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RESUMEN

La presencia de Helicobacter pylori en la mucosa gastrica humana es la principal causa de
enfermedades gastrointestinales, segun el nivel socioeconémico con una prevalencia del 50%
a nivel mundial a través de diversas vias de transmision. Se ha demostrado que la infeccion
por cepas H. pylori CagA+/CagE+ se asocia al desarrollo de patologias gastricas, motivo por
el cual se planted correlacionar la severidad de la lesion gastrica en pacientes infectados con
H. pylori que presenten los genotipos CagA+/CagE+. En el presente estudio se realizo la
extraccion de ADN a partir de 100 muestras de mucosa gastrica fijada en parafina,
diagnosticadas por Histologia con patologias gastricas y presencia de H. pylori, las cuales
fueron corroboradas para la presencia de H. pylori mediante la amplificacion del gen gimM
por nested-gPCR, obteniendo 93 positivas para H. pylori. Se detect6 la presencia de los
marcadores de virulencia mediante la amplificacion de los genes CagA y CagE por nested-
gPCR, obteniendo resultados positivos y negativos similares para ambos marcadores, l0s
cuales se correlacionaron con la severidad de la lesion gastrica. Se presentd una frecuencia
alta para el genotipo CagA-/CagE- frente a gastritis leve y una frecuencia alta para el
genotipo CagA+/CagE+ frente a gastritis moderada-Ulceras pépticas, metaplasia y
adenocarcinoma gastrico, dichos resultados indicaron una asociacion perfecta entre los
genotipos CagA y CagE y una asociacion alta entre los genotipos CagA/CagE sobre la

severidad de la lesion gastrica (V Cramer = 0.70, p < 0.001).

Palabras Clave: Helicobacter pylori, lesiones gastricas, genotipos, CagA, CagE.



ABSTRACT

The presence of Helicobacter pylori in the human gastric mucosa is the main cause of
gastrointestinal diseases, according to socioeconomic level, with a prevalence of 50%
worldwide through various transmission routes It has been shown that infection by H. pylori
CagA+/CagE+ strains is associated with the development of gastric pathologies, which is
why it was proposed to correlate the severity of gastric injury in patients infected with H.
pylori who present the CagA+/CagE+ genotypes. In the present study, DNA extraction was
performed from 100 samples of gastric mucosa fixed in paraffin, diagnosed by histology with
gastric pathologies and presence of H. pylori, which were corroborated for the presence of H.
pylori by amplification of the gimM gene by nested qPCR, obtaining 93 positives for H.
pylori. The presence of virulence markers was detected by amplification of the CagA and
CagE genes by nested gPCR, obtaining similar positive and negative results for both markers,
which correlated with the severity of the gastric lesion. A high frequency was presented for
the CagA-/CagE- genotype against mild gastritis and a high frequency for the CagA+/CagE+
genotype against moderate gastritis-peptic ulcers, metaplasia and gastric adenocarcinoma,
these results indicated a perfect association between the CagA genotypes and CagE and a
association between the CagA/CagE genotypes with the severity of gastric injury (V Cramer

=0.70, p < 0.001).

Keywords: Helicobacter pylori, gastric lesions, genotypes, CagA, CagE.
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INTRODUCCION
Helicobacter pylori pertenece al grupo de bacterias patdgenas Gram Negativas,
caracterizada por desarrollar la capacidad de colonizar el epitelio gastrico en un ambiente
acido, segun Chahuan et al. (2020) a través de la accion de la ureasa en el lumen gastrico, la
urea se convierte en didxido de carbono y amoniaco, produciendo la alcalinizacion del medio

y alcanzando la superficie de las células del epitelio gastrico.

La infeccion por H. pylori es una de las més altas en el mundo, existen diversas vias de
infeccion de la bacteria, dado es el caso, que en paises sur americanos como Colombia,
Brasil, Chile y Pert han reportado prevalencias de H. pylori entre un 50 al 90%, donde se
destacan factores de riesgo de higiene, sanidad de alimentos y agua potable (Khalifa et al.,
2010) y en paises desarrollados es dominante la transmision de persona a persona dentro de

las familias (Bayona Rojas & Gutiérrez Escobar, 2017).

