe como bien, moderadamente y pobremente
diferenciado respectivamente. También tenemos los adenocarcinomas con células
en anillo, mucinosos, indiferenciados, y entre otros menos frecuentes como los
adenopavimentosos, pavimentosos, tumores carcinoides y miscelanea®’.

En otras palabras, los adenocarcinomas papilares y tubulares uno y dos, se les
considera como diferenciados, teniendo en cuenta su origen tisular. Por otro lado,
los adenocarcinomas como las células en anillo, los mucinosos y los
indiferenciados propiamente dicho estan considerados como adenocarcinomas

indiferenciados?’.
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Como es de notar, en la practica clinica, es de usar cotidianamente la clasificacion

por la OMS sobre todo por los patdlogos oncoélogos por ser facil de reproducir®’.

2.210. Estadio Clinico

El estadio clinico es la determinacion de la etapa del cancer después que haya
sido diagnosticada con fundamentos de clinica, imagenes y laboratorios. Este
procedimiento describe que tanto se ha extendido el cancer en el cuerpo y nos da
una idea de que procedimiento profilactico se debe seguir. Es también de utilidad

para pronunciarse sobre la supervivencia del paciente38.

El carcinoma in situ se establece cuando el cancer de estdmago esta en una etapa
muy temprana, es decir cuando no ha alcanzado extenderse. Cuando se
encuentra un tumor grande, y se ve que ha alcanzado ganglios e incluso a otros
organos entonces se le da la calificacion de estadio clinico I, II, Il o IV segun
evaluacion, siendo este ultimo el cancer con metastasis. Si bien la experiencia del
cancer de cada persona es unica, los canceres con etapas similares suelen tener

un prondstico similar, y a menudo son tratados de manera muy similar.

2.2.11. Helicobacter pylori

En el afio 1983, los cientificos J. Warren y B. Marshall publicaron en la revista
meédica britanica Lancet la respuesta a una variedad de patologias gastricas al
encontrar un bacilo no identificado en el epitelio gastrico. Esta bacteria era la
causal de la gastritis cronica activa y en un principio se le llam6é Campylobacter
pylori, pero hoy en dia se le conoce como la famosa H. pylori. Entonces tiempo
después la OMS declaré a esta bacteria como un carcinogénico gastrico en el afo
2001. Posteriormente para el afio 2005 los descubridores de esta bacteria fueron
galardonados con el Premio Nobel en Medicina por su gran aporte a la ciencia de
la salud. Hoy en dia el tema del H. pyloriy su relacion con las patologias gastricas
y sobre todo con el cancer son tépicos de varios estudios que se han hecho y

siguen haciéndose®.

21



Respecto a su caracterizacion del H. pylori, se sabe que tiene una secuencia de
ARNr 16S en su genética, una composicion rica en acidos grasos y presencia de
flagelos polares, los cuales nos permiten clasificar a esta bacteria. Por lo que
hasta ahora se conoce a 30 cepas. La bacteria tiene una forma espiral o en
bacilos en cultivos tempranos, que aproximadamente es en una medida de 0.5 por
2,4 ym), sin embargo, a veces adopta en forma de cocos en los cultivos de mayor
tiempo?C. Esta bacteria es muy movil gracias los flagelos polares y que producen la
ureasa. Teniendo estas propiedades es de vital importancia para que pueda
sobrevivir en el jugo gastrico y su movimiento rapido hace que se infiltre
rapidamente a través de la mucosidad epitelial del estbmago hacia un pH neutro.
Bioquimicamente los H. pylori son catalasa y oxidasa positivos; y en relacion con
los carbohidratos no presenten reaccion de fermentacidn u oxidacion. Sin
embargo, llegan a metabolizar aminoacidos a través de quince vias de
fermentacién. Estructuralmente en la membrana externa se encuentran los
liposacarido (LPS), en el cual el lipido A es un oligosacarido central con una
cadena lateral O. Este lipido presenta una baja actividad de endotoxina en
comparacion con otras bacterias gramnegativas, y en contraste la cadena lateral O
posee una caracteristica antigénica de los antigenos del grupo de Lewis de la
sangre, por lo que hace que las bacterias estén libres de la actividad inmunitaria

del individuo huésped*'.

Respecto a la prevalencia del H. pylori, ha habido una gran investigacion desde
que se aisl6 esta bacteria por primera vez en 1983. Es asi como en los paises en
vias de desarrollo, segun varias publicaciones, hay un rango de 70 a 90 por ciento
de la poblacién infectada con la bacteria, y se sabe que, desde la temprana edad,
aproximadamente menores a 10 afnos ya se encuentran pacientes viviendo con la

bacteria®°.

2.212. Genes de colonizacion

La colonizacién del H. pylori es de destacar, ya que puede permanecer mucho
tiempo en los estobmagos de los pacientes no tratados. Es asi como podemos

describir la inflamacion, alteracién en la sintesis del acido gastrico y la destruccién
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de los tejidos hace una conspicua la presencia del H. pylori. Para explicar la
colonizacion tenemos 3 fases iniciales, la primera, es el bloqueo de la sintesis de
acidos grasos consecuencia de la actividad de la proteina inhibidora del acido de
la bacteria; la segunda, tenemos la neutralizacion de los acidos gastricos por el

NH3 que se produce debido a la enzima ureasa del H. pylori*2.

La enzima caracteristica del H. pylori, es la ureasa, el cual representa el 5% del
total de proteinas celulares y es una de las candidatas para estudios de ciencia
basica como es la biologia molecular*?. Gracias a esta enzima es que la bacteria
puede vivir en el medio acido del estbmago a través de una transformaciéon de
urea gastrica en NH3 y asi crecer con toda tranquilidad*®. La ureasa tiene
localizacion tanto en el citoplasma como en la membrana externa, sin embargo,
esta ultima puede tratarse para un mecanismo no especifico del traslado de la
enzima hacia el exterior. La ureasa tiene un peso molecular de 600 kilos Dalton y

en su genética tiene una codificacion de 7 genes llamados ureA%.

Las proteinas de choque térmico mas conocidas como las proteinas “hsp”, que se
encuentran en la membrana del H. pylori, cuya funcién es el reconocimiento de los
receptores celulares del huésped para la adherencia de la bacteria. Estas
proteinas tienen un papel importante para la adherencia que depende de las
condiciones de acidez del ambiente en el que estan, por lo tanto, en el medio
epitelial del estomago hay una interaccién importante que puede realizar la

bacteria para colonizar y sobrevivir en el individuo huésped**.

2.213. Genes de virulencia

La citotoxina asociada al gen A (cagA) y la citotoxina vacuolizante (vacA) son
factores de virulencia de H. pylori que tienen multiples efectos sobre la célula

epitelial humana*®.

Una de las funciones dafiinas del H. pylori es la produccién de vacuolas en células
eucariotas. En un principio no estaba establecido como un comportamiento téxico,

ya que no era reducido por las antitoxinas bacterianas, en adicién, el NH4 liberado
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por la actividad de la ureasa suele producir un efecto similar. Tiempo después, se
logré aislar la toxina que fuera la responsable de la sintesis de vacuolas, hoy
conocida como la “toxina vacuolizante”. En la practica clinica, especificamente en
las biopsias de los pacientes infectados con la bacteria, se han encontrado

anticuerpos en suero*647,

Las lesiones al nivel del tejido gastrico se deben a factores como los productos
generados por la ureasa, la mucinasa, la fosfolipasa y la actividad de la citotoxina
vacuolizante tipo A (VacA), esta ultima proteina entra a las células epiteliales por
endocitosis, y aporta gran dafo en las células gracias a la alta produccion de

vacuolas*'.

Fisiopatolégicamente, la toxina VacA induce a la vacuolizacién, seguido de la
apoptosis y ayuda con la inhibicién de la divisién celular®®4®, Se ha encontrado
que todas las bacterias del H. pylori llevan en su genética al gen vacA, que es de
tipo polimérfico en la region sefal, que a su vez presenta alelos como los s1a,
s1b, s1c, y s2; ademas tiene una region media, las cuales presenta alelos m1 y
m2. Entonces lo que podemos decir es que siempre habra un alelo s y un alelo m
en la estructura genética de la proteina VacA y que dependiendo de la secuencia
la actividad vocalizadora sera leve moderada o grave. La cepa con vacA s1m1
estd asociada a una patologia de las células gastricas mas severo*®°°. Hay
estudios en los cuales nos mencionan a la ulcera péptica como la patologica
gastrica mas frecuente en pacientes infectados por H. pylori. Y que encontraron
mas cepas s7 versus las cepas s2°'. Siempre en cuando la region media
aparentemente tiene un papel importante en la interacciéon con las células del

estdbmago que con la accion toxica propiamente dicha®2.