El proceso de infeccidn induce inicialmente una gastritis leve superficial y el 15 a 20% de
individuos, puede progresar hacia gastritis moderada, Ulceras pépticas, diversos tipos de
metaplasia y adenocarcinoma gastrico (Quiroga et al., 2005). La virulencia de las cepas de H.
pylori se determina mediante el sistema de patogenicidad CagPAl, el cual se encuentra
conformado por aproximadamente 30 genes que abarcan dos regiones que codifican proteinas

que componen el sistema de secrecion tipo IV (Olbermann et al., 2010).

Otras bibliografias sostienen que el gen CagA (Gen asociado a la citotoxina A) es
considerado uno de los principales marcadores de CagPAl, ya que las cepas de H. pylori que
codifican para la proteina se han clasificado como CagA positivas, las cuales tienden a

producir lesiones mas severas en el epitelio gastrico. (Ramis et al., 2013) y su presencia se ha
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asociado estadisticamente con ulcera duodenal, atrofia de la mucosa gastrica, cancer gastrico

y aumento de la expresion de la interleucina-1p e 1L-8 (Arévalo et al., 2009)

Otro marcador asociado a la isla de patogenicidad CagPAl es el gen CagE (Gen asociado a la
citotoxina E), donde se afirma que el producto de la proteina CagE induce a hipoclorhidria
géstrica, Gastritis moderada y Ulceras pépticas, reordenamientos en el citoesqueleto de las
celulas gastricas, activacion del factor nuclear NF-kB y secrecién de la interleucina IL-8

(Boyanova et al., 2011).

Existen estudios basado en la identificacién de marcadores de patogenicidad para H. pylori,
CagA es un marcador base muy utilizado para identificar infeccion por cepas agresivas, sin
embargo, CagE no se encuentra tan estudiado en comparacion con CagA. Algunos autores

han estudiado la combinacion de CagA y CagE por formar parte del sistema CagPAl y han
informado una asociacion positiva entre las cepas de H. pylori con dichos marcadores de

virulencia y las patologias gastricas (ElI Khadir et al., 2021).

Por tal razdn, en el presente proyecto de investigacion se busco evaluar la relacién de la
severidad en la lesion gastrica con la infeccion por genotipos CagA/CagE de H. pylori en
pacientes con patologias gastricas, mediante una técnica molecular que permita identificar

con mayor sensibilidad la agresividad de la cepa.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La infeccion por H. pylori en Latinoamérica, principalmente en paises con alta tasa de
infeccion incluido el Pert con un 70% aproximadamente, continlia siendo un problema
relevante debido a la prevalencia y el impacto médico ocasionado por las patologias gastricas

asociadas (Harris et al., 2020), causante de enfermedades gastrointestinales en el hombre
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como gastritis cronica, Ulcera géstrica, tlcera duodenal y cancer géstrico. (Bayona Rojas &

Gutiérrez Escobar, 2017).

Asimismo, se presume que parte del efecto patogénico producido por H. pylori en la mucosa
géstrica se puede correlacionar con la presencia de la isla de patogenicidad CagPAl presente
en la bacteria, y en una region de genes patogénicos dentro de la isla se encuentran los genes
CagA y CagE los cuales codifican proteinas capaces de alterar rutas celulares causando dafios
a nivel de la mucosa gastrica humana. Se han identificado genotipos CagA positivos en
aproximadamente el 90% de pacientes infectados con el microorganismo y su presencia se ha

asociado a diversas patologias gastricas. (Arévalo et al., 2009)

Por otro lado, estudios recientes han reportado que genotipos CagE positivos en pacientes
infectados con H. pylori también estan asociados al desarrollo de ulceras peptidicas y gastritis
cronica (Fukuta et al., 2002), pero aun falta realizar méas trabajos en donde se evalue la
virulencia entre CagA y CagE en combinacion de pacientes infectados con H. pylori y el
desarrollo de enfermedades gastrointestinales de alto grado, debido a que en la mayoria de los
casos, los estudios analizados realizan combinaciones con otros genes, a pesar que todos los

genes de virulencia de H. pylori son parte de la isla de patogenicidad CagPAl.