Mas adelante, habia un cabo suelto que no explicaba por completo Ila
toxigenecidad de la bacteria, es por ello que se encontré el gen asociado a la
citotoxina (cagA), la cual tiene una relacion estrecha con la expresion del gen vacA
respecto a lo que es la actividad toxica en las células gastricas del huésped
infectado por la H. pylori. Es importante mencionar que, a diferencia del gen vacA,
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el cagA se ha encontrado solo en pacientes con sintomatologia declarada en las

consultas®s.

Respecto a la capacidad para producir patogenicidad, la cepa cagA positivo esta
muy asociadas con la ulceracidn duodenal, la gastritis atréfica y sobre todo con el
adenocarcinoma que se ha demostrado que producen una inflamacioén intensa al
nivel del antro gastrico con una intensidad de 5 veces mayor que las cepas de

cagA negativas®*.

Respecto a la fisiopatologia del gen cagA, se sabe que se encuentra en un islote
de patogenicidad llamado PAI (fosforribosilantranlinatoisomerasa) Cag que en su
estructura contiene treinta genes aproximadamente. Entonces una vez la bacteria
dentro del huésped existe un sistema de secrecion llamado tipo IV el cual hace
que la proteina CagA ingresa a las células epiteliales del estbmago y altera
rapidamente la estructura del citoplasma celular del individuo infectado*®54. Todo
esto procede en un principio cuando se activan las vias de sefalizacion
intracelulares, que, en consecuencia, se produce la activacion de los factores de
transcripcion que inducen la expresion de las citocinas pro inflamatorias, a la
infiltracion de las células inmunes, al dafo en las uniones entre las células y al
cambio de polaridad y permeabilidad de la célula epitelial gastrica*®. Otra
caracteristica a resaltar, es que los genes PAICag también colaboran con la
sintesis de interleucina 8, lo que se conoce como IL-8, cuya funcion es la de
requerir los neutréfilos como un llamado de accion lo que generara una actividad
autoinmune. Ademas, se cree que la liberacion de proteasas y moléculas reactivas
de oxigeno por los neutréfilos da como consecuencia la formacién de ulceras

pépticas y la gastritis®.

2.2.14. Relacioén entre H. pyloriy el cancer gastrico

La relacion entre la bacteria y el cancer gastrico ha sido ampliamente descrita en
diversos estudios a nivel mundial. En 1975 se asocio |la presencia de Helicobacter
pylori con la inflamacion de la mucosa gastrica y posteriormente en 1985 con la

ulcera péptica, estableciendo de este modo una relacién causal entre Helicobacter
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pylori y las lesiones de la mucosa gastrica®®. Ademas, existe un riesgo para llegar
a causar cancer gastrico del 75%. Esto hace vital su deteccién temprana con la

finalidad de dar tratamiento®’.

La infeccidon por H. pylori origina una gastritis superficial y si se convierte en un
cuadro crénico puede aparecer atrofia, que es una condicion precancerosa. En
1994 la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer de la Organizacién
Mundial de la Salud incluyé al H. pylori como agente biolégico carcinogénico para
el hombre (categoria 1) basandose en evidencias epidemioldgicas que le asocian

con cancer gastrico®8,

2.215. Estado actual de H. pylori en la ciudad de Lima metropolitana

En un estudio realizado en el Hospital Hipdlito Unanue en Lima, Peru. Se evalud a
300 pacientes de los cuales el 93% fueron identificados la presencia del H. pylori

con una variedad de patologias gastricas confirmando asi que la bacteria sigue

siendo un problema de salud publica en Lima Metropolitana®®.
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il METODOLOGIA DE TRABAJO

Es un estudio observacional, descriptivo, prospectivo y transversal. El desarrollo
del presente estudio se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, en los laboratorios de Biologia Molecular y el Banco de Tejidos

Tumorales, Departamento de Investigacion de la institucion.

3.1. Aprobacion del proyecto y consentimiento Informado

El presente estudio forma parte del trabajo de Investigacion: “ANALISIS DE LA
METILACION PRODUCIDA POR LOS AGENTES INFECCIOSOS
CAUSANTES DEL CANCER GASTRICO Y SU INTERACCION CON
SISTEMA INMUNE DEL HUESPED *, el cual ha sido aprobado por los
miembros del Comité revisor de Protocolos, a través de la carta N°025-2016-
CRP-DI-DICON/INEN, del Departamento de Investigacion del INEN (Anexo 1)
y posteriormente fue aprobado, junto con el consentimiento informado, a traves
de la carta N°139 -2016-CIE/INEN, por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion del INEN (Anexo 2).

3.2. Diseno de Ficha de Recoleccién de Datos
El disefio de la Ficha de Recoleccion de Datos (Anexo 3) contiene la

informacion epidemioldgica y clinica de los pacientes

3.3. Poblacién de estudio

Se establecié un récord de pacientes solamente con diagndstico confirmado
de cancer gastrico, cuyo tumor sea primario para el estbmago, mediante la
revision de las historias clinicas de los pacientes atendidos en el Instituto

Nacional de Enfermedades Neoplasicas en el periodo 2016-2017.

Los criterios de inclusion para la seleccion de pacientes para el presente

estudio fueron:
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e Pacientes que tuvieron cirugias de reseccion de estbmago (gastrectomias).
Procedimientos realizados por los especialistas del Departamento de
Abdomen del INEN en el periodo 2016-2017.

e Pacientes del INEN de ambos sexos, femenino y masculino.

e Pacientes del INEN que residen en Lima metropolitana

e Pacientes del INEN que son mayores de 18 anos

e Pacientes del INEN, con la disposicion de haber completado la ficha de
recoleccion de datos y firmado el consentimiento informado para la

donacion voluntaria de una muestra bioldgica durante su procedimiento.

Los criterios de exclusion para la seleccion de pacientes para el presente

estudio fueron:

e Pacientes del INEN con diagndstico patoldgico de neoplasias malignas
diferentes al adenocarcinoma de estomago.

e Pacientes del INEN menores de edad (18 afos).

e Pacientes del INEN cuyo tumor primario tenga otra localizacion que no sea
en el estbmago.

e Pacientes del INEN con infeccion activa para VIH, VHB o VHC.

e Pacientes del INEN con diagnostico de adenocarcinoma gastrico sin

reseccion del tejido tumoral, es decir una cirugia sin éxito.

3.4. Revision de historias clinicas
Se considerd los siguientes aspectos clinicos patologicos: Estadio clinico,

subtipo histologico, grado histolégico, Bormann, localizacion tumoral vy

compromiso ganglionar.

Se usé el software SISINEN v.2.0 del Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplasicas para recolectar los datos mencionados anteriormente.

3.5. Procedimiento de recoleccion de datos
El modo de recoleccion de datos esta basado en una Ficha de Datos que

consta de un cuestionario de 08 preguntas que se le ha realizado a un
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estimado de 118 pacientes aproximadamente con diagndstico de cancer
gastrico. La Ficha de Datos es un instrumento que sirvid para recoger datos
que operan las variables objeto de observacion e investigacion, por ello las
preguntas del cuestionario son los indicadores. Las preguntas son cerradas y
abiertas para que el paciente tenga la opcién de brindarnos mas informacion.
La informacion ya recogida fue mediante una entrevista personal; nos permitio

elaborar una base de datos para ser llevados a un analisis estadistico.

La ficha de recoleccion de datos fue evaluada por miembros del INEN y
UNMSM, esta conformada por 4 secciones: Consentimiento informado, datos

personales, antecedentes personales y familiares.

3.6. Determinacién de las zonas de alto y bajo riesgo

Se hizo una adaptacion del Registro de Cancer de Lima Metropolitana periodo
2010-2012%, cruzandose ambos sexos para obtener un solo mapa el cual
permita visualizar las zonas de riesgo para cancer gastrico en la poblacion de
Lima, donde la alta tasa de incidencia de cancer gastrico por cada 100 000
habitantes se determiné para alto riesgo y una baja de tasa de incidencia para
la zona de bajo riesgo**°.

La zona de alto riesgo son los distritos Cercado de Lima, Ate, Brefia,
Chaclacayo, EI Agustino, Jesus Maria, La Victoria, Lince, San Juan de
Lurigancho, Villa El Salvador, Santa Anita y Callao porque presentan una tasa
de incidencia de 17,34 a 30,17 por 100 000 habitantes. Se puede apreciar en
rojo los distritos mencionados (Figura 1).

La zona de bajo riesgo son los distritos no mencionados anteriormente ya que
presentan una incidencia de menos de 10 casos a 24,51 por 100 000

habitantes. Se puede apreciar en color amarillo (Figura 1).
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PROVINCIA DE LIMA

1.Lima § 23. Pachacamac
2. Ancon 24, Pucusana
Al 25. Puente Piedra
4. Barranco 26. Punta Hermosa
5. Brefia § 27. Punta Negra

6. Carabaylio 28. Rimac
7.Chaclacayo®  29. San Bartolo

8. Chorrillos 30. San Borja
9. Cieneguilla 31. San Isidro
10. Comas 32. San Juan de Luriganchof)

1. ElAqustino @ 33, San Juan de Miraflores
12. Independencia  34. San Luis
13, JesusMaria® 35, San Martin de Porres

14. La Molina 36. San Miguel

15. La Victoria § 31. SantaAnita

16. Lince @ 38. Santa Maria del Mar
17. Los Olivos 39. Santa Rosa

18. Lurigancho 40. Santiago de Surco
19. Lurin 41, Surquillo

20. Magdalena del Mar 42. Villa El Salvador §
21. Pueblo Libre 43. Villa Maria del Triunfo
22. Miraflores

# PROVINCIA CONSTITUCIONAL DEL CALLAO

Zonas de riesgo para Cancer gastrico
I AtoRiesgo a. 03"80' d. LaPerla
[ BeioResso 4}) b. Bellavista e. LaPunta
¢. Carmen de laLegua-Reynoso  f. Ventanilla

Figura 1. Zonas de riesgo para cancer gastrico por distrito 2010-2012

3.7. Obtencioén de la muestra biolégica
Luego de revisar los consentimientos informados se procedié a recolectar
las muestras bioldgicas.
Las muestras fueron pequefias piezas quirurgicas de aproximadamente 5
mm de las secciones tumorales y no tumorales (préxima y distal) del
estbmago extirpadas de los pacientes luego de sus operaciones. Para ello
se coordin6 con el Departamento de Patologia del INEN para obtener dicha

muestra quirurgica inmediatamente terminada la operacion y sin ningun
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quimico preservante. Las piezas quirurgicas se recolectaron en unos
criotubos especiales, a su vez fueron transportadas en hielo para que
puedan ser almacenadas en congelacion (-80°C), en el Banco de Tejidos
Tumorales del INEN con un codigo designado por este. El nombre, la
historia y tipo de muestra biolégica quedaron registrados en el Banco de

Tejidos Tumorales como antecedentes.

3.8. Extraccién del ADN de las muestras

El proceso de extraccion de DNA total de las piezas quirdrgicas se realizé
en el Laboratorio de Biologia Molecular, instancia que pertenece al Banco
de Tejidos Tumorales del INEN. Se procedié de acuerdo al kit comercial
QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany). Las piezas quirurgicas fueron
pesadas con un valor de 25 mg, luego fueron colocadas en microtubos de
1.5 mL estériles. Se cortd el tejido en trozos pequenos con una tijera
quirurgica, luego se anadio 180 ul de tampdn ATL y 20 ulL proteinasa Ky
fueron incubadas a 56°C a 4000 rpm hasta observar lisis completa del tejido
(3 horas); luego para obtener DNA total libre de RNA se agreg6 20 uL de
RNAse A y se incub6 a temperatura ambiente por 2 minutos; luego se
agregd 200 uL de Buffer AL y se mezcld mediante el vortex por 15
segundos y la mezcla se incubo a 70 C° por 10 minutos. Luego se agrego
etanol al 100% y se mezcld mediante vortex por 15 .segundos. Toda la
mezcla se transfiridé a la columna y se centrifugo a 8000 rpm por 1 minuto.
Se descarto lo colectado; luego para el proceso de lavado se agregé 500 uL
del Wash Buffer 1 dentro de la columna y se centrifugo a 8000 rpm por 1
minuto.; luego se realizd el mismo proceso con el Wash Buffer 2.
Finalmente para la elucién se utilizé por 45 uL de Buffer AE; luego se repitid
el proceso para conservar la muestra eluida a 20C°.

3.9. Cuantificacion del ADN de las muestras
Este procedimiento se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular,
instancia que pertenece al Banco de Tejidos Tumorales del INEN. Un paso
importante para demostrar la pureza de la extraccion del ADN total se dio a

través de la espectrofotometria. La relacion de longitudes A260/A280 con
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resultado aproximado a 1.80 indica el grado de pureza extraida. La ABS a
la longitud 260 nm expresa la concentracion en ng/uL y con ello se pudo
establecer que las extracciones de DNA se realizaron con una adecuada
manipulacion. El equipo que se utilizd, fue el NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientifc), un equipo de alta

sensibilidad.

Se pipete6é 1 uL del DNA directamente en el pedestal de medicion. Luego
se inicié la medicion espectral bajo el brazo de muestreo usando el software
en la PC. La tensién superficial se utiliza para mantener las muestras en su
lugar entre dos fibras Opticas. Finalmente al terminar la medicion se limpio

el lente para la proxima muestra.

3.10. Genotipado del H. pylori mediante PCR
El método para hacer la genotipificacion de los genes colonizadores y de
virulencia del H. pylori fue el PCR cuantitativo (QPCR) el cual realiza
reacciones en cadena y en tiempo real. El equipo utilizado fue el
Termociclador LightCycler® 96 Instrument (ROCHE®). Para este
procedimiento se tuvo en cuenta lo indicado en el Laboratorio de Biologia
Molecular el cual consta que la reaccién contenga 1X FastStart Essential
DNA Green Master, 400mM del cebador sentido, 400mM del cebador
antisentido, 2uL de dilucidn correspondiente de DNA y agua libre de
nucleasas hasta completar un volumen final de 20 uL. Las temperaturas

Melting fueron consideradas para las reacciones de cada cebador.
Se emplearon cinco pares de cebadores especificos para Helicobacter

pylori pertenecientes a 4 grupos de genes, 2 de factores de colonizacion y 2

de virulencia.
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Tabla 2. Cebadores con los segmentos de las secuencias sentido y antisentido
utilizadas para detectar el H. pylori y Temperatura de fusiéon (Tm, del inglés Melting
temperature) de cada cebador.

GEN | CEBADORES SECUENCIA Tm

hspA R GCTATCTGAAAATTTGATTTCTTTTGC

hspA hspA F TGCGCTATAGTTGTGTCGC 59-62
ureA R TTGTCTGCTTGTCTATCAACC

ureA ureA F GAGAATGAGATGAAACTCACCC 55-58
VA1 R CTGCTTGAATGCGCCAAAC

vacAs | VA1F ATGGAAATACAACAAACACAC 52-63
VAG R GCGTCAAAATAATTCCAAGG

vacAm | VAGF CAATCTGTCCAATCAAGCGAG 52-63
cagA R TCTAATCCTGTTTGCTCCCCA

cagA cagA F CTCATTGCGAAGGCGACCT 62-64

3.11. Condiciones y procesamiento de la PCR

La deteccion de la sefal se realizdé al finalizar el paso de elongacién de la
reaccion. Las condiciones de la qPCR fueron: (i) 95°C 10 min; y (ii) 95°C 15s,
60°C 20s, 72°C 20s (45 ciclos). La temperatura de fusion (Tm (50mN Na+)) vario
dependiendo del cebador utilizado en la qPCR de la siguiente manera: ureA del
gen de Ureasa, R (565°C) y F (58°C); hspA del gen codificante de la proteina de
shock térmico, R (62°C) y F (59°C). Los genes de virulencia relacionados a la
citotoxina vacuolizante: vacA-s, R (52°C) y F (63°C); vacA-m, R (52°C) y F (63°C).

El gen de virulencia asociado a la citotoxina: cagA, R (62°C) y F (64°C).

Todas las reacciones incluyeron un control, donde la muestra se sustituyé por
agua. Para garantizar la funcionalidad de los cebadores se realizaron pruebas de
estandarizacion. Como control positivo se empleé ADN gendémico (ADNg) de la
cepa 706557 de Helicobacter pylori obtenida de la ATCC.

Las curvas estandar para cada pareja de cebadores se realizaron empleando el

control positivo de ADNg H. pylori. Para ello se realizaron 10 diluciones seriadas
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del control positivo partiendo de una concentracién inicial de 13335 copias/uL de
DNA bacterial. Se prepararon las reacciones de PCR con el molde de DNA

bacterial de cada dilucion por duplicado.

Los resultados de la PCR fueron visualizados en el Software LightCycler® 96

Instrument Manager version SW 1.1 (Roche).