En Chile aproximadamente el 79% de la poblacién esta colonizada por H.pyloriy el 39% es
adquirida a través de la infancia, la cual permanece por el resto de la vida si no es detectada a
tiempo, generando una mayor tasa de infeccion en poblaciones pobres. (Toledo et al. 2007).
Por otro lado, en el Per(, la poblacién infectada por H.pylori ha disminuido de un 83% a un
58,7% debido a que en el 2012 el gobierno peruano implemento el “plan esperanza” con el
fin de disminuir el desarrollo del cancer a través de la prevencion temprana, diagnostico y

tratamientos en la poblacion de menor recurso econémico, ya que las zonas con un nivel
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socioecondmico bajo son la que determinan la prevalencia de la infeccion por la

bacteria.(Yoza et al., 2022).

Por esta razdn, es importante evaluar la relacion entre la severidad de la lesion gastrica con la
infeccion por genotipos CagA/CagE de H. pylori en mucosa gastrica fijada de pacientes con

patologias gastricas.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
Actualmente la infeccion por H. pylori es el principal factor de riesgo para el

desarrollo de diversas patologias géastricas incluido el cancer y Latinoamérica se encuentra
clasificada como la zona con la prevalencia més alta, especificamente paises sudamericanos.
Por otro lado, los factores de virulencia de H. pylori ain no han sido totalmente descubiertos
y en la mayoria de los estudios realizados todo parece iniciar con la presencia de la isla de
patogenicidad CagPAl en el genoma de H. pylori, por lo que se estima que el proceso de una
infeccion agresiva puede estar involucrado en el desenlace de una patologia gastrica de alto

grado.

Segun algunos autores al menos 18 genes de la isla CagPAl codifican para iniciar un sistema
de ensamblaje e infectar a la célula gastrica mediada por la traslocacion de CagA y otras
proteinas que conforman el sistema de secrecion tipo 1V (CagE), CagA actlia como un
iniciador que activa multiples vias de sefializacion de células huésped motivo por el cual la
erradicacion dirigida a H. pylori CagA positivo puede ser mas adecuado para las estrategias

actuales de tratamiento personalizado. (Yong et al., 2015 p.10).

La presencia del gen CagE es esencial para la formacion del sistema de secrecién tipo 4

(Fukuta et al., 2002), llegando a utilizarse como marcador bioldgico de riesgo para lesiones
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géstricas, el cual contribuye a una mejor evaluacion del potencial patdgeno de H. pylori para

el prondstico de la infeccion de la mucosa gastrica (Ramis et al., 2013).

Algunos autores afirman que la prueba de ambos genes Cag puede revelar mucho mejor la
virulencia de las cepas de H. pylori, cuya presencia requiere una erradicacion méas agresiva de

la infeccién. (Boyanova et al., 2011).

Motivo por el cual mediante las variables del presente estudio se podrén obtener resultados
favorables que permitan descubrir la virulencia de los genotipos CagA/CagE positivos y su
relacion con la severidad de la lesion gastrica mediante el uso de diversas técnicas

moleculares.

OBJETIVO GENERAL
Genotipificar cepas de Helicobacter pylori CagA/CagE en mucosa gastrica fijada de
pacientes con patologias gastricas y evaluar su correlacion con la severidad de la lesion

gastrica

OBJETIVOS ESPECIFICOS
A) Determinar la presencia de H. pylori en mucosa gastrica fijada (FFPE).
B) Identificar los genotipos CagA/CagE positivos presentes en las muestras infectadas
con H. pylori en mucosa gastrica fijada.
C) Correlacionar la severidad de la lesién gastrica con la presencia de los genotipos

CagA/CagE.
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MARCO TEORICO

Mecanismo de patogenicidad
Isla de patogenicidad CagPAl

La isla de patogenicidad CagPAl es considerada la principal zona variable en todo el
genoma bacteriano de H.pylori, tiene un tamafio aproximado de 40 kb, se encuentra entre el
gen glr y ORF5, descrito por Tomb et al, en 1997 como HP0519 (Arévalo et al., 2009), tanto
a la izquierda como hacia el extremo derecho tiene secuencias de insercion, llamadas
elementos 1S605. Motivo por el cual, cepas con muchos elementos de insercién se las ha
designado cepas tipo Il y se caracterizan por tener un grado de virulencia menor al de las
cepas tipo | que conforman la region CagPAI. Sumado a ello, dos de estos elementos 1S605
se encargan de dividir CagPAI en dos regiones, designadas como Cag | y Cag Il con un
contenido de guanina y citosina del 35% a diferencia de la bacteria que tiene un 39%

(Liévano at al.2018).