Los datos obtenidos en estas reacciones en el PCR tiempo real se organizaron en
una hoja de calculo de Excel 2010 (Microsoft Office Professional Plus 2010)
obteniendo lo valores logaritmicos de la concentracién de las 10 diluciones del
control positivo y los valores promedios de los ciclos de cuantificacion (Cq). Estos
datos permitieron la construccion de una curva de regresion lineal y una ecuacion

para calcular concentraciones de cada gen.

Los resultados de las muestras procesadas en el PCR en tiempo real se
transfirieron y organizaron en hojas de calculo Excel. Se despejaron las
ecuaciones para cada gen obtenidas en las curvas de estandarizacién y se
sustituyeron los datos de Cq para obtener el logaritmo de las concentraciones
obtenidas. Se realizaron calculos antilogaritmicos para obtener las

concentraciones en copias/uL. Los datos se clasificaron por gen y por paciente.

3.12. Procesamiento de datos y analisis estadistico
Para preservar la confidencialidad del paciente se procedié a crear 2 bases de
datos usando el programa Excel (Microsoft Corporation, EEUU), la primera base
contuvo la informacion de la ficha de recoleccion de datos y se le generd a cada
paciente un codigo para identificarlo de los demas. La otra base de datos solo tuvo

los codigos de los pacientes y los resultados de laboratorio obtenidos.

Se aplicd un analisis estadistico usando el software especializado SPSS v25. En
el cual, se emplearon dos pruebas, la de chi- cuadrado y la de t-student donde
solo se evalud la significancia de la distribucion de genes de colonizacion y
virulencia en relacion con las variables epidemioldgicas y clinico patolégicas de las
zonas de alto y bajo riesgo de cancer.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de los pacientes en los aspectos epidemiolégicos con

diagnéstico de cancer gastrico

Un total de 118 pacientes conformé la poblacion de estudio (con cancer gastrico).
La mediana de edad fue de 66 afios (29-94 afios). La poblacion masculina fue la
mas frecuente (56,78%). (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes diagnosticados con

cancer gastrico

CARACTERISTICAS (n=118) (%)
EPIDEMIOLOGICAS
EDAD
Mediana 66
Rango (29-94)
SEXO
Femenino 51 43,22%
Masculino 67 56,78%

4.2. Caracteristicas de los pacientes en los aspectos clinico-patolégicos con

diagnéstico de cancer gastrico

Una gran parte de la poblacion no tiene antecedentes gastricos y otros con
antecedentes de gastritis (54,24% y 32,20%, respectivamente). Solo el 3,39% de
la poblacion tiene antecedentes familiares con cancer de estomago. Los estadios
clinicos mas frecuentes fueron los Il y Il (38,98% y 37,29%, respectivamente). Los
tipos subhistolégicos mas frecuentes fueron el adenocarcinoma con células en
anillo y el adenocarcinoma tubular (38,98% y 41,53%, respectivamente). El grado
histologico 3 fue el mas frecuente (44,07%). La clasificacion Bormann Il fue la

mas frecuente (58,47%). La localizacion del tumor mas frecuente fue el Antro y el
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Cuerpo (56,78% y 30,51%, respectivamente). Se observa también que hay una

gran proporcién de la poblacion con compromiso ganglionar (72,03%). (Tabla 4)

Tabla 4. Caracteristicas clinico patologicas de los pacientes diagnosticados con
cancer gastrico

CARACTERISTICAS (n=118) (%)
CLINICO-PATOLOGICAS
ANTECEDENTES PERSONALES

Sin antecedentes gastricos 64 54,24%
Problemas gastricos permanentes 5 4,24%
Gastritis 38 32,20%
Ulceras 11 9.2%
ANTECEDENTES FAMILIARES
Sin Informacién 5 4,24%
Cancer Gastrico 4 3,39%
Sin Cancer Gastrico 109 92,37%
ESTADIO CLINICO
I 22 18,64%
I 46 38,98%
M 44 37,29%
\Y 6 5,08%
SUBTIPO HISTOLOGICO (OMS)
Adenocarcinoma mixto 15 12,71%
Adenocarcinoma mucinoso 6 5,08%
Adenocarcinoma con ceélulas en anillo 46 38,98%
Adenocarcinoma tubular 49 41,53%

Carcinoma indiferenciado 2 1,69%




Tabla 4. Caracteristicas clinico patologicas de los pacientes diagnosticados con

cancer gastrico

GRADO HISTOLOGICO
GO 3 2,54%
G1 16 13,56%
G2 30 25,42%
G3 52 44,07%
G4 17 14,41%
BORMANN
I 6 5,08%
I 15 12,71%
1 69 58,47%
\Y 22 18,64%
\Y 6 5,08%
LOCALIZACION TUMORAL
Antro 67 56,8%
Cuerpo 36 30,51%
Fondo 3 2,54%
Otros 12 10,17%
COMPROMISO GANGLIONAR
Positivo 85 72,03%
Negativo 33 27,97%

4.3. Caracteristicas de los pacientes en el aspecto molecular con diagnéstico

de cancer gastrico

En el aspecto molecular tenemos que los genes de colonizacion, hspA y ureA, hay
una prevalencia de 57,63% y 55,93%, respectivamente. Considerando los
pacientes que tuvieron infeccién por H. pylori (colonizacion), se observé 75 casos
siendo el 63,56% de la poblacion. En los genes de virulencia se observa que los
infectados con los genotipos cagA+ y vacA+ presentaron una prevalencia de
90,67% y 88%, respectivamente. (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas moleculares de los pacientes diagnosticados con cancer
gastrico

CARACTERISTICAS (n=118) (%)
MOLECULARES
GENES DE COLONIZACION
hspA
Positivo 68 57,63%
Negativo 50 42,37%
ureA
Positivo 66 55,93%
Negativo 52 44,07%
COLONIZACION
Si 75 63,56%
No 43 36,44%
GENES DE VIRULENCIA n=75 %
cagA
Positivo 68 90,67%
Negativo 7 9,33%
vacA
Positivo 66 88,00%
Negativo 9 12,00%

4.4. Caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes para las dos areas

geograficas con riesgo opuesto

Un total de 48 pacientes estaban dentro de la zona de alto riesgo (AR) y 70
pacientes en la zona de bajo riesgo (BR) de cancer gastrico. La mediana de edad
fue 65 anos para la zona AR y 66 afos para la zona BR. La distribucion en los
sexos obtuvo resultados significativos (p<0,05), 54,17% era el porcentaje de
pacientes femeninos mas frecuentes en la zona AR, 64,29% era el porcentaje de

varones mas frecuentes para la zona BR. (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes en las zonas de Alto
Riesgo (AR) y Bajo Riesgo (BR) con cancer gastrico

AR BR
CARACTERISTICAS (n=48) (%) (n=70) (%) p valor
EPIDEMIOLOGICAS
EDAD
Mediana 63.5 69
Rango (31-81) (29-94) 0,565
SEXO
Femenino 26 54,17% 25 35,71%
Masculino 22 45,83% 45 64,29% °

4.5. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes para las dos areas

geograficas con riesgo opuesto

La distribucién de los antecedentes personales obtuvo resultados significativos

(p<0,05), ya que se observé una mayor frecuencia de pacientes sin antecedentes

gastricos en ambas zonas de riesgo, AR y BR, 45,83% y 50%, respectivamente.

(Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas clinico patolégicas de los pacientes en las zonas de Alto
Riesgo (AR) y Bajo Riesgo (BR) con cancer gastrico

AR BR
CARACTERISTICAS (n=48) (%) (n=70) (%) p valor

CLINICO-PATOLOGICAS
ANTECEDENTES
PERSONALES
Sin antecedentes gastricos 22 45,83% 35 50,00%

Gastritis 16 33,33% 19 27,14% 0

Ulceras 0 0,00% 2 2,86%

Otros 10 20,83% 14 20,00%
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Tabla 7. Caracteristicas clinico patolégicas de los pacientes en las zonas de Alto
Riesgo (AR) y Bajo Riesgo (BR) con cancer gastrico

ANTECEDENTES
FAMILIARES
Cancer 1 2,08% 3 4,29%
Sin Cancer 44 91,67% 65 92,86%
Sin Conocimiento 3 6,25% 2 2,86% 0,553
ESTADIO CLINICO
I-I1 30 62,50% 38 54,29%
-1V 18 37,50% 32 45,71% 0,375
GRADO HISTOLOGICO
G0-G1-G2 23 47,92% 26 37,14%
G3-G4 25 52,08% 44 62,86% 0,243
BORMANN
I-I1 14 29,17% 11 15,71%
-1V 34 70,83% 59 84,29% 0,079
LOCALIZACION
TUMORAL
Antro 26 54,17% 41 58,57%
Cuerpo 17 35,42% 19 27,14%
Otros 5 10,42% 10 14,29% 0,585
COMPROMISO
GANGLIONAR
Positivo 32 66,67% 53 75,71%
Negativo 16 33,33% 17 24,29% 0,282

4.6. Distribucion de los genes de colonizacidén y virulencia para las dos areas
geograficas con riesgo opuesto

En la distribucion de los genes de colonizacion, hspA y ureA, hay una prevalencia
mayor en la zona BR (51,43% y 54,29%, respectivamente). La frecuencia de la

infeccion del H. pylori, determinada por la deteccion de, al menos uno de los
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genes de colonizacion evaluados fue de 68,75% para la zona AR y 60% para la
zona BR. En los genes de virulencia se observa que los genes cagA+ y vacA+
presentaron una prevalencia de 88,10%, respectivamente, en la zona BR. (Tabla
8).