En relacién con la secuencia del genoma de la cepa 26695 y NCTC 11638 de H. pylori se ha
reportado que 30 proteinas codificadas por los genes de CagPAl tienen secuencia de sefial,
las cuales tienen un tamafio aproximado de 25 aminodcidos, llegando a la conclusion de que
la isla CagPAl es de origen Gram negativo. (Arévalo et al., 2009). El gen CagA y CagE son
dos de varios genes pertenecientes a la isla CagPAl, los cuales codifican para la formacion
del sistema de secrecién tipos IV, el cual funciona como la maquinaria encargada del
ensamblaje entre H. pylori y la célula gastrica, alterando vias de sefializacion encargadas de
la motilidad celular, division del ciclo celular y el desarrollo de patologias gastricas incluido

el cancer.
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Sistema de secrecion tipo 1V

Segun estudios realizados a lo largo de los afios, se han descrito cuatro sistemas de
secrecion para bacterias patdgenas Gram negativas hasta la actualidad, tal es el caso de la
bacteria H. pylori, la cual posee el sistema de secrecion tipo 4 el cual se encarga de trasladar
el factor de virulencia a las células. En H. pylori se han identificado cerca de 18 genes
encargados de codificar para el sistema de secrecion tipo 1V, los cuales estan dentro de
CagPAL. (Arévalo et al., 2009). La proteina CagA de H. pylori es translocada a las células
huésped por el sistema de secrecién Cag tipo 1V después de la unidn bacteriana. (Wroblewski

et al., 2010).

El sistema de secrecidn tipo IV estd compuesto por proteinas que se ensamblan para formar
dicho sistema, a nivel de membrana interna se encuentran las proteinas (CagE y Cag B), a
nivel de peptidoglucano la proteina (CagM, CagH,CagN, CagT,
CagV,CagU,CagW,CagX,CagY,Cag d) y a nivel de membrana externa se encuentran
proteinas conformadoras del pili (CagC , CagL ,CagH, Cagl ). Una vez ensamblado el
sistema de secrecidn tipo 1V, para que CagA pueda ser trascolado a la célula gastrica se
necesita que el sistema de secrecion tipo 1V interactle con dos receptores en la célula
huésped llamadas integrinas a5 y B1. Una vez que las integrinas comienzan a interactuar con
las proteinas CagL,CagH y Cagl causan el ensamblaje del T4SS con la célula gastrica,
abriendo un poro de modo que CagA pueda ser traslocado a la célula hospedera.

(E.Rodriguez, 2015).

Luego que CagA es trascolado al interior de la célula huésped y es fosforilado a través de
sitios especificos conocidos como EPIYA, comienza a interactuar con diversas vias de
sefializacion, produciendo cambios en el citoesqueleto, morfologia y en la movilidad de la
celula huésped. La fosforilacion ocurre en los sitios Glu-Pro-lle-Tyr-Ala también

denominados segmentos EPIYA los cuales se pueden repetir hasta cinco veces en la mitad del
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carbono terminal de CagA, basados en estas secuencias se han denominado cuatro sitios
EPIYA (A, B, C, D). La presencia de estas repeticiones que rodean los sitios EPI'YA son de
gran importancia ya que pueden explicar la variabilidad en el nUmero de estos sitios en CagA,

asi como diferencias en la patogenicidad de las cepas de H. pylori. (Arévalo et al., 2009).

Fosfoglucosamina mutasa (gimM)

Dentro de los genes de H. pylori el gen glmM, (anteriormente llamado ureC), es uno
de los mas estudiados ya que es un gen constitutivo que codifica para una fosfoglucosamina
mutasa bacteriana (PNGM) perteneciente a la superfamilia alfa-D- fosfohexomutasa. Esta
enzima es requerida para la interconversion de la glucosamina-6-fosfato a glucosamina-1-
fosfato y participa directamente en la sintesis de la pared celular, este gen ha sido utilizado
para la deteccién molecular de la bacteria en distintos tipos de muestras (Uniprot

Consorttium, 2022).