Tabla 8. Distribucion de los genes hspA, ureA, cagA y vacA para las dos areas
geograficas de Alto Riesgo (AR) y Bajo Riesgo (BR) de cancer gastrico

GENES DE
COLONIZACION AR=48 (%) BR=70 (%) p valor
hspA
Positivo 32 66,67 % 36 51,43%
Negativo 16 33,33% 34 48,57% 0,100
ureA
Positivo 28 58,33% 38 54,29%
Negativo 20 41,67% 32 45,71% 0,664
H. pylori (+)
Si 33 68,75% 42 60,00%
No 15 31,25% 28 40,00% 0,332
GENES DE AR BR
VIRULENCIA (n=33) (%) (n=42) (%)
cagA
Positivo 31 93,94% 37 88,10%
Negativo 2 6,06% 5 11,90% 0,292
vacA
Positivo 29 87,88% 37 88,10%
Negativo 4 12,12% 5 11,90% 0,824

4.7. Zonas de alto y bajo riesgo para cancer gastrico por distrito en el
periodo 2016 — 2017, Lima Metropolitana.

Para determinar las zonas de alto y bajo riesgo para cancer gastrico en este
estudio, del total de casos se separé mediante el uso de cuartiles, los cuales
dividen una muestra de datos en cuatro partes iguales. Utilizando cuartiles se

puede evaluar rapidamente la dispersion y la tendencia central de un conjunto de
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datos. Entonces se separ6 dos cuartiles donde se presentaban pocos casos y
otros 2 cuartiles para los que presentaban mas casos.

La zona de alto riesgo para cancer gastrico, en nuestro estudio, esta determinada
por el rango porcentual de 4,24% a 11,86% de un total de 118 pacientes, en color
naranja; los cuales son los distritos de Comas, El Agustino, Independencia, San
Juan de Miraflores, San Martin de Porres, Santiago de Surco, Villa Maria del
Triunfo, San Juan de Lurigancho, Villa El Salvador y El Callao. La zona de bajo
riesgo para cancer gastrico, en nuestro estudio, esta determinada por el rango
porcentual de 0,00% a 3,39%, en color verde; siendo los demas distritos no

mencionados anteriormente (Figura 2).

PROVINCIA DE LIMA

1. Lima 23. Pachacamac
2. Ancon 24. Pucusana

3. Ate 25. Puente Piedra
4. Barranco 26. Punta Hermosa
5. Brefia 27. Punta Negra

6. Carabayllo 28. Rimac

1. Chaclacayo 29. San Bartolo

8. Chorrillos 30. San Borja

9. Cieneguilla 31. San Isidro
10. Comas @ 32. San Juan de Lurigancho®

11. ElAqustino® 33, San Juan de Miraflores §
12. Independencia®  34. San Luis
13. Jesus Maria 35. San Martin de Porres @

14. La Molina 36. San Miguel

15. La Victoria 37. SantaAnita

16. Lince 38. Santa Maria del Mar
17. Los Olivos 39. SantaRosa

18. Lurigancho 40. Santiago de Surco)
19. Lurin 41. Surquillo

20. Magdalena del Mar 42. Villa El Salvador §
21. Pueblo Libre 43, Vila Maria del Triunfo®
22. Miraflores

O PROVINCIA CONSTITUCIONAL DEL CALLAO

Porcentaje

B 424% - 11,86% a. Callao d. LaPeria
B 0.00% - 339% b. Bellavista e. LaPunta
¢. Carmen de laLequa-Reynoso  f. Ventanilla

Figura 2. Porcentaje de cancer gastrico por distrito 2016-2017 en la poblacién de estudio (n=118)
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4.8. Zonas de alta y baja prevalencia de la infeccién por H. pylori por distrito

en el periodo 2016 - 2017, Lima Metropolitana.

Para determinar las zonas de alto y bajo riesgo para H. pylori positivos en este
estudio, del total de casos se separé mediante el uso de cuartiles, los cuales
dividen una muestra de datos en cuatro partes iguales. Utilizando cuartiles se
puede evaluar rapidamente la dispersion y la tendencia central de un conjunto de
datos. Entonces se separd dos cuartiles donde se presentaban pocos casos y
otros 2 cuartiles para los que presentaban mas casos.

La zona de alta prevalencia de infeccién por H. pylori, siendo positivo para sus
genes de colonizacion hspA ylo ureA por cada distrito, determinada por el rango
porcentual de 57,14% al 100,00%, en color amarillo claro; los cuales, son los
distritos de Ate, Brefia, Comas, Chorrillos, La Victoria, Lurigancho, Miraflores,
Pachacamac, Rimac, Independencia, San Martin de Porres, San Miguel, Santiago
de Surco, Villa Maria del Triunfo, San Juan de Lurigancho, Villa El Salvador, Santa
Anita y El Callao. Por otro lado, hay una zona de baja prevalencia de infeccién por
H. pylori, determinada por el rango porcentual de 0,00% a 50,00%, en color

rosado; siendo los demas distritos no mencionados anteriormente (Figura 3).
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PROVINCIA DE LIMA

1. Lima 23. Pachacamac ()
2. Ancon 24, Pucusana

3. A () 25. Puente Piedra
4. Barranco 26. Punta Hermosa
5. Breda () 21. Punta Negra

6. Carabayllo 28. Rimac 0
1. Chaclacayo 29. San Bartolo
8. Chorrillos () 30. San Borja
9. Cieneguilla 31. San Isidro
10. Comas O 32. San Juan de Lurigancho O
11. El Agustino 33. San Juan de Miraflores
12. Independencia )  34. San Luis
13. Jesus Maria 35. San Martin de Porres 0

14. La Molina 36. San Miguel O

15. La Victoria () 37. SantaAnita ()

16. Lince 38. Santa Maria del Mar
17. Los Olivos 39. Santa Rosa

18. Luriganchog)  40. Santiago de Surco )
19. Lurin 41. Surquillo

2. Magdalena del Mar 42. Vila El Salvador ()
21. Pueblo Libre 43. Vila Maria del Triunfo O
2. Miraflores )

() PROVINCIA CONSTITUCIONAL DEL CALLAO

(] Alta Prevalencia H. pylori: 57.14% - 100.00% a. Callao d. LaPerla
[ Baja Prevalencia H. Pylori 0.00% - 50.00% }‘f") b. Bellavista e. LaPunta
\/ ¢. Carmen de laLegua-Reynoso  f. Ventanila

Figura 3. Porcentaje de prevalencia de infeccion por H. pylori por distrito 2016-2017

4.9. Distribucion de los genes de virulencia del H. pylori positivo, cagA
positivo y/o vacA positivo.

De los 75 pacientes de cancer gastrico con H. pylori 70 infectados presentaron los
genes de virulencia cagA+ y/o vacA+ (93,33%). En todos los distritos se
presentaron los genes de virulencia al 100% con excepcién de 5 distritos. 1 de 2
en San Miguel (50%), 5 de 6 en San Martin de Porres (83,33%), 1 de 2 en San
Juan de Miraflores (50%) ,1 de 2 en Lurigancho (50%) y 6 de 7 en Comas
(85,71%). (Gréfica 1).
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Grafica 1. Distribucion de los genes de virulencia cagA (+) y/o vacA (+) por distritos en Lima
Metropolitana.

4.10. Distribucion de los genes de colonizaciéon hspA y/o ureA por sectores
de Lima Metropolitana.
De los 118 pacientes con cancer gastrico 75 fueron H. pylori positivo (63,56%),

presentando los genes de colonizacion hspA y/o ureA. Respecto a los sectores de
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Lima Metropolitana, 19 fue el numero de pacientes que presentaron los genes de
colonizacion de 27 pacientes con cancer gastrico en Lima Norte (70,37%), 15 de
23 en Lima Centro (65,22%), 21 de 37 en Lima Sur (56,76%), 12 de 22 en Lima
Este (54,55%) y 8 de 9 en el Callao (88,89%). (Grafica 2).

Callao (n5=9) 88.80%

Lima Este (n4=22)

Lima Sur({n3=37)

Lima Centro (n2=23)

To

Lima Norte (n1=27) 70 37%

000% 2000% 4000% 60.00% 80.00% 100.00%

mhspAyloureA(-) mhspAy/o ureA(+)

Grafica 2. Distribucion de los genes de colonizacion hspA yl/o ureA por sectores en
pacientes con cancer gastrico de Lima Metropolitana.

4.11. Distribucién de los genes de virulencia cagA y/o vacA por sectores de
Lima Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori 70 infectados presentaron los genes
de virulencia cagA+ ylo vacA+ (93,33%). Respecto a los sectores de Lima
Metropolitana, 17 fue el niumero de pacientes que presentaron los genes de
virulencia de 19 pacientes infectados con H. pylori en Lima Norte (89,47%), 14 de
15 en Lima Centro (93,33%), 20 de 21 en Lima Sur (95,24%), 11 de 12 en Lima
Este (91,67%) y 8 de 8 en el Callo (100,00%). (Grafica 3).
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Callao (n5=8) D.00%

Lima Este (n4=12) B67%
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000% 2000% 4000% 60.00% 80.00% 100.00%

mcagAy/o vacA(-) mcagAy/o vacA (+)

Grafica 3. Distribucion de los genes de virulencia cagA y/o vacA por sectores en pacientes
infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.12. Distribucién de los genes de colonizacion hspA y/o ureA en dos grupos
segun la mediana de edad en los pacientes con cancer gastrico en Lima
Metropolitana.

De los 118 pacientes con cancer gastrico 75 fueron H. pylori positivo (63,56%),

presentando los genes de colonizacién hspA y/o ureA. El rango de los pacientes
en este estudio fue de 29 a 94 afos de edad, cuya mediana fue de 66 afios.

Se formaron dos grupos de acuerdo a la mediana obtenida, siendo el primer grupo
de pacientes con menor o igual a 66 afos, conformado por 60 pacientes, y el
segundo grupo por pacientes mayores a 66 afnos de edad, conformado por 58
pacientes.

El primer grupo de pacientes, 41 presentaron los genes de colonizacion hspA y/o
ureA de un total de 60 pacientes (68,33%), mientras tanto el segundo grupo,
presentaron 34 de 58 pacientes (58,62%). (Gréfica 4).
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Grafica 4. Distribucion de los genes de colonizacion hspA y/o ureA por grupos etarios segun
la mediana de edad

4.13. Distribucién de los genes de virulencia cagA y/lo vacA en dos grupos
segun la mediana de edad en los pacientes infectados con H. pylori en Lima
Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori 70 infectados presentaron los genes
de virulencia cagA+ y/o vacA+ (93, 33%).El rango de los pacientes en este estudio
fue de 29 a 94 afios de edad, cuya mediana fue de 66 anos.

Se formaron dos grupos de acuerdo a la mediana obtenida, siendo el primer grupo
de pacientes con menor o igual a 66 afos, conformado por 41 pacientes, y el
segundo grupo por pacientes mayores a 66 anos de edad, conformado por 34
pacientes.

El primer grupo de pacientes, 40 presentaron los genes de virulencia cagA y/o
vacA de un total de 41 pacientes (97,56%), y del segundo grupo, 30 de 34
pacientes (88,24%). (Grafica 5).
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Grafica 5. Distribucion de los genes de virulencia cagA y/o vacA por grupos etarios segun la

mediana de edad

4.14. Distribucién de los genes de colonizaciéon hspA y/o ureA en dos grupos
segun el sexo en los pacientes con cancer gastrico en Lima Metropolitana.
De los 118 pacientes con cancer gastrico 75 fueron H. pylori positivo (63,56%),
presentando los genes de colonizacion hspA y/o ureA.

Se formaron dos grupos de acuerdo al sexo, siendo el primer grupo de pacientes
del sexo masculino, conformado por 67 pacientes, y el segundo grupo por
pacientes del sexo femenino, conformado por 51 pacientes.

El primer grupo de pacientes, 46 presentaron los genes de colonizacion hspA y/o
ureA de un total de 67 pacientes (68,66%), y del segundo grupo, 29 de 51
pacientes (56,86%). (Grafica 6).
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Grafica 6. Distribucion de los genes de colonizacion hspA yl/o ureA segun el sexo en
pacientes con cancer gastrico de Lima Metropolitana.

4.15. Distribucién de los genes de virulencia cagA y/o vacA en dos grupos
segun el sexo en los pacientes con cancer gastrico en Lima Metropolitana.
De los 75 pacientes infectados con H. pylori 70 infectados presentaron los genes
de virulencia cagA+ y/o vacA+ (93,33%).

Se formaron dos grupos de acuerdo al sexo, siendo el primer grupo de pacientes
del sexo masculino, conformado por 46 pacientes, y el segundo grupo por
pacientes del sexo femenino, conformado por 29 pacientes.

El primer grupo de pacientes, 41 presentaron los genes de virulencia cagA y/o
vacA de un total de 46 pacientes (89,13%), mientras tanto del segundo grupo,
presentaron el 100,00%. (Grafica 7).
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Grafica 7. Distribucion de los genes de virulencia cagA y/o vacA segun el sexo en pacientes
infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.16. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun los
antecedentes personales en los pacientes infectados con H. pylori en Lima
Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron cuatro categorias respecto a los antecedentes personales: Sin
antecedentes gastricos, problemas gastricos permanentes (PGP), gastritis y
ulcera.

Para el gen cagA se encontraron 41 de 44 sin antecedentes gastricos (93,18%), 2
de 2 con PGP (100%), 21 de 23 con gastritis (91,30%), y 4 de 6 con ulceras
(66,67%). (Grafica 8).

Para el gen vacA se encontraron 42 de 44 sin antecedentes gastricos (95,45%), 2
de 2 con PGP (100%), 19 de 23 con gastritis (82,61%), y 3 de 6 con ulceras
(50,00%). (Gréfica 8).
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Grafica 8. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun los antecedentes
personales en pacientes infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.17. Distribucion de los genes de colonizacion hspA y/o ureA segun los
antecedentes familiares en los pacientes con cancer gastrico de Lima
Metropolitana.

De los 118 pacientes con cancer gastrico 75 fueron H. pylori positivo (63,56%),
presentando los genes de colonizacion hspA y/o ureA.

Se formaron tres grupos de acuerdo a los antecedentes familiares con cancer
gastrico, siendo el primer grupo de familiares sin informacion, conformado por 5
familiares, el segundo grupo por familiares sin antecedentes de cancer gastricos,
conformado por 109 familiares y el tercer grupo por familiares con cancer gastrico,
conformado por 4 familiares.

El primer grupo de familiares, 3 presentaron los genes de colonizacion hspA y/o
ureA de 5 familiares (60,00%), del segundo grupo, 70 de 109 familiares (64,22%) y
el tercer grupo, 2 de 4 familiares (50,00%). (Grafica 9).
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Grafica 9. Distribucion de los genes de colonizacion hspA y/o ureA segun los antecedentes
familiares en pacientes con cancer gastrico de Lima Metropolitana.

4.18. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun los estadios
clinicos en los pacientes infectados con H. pylori en Lima Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron cuatro categorias respecto al estadio clinico: Estadio Clinico | (EC I),
Estadio Clinico Il (EC Il), Estadio Clinico Ill (EC Ill) y el Estadio Clinico IV (EC IV).
Para el gen cagA se encontraron 14 de 15 con EC | (93,33%), 28 de 30 con EC Il
(93,33%), 24 de 28 con EC 11l (85,71%), y 2 de 2 con EC IV (100,00%). (Grafica
10).

Para el gen vacA se encontraron 13 de 15 con EC | (86,67%), 27 de 30 con EC Il
(90,00%), 24 de 28 con EC 11l (85,71%), y 2 de 2 con EC IV (100,00%). (Grafica
10).
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Grafica 10. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun el estadio clinico en
pacientes infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.19. Distribucién de los genes de virulencia cagA y vacA segun el subtipo
histolégico, clasificaciéon dada por la OMS, en los pacientes infectados con
H. pylori en Lima Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron cinco categorias respecto al subtipo histoldgico, clasificacion dada
por la OMS: Adenocarcinoma tubular, Adenocarcinoma con células en anillo,
Adenocarcinoma mixto, Adenocarcinoma mucinoso Yy el Adenocarcinoma
indiferenciado.

Para el gen cagA se encontraron 24 de 28 con Adenocarcinoma tubular (85,71%),
29 de 31 con Adenocarcinoma con células en anillo (93,55%), 10 de 11 con
Adenocarcinoma mixto (90,91%), 4 de 4 con Adenocarcinoma mucinoso
(100,00%) y 1 de 1 con el Adenocarcinoma indiferenciado (100%). (Grafica 11).
Para el gen vacA se encontraron 23 de 28 con Adenocarcinoma tubular (82,14%),
28 de 31 con Adenocarcinoma con células en anillo (90,32%), 10 de 11 con
Adenocarcinoma mixto (90,91%), 4 de 4 con Adenocarcinoma mucinoso
(100,00%) y 1 de 1 con el Adenocarcinoma indiferenciado (100%). (Grafica 11).
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Grafica 11. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun el subtipo
histologico, clasificacion dada por la OMS, en pacientes infectados por H. pylori de Lima
Metropolitana.

4.20. Distribucién de los genes de virulencia cagA y vacA segun el grado

histolégico, en los pacientes infectados con H. pylori en Lima Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron cinco categorias respecto al grado histologico: GO, no aplica; G1,
bien diferenciado; G2, moderadamente diferenciado; G3, pobremente
diferenciado; G4, indiferenciado.

Para el gen cagA se encontraron 2 de 2 con GO (100,00%), 7 de 9 con G1
(77,78%), 17 de 19 con G2 (89,47%), 33 de 36 con G3 (91,67%) y 9 de 9 con G4
(100,00%). (Gréfica 12).

Para el gen vacA se encontraron 2 de 2 con GO (100,00%), 6 de 9 con G1
(66,67%), 17 de 19 con G2 (89,47%), 32 de 36 con G3 (88,89%) y 9 de 9 con G4
(100,00%). (Grafica 12).
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Grafica 12. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun el grado histologico
en pacientes infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.21. Distribucién de los genes de virulencia cagA y vacA segun el Bormann,

en los pacientes infectados con H. pylori en Lima Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron cinco categorias respecto al Bormann: I, II, lll, IV y V.

Para el gen cagA se encontraron 4 de 5 con Bormann (80,00%), 11 de 12 con
Bormann 11 (91,67%), 34 de 38 con Bormann 1l (89,47%), 14 de 16 con Bormann
IV (87,50%) y 4 de 4 con Bormann V (100,00%). (Gréfica 13).

Para el gen vacA se encontraron 4 de 5 con Bormann (80,00%), 11 de 12 con
Bormann Il (91,67%), 32 de 38 con Bormann Il (84,21%), 15 de 16 con Bormann
IV (87,50%) y 4 de 4 con Bormann V (100,00%). (Gréfica 13).
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Grafica 13. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun el Bormann en
pacientes infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.

4.22. Distribucion de los genes de colonizacion hspA y/o ureA segun la
localizacion tumoral, en los pacientes con cancer gastrico en Lima
Metropolitana.

De los 118 pacientes con cancer gastrico 75 fueron H. pylori positivo (63,56%),
presentando los genes de colonizacion hspA y/o ureA.

Se formaron cuatro grupos de acuerdo a la localizacién tumoral, siendo el primer
grupo el antro, conformado por 67 pacientes, el segundo grupo el cuerpo,
conformado por 36 pacientes, el tercer grupo el fondo, conformado por 3 pacientes
y el cuarto grupo otros, conformado por 12 pacientes.

El primer grupo de pacientes, 45 presentaron los genes de colonizacién hspA y/o
ureA de 67 pacientes (67,16%), del segundo grupo, 20 de 36 (55,56%), el tercer
grupo, 1 de 3 (33,33%) y el cuarto grupo, 9 de 12 (75%). (Grafica 14).
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Grafica 14. Distribucion de los genes de colonizacion hspA y/o ureA segun la localizacion

tumoral en pacientes con cancer gastrico de Lima Metropolitana.

4.23. Distribuciéon de los genes de virulencia cagA y vacA segun el
compromiso ganglionar, en los pacientes infectados con H. pylori en Lima

Metropolitana.

De los 75 pacientes infectados con H. pylori, 68 infectados son cagA+ (90,67%) y
66 son vacA+ (88,00%).

Se formaron dos categorias respecto al compromiso ganglionar: Si'y No.

Para el gen cagA se encontraron 48 de 52 con compromiso ganglionar (92,31%) y
20 de 23 sin compromiso ganglionar (86,96%). (Grafica 15).

Para el gen vacA se encontraron 48 de 52 con compromiso ganglionar (92,31%) y

18 de 23 sin compromiso ganglionar (78,26%). (Grafica 15).
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Grafica 15. Distribucion de los genes de virulencia cagA y vacA segun el compromiso

ganglionar en pacientes infectados por H. pylori de Lima Metropolitana.



V. DISCUSION

En el presente estudio se evalud la prevalencia y distribucion de los genes de
colonizacion y virulencia del H. pylori en 118 pacientes con diagndstico de cancer
gastrico, se obtuvo 75 casos positivos para H. pylori, teniendo los genes de
colonizacion hspA ylo ureA positivos, mediante PCR en tiempo real. Este
resultado de casos positivos representa el 63,56% del total de pacientes
evaluados. Asi mismo, de los casos positivos para H. pylori se detectaron los
genes de virulencia, el gen cagA represento el 90,67% (68/75) y el gen vacA el
88,00% (66/75) de los casos positivos.

Respecto a los genes de colonizacion, con los resultados de este estudio
corroboran la prevalencia del H. pylori en Lima Metropolitana porque en un
estudio, hecho también en Peru, evaluaron los genes de colonizacion hspA'y ureA,
mediante PCR en tiempo real, demostrando asi la colonizaciéon de dicha bacteria
con un 84,7% de un total de 144 pacientes con diagndstico de adenocarcinoma
gastrico a nivel nacional, lo que es diferente con este estudio que fue solo al nivel
de Lima Metropolitana®. En otro estudio similar, se analizaron muestras de agua
de consumo humano de los domicilios, mediante el PCR en tiempo real, de los
pacientes diagnosticados con cancer gastrico que fueron atendidos en el INEN
encontrandose la prevalencia del gen de factor de colonizacion ureA en un 9,52%
(8/84) de las muestras de agua y que son H. pylori positivos. También en aquel
estudio se encontré una prevalencia del gen de factor de colonizacidén hspA en un
7,14% (6/84) de las muestras de agua y que son H. pylori positivos, con estos
resultados indican que la presencia del H. pylori no solo coexisten dentro de los
pacientes sino también en el agua de consumo humano de ellos, y la relacién con
los encontrado en el presente estudio suman evidencia de la prevalencia de los
genes de colonizacion de dicha bacteria en Lima Metropolitana'®. Adicionalmente,
en un estudio hecho en Arabia Saudita, usaron del gen ureA y el gen 16S rRNA,
los cuales establecen la deteccidn del H. pylori mediante PCR. Siendo evaluados
35 pacientes diagnosticados con cancer gastrico de los cuales se encontré una
prevalencia de 57,20% (20/35), lo cual es semejante al presente estudio’. En
China, el 96,6% (281/290) de los pacientes en aquel estudio se demostré una alta

prevalencia del H. pylori positivos, evaluada por PCR, el cual es similar con el
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presente estudio por la alta prevalencia de la bacteria en mencion'2. Asi mismo,
podemos observar que mayormente el H. pylori infecta a mas de la mitad de la
poblacion en evaluacion, lo que concuerda con otros estudios a nivel mundial, en

paises latinoamericanos y Africa®0.61,

Respecto a los genes de virulencia, los resultados obtenidos en nuestro estudio
son semejantes con un estudio hecho en México, ya que ellos mencionan que la
prevalencia de infeccion por H. pylori es de 60% en cancer gastrico (12/20) siendo
el genotipo vacAs1m1/cagA+ el mas frecuente, el 58,3% (7/12)'?.En otro estudio
en el sur del mismo pais, se encontré una prevalencia del 61,5 % (24/39) siendo
el genotipo vacAsTm1 83,3% (20/24) y el cagA 58,3% (14/24) en pacientes con
diagnostico de cancer gastrico®%;,en ambos estudios la genotipificacion se realizd
mediante la PCR. Por otro lado, en nuestro continente sudamericano, en un
estudio colombiano, mediante PCR, se realizé la genotipificacion de los genes
virulentos encontrandose el 68,57% (24/35) para el gen cagA y el 82,85% (29/35)
para el genotipo vacAs7m1 en los pacientes diagnosticados con cancer gastrico®.
Estos dos ultimos estudios, sur de México y Colombia, difieren con el presente
estudio ya que el gen cagA tuvo mas frecuencia que el gen vacA; lo que
demuestra que la distribucién de los genes de virulencia es distinta segun la

ubicacion geografica®.

Por otro lado, en estos siete ultimos afos se han hecho estudios determinando
areas opuestas de riesgo para cancer gastrico y a su vez se han evaluado la
distribucion de los genes de virulencia del H. pylori %1911 En el presente estudio se
afiadié un procedimiento similar, explicado en metodologia del trabajo. En un
estudio hecho en Colombia, respecto a la mediana de edad en la zona de alto
riesgo (AR) fue 53 afos, que es mayor que en la zona de bajo riesgo (BR), la cual
fue 46 anos. Respecto al sexo, el masculino con un 54,7% (104/190) fue el que
presento mayor frecuencia en la zona AR y el femenino con un 60,8% (65/107) en
la zona BR. Respecto a la gastritis como parte de su diagndstico histologico, se
encontraron resultados significativos (p<0,001), el 58,9% (112/190) en la zona AR
y el 88,8% (95/107) en la zona BR. Finalmente respecto a los genes de virulencia,
ellos encontraron 68% (131/190) del gen cagA en la zona de AR y el 78,4%
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(83/107) en la zona de BR. Para el gen vacAs1m1 el 56,67% (102/190) en la zona
AR y el 65,9% (60/107) en la zona BR. En contraste con el presente estudio,
respecto a la mediana de edad en la zona de bajo riesgo (BR) fue 69 afos, que es
mayor que en la zona de alto riesgo (AR), la cual fue 63,5 afios; sin embargo, no
fue significativo (p=0,565). Respecto al sexo, el femenino con un 54,17% (26/48)
fue el que presento mayor frecuencia en la zona AR y el masculino con un 64,29%
(45/70) en la zona BR; siendo significativo (p<0,05). Respecto a la gastritis como
antecedente personal, se encontraron resultados significativos (p<0,05), el 33,33%
(16/48) en la zona AR y el 27,14% (19/70) en la zona BR. Finalmente respecto a
los genes de virulencia, se encontro el 93,94% (31/33) del gen cagA en la zona de
AR y el 88,10% (37/42) en la zona de BR. Para el gen vacA el 87,88% (29/33) en
la zona AR y el 88,10% (37/42) en la zona BR, los cuales no presentaron
significancia. Y al igual que el estudio en Colombia., las diferencias en el riesgo de
cancer gastrico en estas dos zonas no pueden explicarse por las diferencias en la

prevalencia de infeccion por H. pylori o en la virulencia de las cepas circulantes®.

En el aspecto patoldgico, hay otro estudio similar también realizado en Colombia,
donde encontraron mayor severidad en las alteraciones histopatolégicas en
pacientes infectados por H. pylori, que dentro de sus variables mas resaltantes
fueron la gastritis y la localizacion de las lesiones gastricas en el antro y cuerpo, y
que en su genotipificacién tuvieron cagA y vacAs1m1 positivos en la zona AR para
cancer gastrico (p<0,05)"". Sus resultados fueron diferentes al presente estudio ya
que se encontrd caracteristicas patoldgicas con peor prondstico como el grado
histolégico, la clasificacion Bormann, la localizacion y el compromiso ganglionar
con cagA+ y vacA+ con 88,10% (37/42), cada uno respectivamente, de pacientes

H. pylori positivos de la zona BR, siendo estos resultados sin significancia. Esta
diferencia con el presente estudio, no se puede explicar por la prevalencia y

distribucion de los genes de colonizacion y virulencia del H. pylori.
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VI. CONCLUSIONES

De los distritos de alto riesgo para cancer gastrico en Lima Metropolitana en
este estudio se estim6 una mayor prevalencia en los distritos de El Agustino,

San Juan de Lurigancho, Villa El Salvador y EI Callao.

De los distritos de alto riesgo para cancer gastrico en Lima Metropolitana se
estimé una mayor prevalencia de H. pylori, siendo positivos los genes de
colonizacion hspA y/o ureA, en los distritos de Ate, Brefia, La Victoria, San

Juan de Lurigancho, Villa El Salvador, Santa Anita y El Callao.

De los distritos de alto riesgo para cancer gastrico en Lima Metropolitana se
estim6 una mayor distribucion de los genes de virulencia cagA y/o vacA del
H. pylori en los distritos de Cercado de Lima, Ate, Brefa, Chaclacayo, El
Agustino, La Victoria, San Juan de Lurigancho, Villa El Salvador, Santa Anita

y El Callao.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el numero de muestras para un proximo estudio y
asi posiblemente tener una mayor significancia a nivel de Lima

Metropolitana.

Se recomienda evaluar las caracteristicas socioecondmicas para un proximo

estudio y asi tener una base actualizada para Lima Metropolitana.

Se recomienda evaluar la distribucién de los alelos del gen de virulencia
vacA, ya que contribuiria con una mejor asociacién entre la infeccion por H.
pylori 'y las caracteristicas clinico patoldégicas del cancer en Lima

Metropolitana.

Se recomienda evaluar que alimentos probablemente estan contaminados
con H. pylori como accidén preventiva para el ingreso de dicha bacteria a

nuestro organismo.
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ANEXOS
Anexo 1. Aprobacion por el Comité Revisor de Protocolos del Departamento

de Investigacion del INEN.

P »
= U (e ' = [} e et T —
* Mimistena | s & ¥ arfesg
de Salad o y mﬁ Lo =t — . '.N EN

“ANO DE LA CONSOLIDACION DEL MAR DE GRAU™

Surquillo, 21 de Marzo del 2016

CARTA N® ° - CON/INEN

Doctor

CARLOS CASTANEDA ALTAMIRANO
Investigador Principal

Presente.

De nuestra consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludario cordialmente e informarie que el Comité Revisor de
Protecolos del Departamento de Investigacion del INEN, ha revisado y aprueba el trabajo de
Investigacion titulado: “ANALISIS DE LA METILACION PRODUCIDA POR LOS AGENTES
INFECCIOSOS CAUSANTES DEL CANCER GASTRICO Y SU INTERACCION CON
SISTEMA INMUNE HUESPED" INEN 16-25

De acuerdo con las normas debera presentar un informe sobre los avances del dicho proyecto,
asi como las conclusiones del mismo a esta Cficina

Esperando la respussta para la respectiva aprobacion, quedamos de Usted g

Atlentamente, ,,X
5 Y i /

Dr. Vasquez Ch le o Dr. Odgtich Bel Padilla
Prasiente de #e Rovsor TN, - Miemibro fle b Revisor

~sandro Casavllca brano Dr. Carlos Gutiérrez Lazarte
Miembro da Comité Revisor [ D Miémbro de Comité Ravisor
)2
Dra. Marga Contreras
Membro » omité Ravisor
TNSTITUTO NAGIONAL DF §NFEAMEOADES MEOPLASICAS
v Angomos B 2530, Lima - 34 Tak: 2016500 Fax: E20-001 Welr: wraw inos $43 g0 ol poasmasteniinen sid pe

71
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proyecto, asl como las conciusiones dal mismo a8 asta oficina

Alentamente,
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Anexo 3. Consentimiento informado y ficha de recoleccion de datos.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

La presente investigacion es conducida por el Dr. Carlos A. Castafieda Altamirano. La meta de este
estudio es analizar la metilacién producida por los agentes infecciosos causantes del cancer géstrfco
y su interaccidn con sistema inmune del huésped en los pacientes registrados en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas.

Si usted accede a participar en este estudio, se le podria responder las preguntas de la encuesta a
continuacién, durante un tiempo aproximado de 10 minutos de su tiempo.
La participacidn de este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja serd
confidencial y no se usara para ningin otro propodsito fuera de los de esta investigacién.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier memento
consultando en el Departamento de Investigacion. lgualmente puede retirarse del proyecto en
cualquier momento sin que eso lo perjudique en ninguna forma. Si alguna de las preguntas de la
encuesta se le parecen incomodas, tiene usted el derecho hacérselo saber al investigador o de no
responderlas.

Desde ya le agradecemos su participacién

Acepto participar voluntariamente en esta investigacidn.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES N2 HISTORIA CLINICA:

1. Nombre Completo:
2. Lugar de Nacimiento:

3. Fecha de Nacimiento: 4, Sexo:5. Edad:

6. Lugar de Domicilio:

{Departamento) (Provincia)

7. Antecedentes personales: Gastritis___ Ulceras ___ Problemas gdstricos permanentes (PGP) ___ Otros ___

8. Antecedentes Familiares:

Parentesco Céncer gastrico Gastritis Ulceras PGP | Otros
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