Gen asociado a Citotoxina (CagA)

El producto del gen CagA es una proteina de entre 125 y 140 kd, denominada CagA,
durante el proceso de esamblaje la proteina CagA es traslocada por el sistema de secrecion
tipo 1V, hacia el interior de la célula epitelial (Bravo et al., 2012), donde la proteina CagA es
fosforilada por quinasas ocasionando cambios a morfoldgicos en las células epiteliales del

huésped. (Arias, 2015).

CagA es una citotoxina con actividad pleiotropica, ya que activa diferentes sistemas de
sefales en la célula hospedadora, provocando diversos efectos negativos: ruptura de uniones
intercelulares, estimulacion de linfocitos, desregulacion del ciclo celular, apoptosis celular y
también desencadena la produccion de interleucinas inflamatorias, dando lugar a una

inflamacién crénica. (Heras, 2017)
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Las cepas de H. pylori se segregan en cepas CagA positivas y CagA negativas, dependiendo
de la presencia o ausencia del producto génico terminal de la isla CagPAI. (Wroblewski et al.,
2010) La infeccion con cepas positivas para CagA se asocia a un mayor riesgo de gastritis

atrofica, Ulcera péptica y cancer gastrico (Trujillo et al., 2014).

Gen asociado a Citotoxina E (CagE)

Otro miembro del CagPAl, es el gen CagE (Gen asociado a la citotoxina E), el cual
codifica una de las enzimas que suministra el sistema de secrecion tipo IV (Cristancho
Liévano et al., 2018) y también esta relacionado con una mayor produccion de IL-8 en las

células epiteliales gastricas. (Ramis et al., 2013).

CagE es uno de los genes marcadores en la isla de patogenicidad CagPAl, el cual cumple un
papel fundamental en la translocacion y fosforilacién de CagA, actuando como factor

energético para suministrar energia al sistema de secrecion tipo IV. (Chomvarin et al., 2008).
Algunos estudios afirman que la presencia de CagE se asocia a enfermedad de Ulcera péptica

en nifios y ulceracion duodenal en adultos. (Day et al., 2000)

nested g-PCR

La técnica nested gq-PCR o PCR anidada es una variante del PCR convencional, la
cual se caracteriza por utilizar dos pares de primers para amplificar un fragmento de interés
mediante dos reacciones de amplificacion por separado. Como primera reaccion de
amplificacion se utiliza la técnica de PCR convencional la cual consta de un par de primers
externos para amplificar una region mas extensa del gen de interés (A. Mohamed, 2015). Un
segundo par de cebadores Ilamados cebadores anidados se unen dentro del primer fragmento
del producto de PCR para permitir una segunda amplificacion de una region mas acotada
mediante el uso de un par de primers internos utilizando la técnica q-PCR (Green &

Sambrook, 2019). La técnica nested-gPCR es una técnica especifica ya que se utilizan dos
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pares de marcadores diferentes, de modo que aumente la especificidad en la reaccion de
amplificacion y disminuya la posibilidad de contaminacion en el proceso, para poder
amplificar las regiones de interés con mayor precision asi sean cantidades pequefias de la

muestra.

Indicadores de la severidad de la lesién gastrica

En la mayoria de los casos, la colonizacion por H. pylori no causa algun sintoma,
aproximadamente el 20% de todos los pacientes infectados desarrollaran sintomas de la
infeccion, asimismo el 10% de las personas infectadas desarrollan ulceras pépticas, 1% a 3%
desarrollan adenocarcinoma gastrico, y menos 0.1% desarrollaran linfomas MALT (tejido

linfoide asociado a las mucosas) (Hagymasi & Tulassay, 2014).

La prevalencia de la infeccion por H. pylori se relaciona con la influencia de factores medio
ambientales como el nivel higiénico sanitario y los alimentos. La via de transmision no esta
claramente definida, pero existen evidencias de que el ciclo orofecal es mas importante que la

via oral-oral, aunque ambas pueden coexistir (Martinez-Echavarrria et al., 2008).

Sistema de clasificacion Sydney

El protocolo de Sydney se propuso en 1990 en el 9° congreso mundial de
gastroenterologia en Sydney, Australia; basado en una combinacion de hallazgos
topograficos, morfoldgicos y etioldgicos para evaluar las variables etioldgicas graduables:
densidad de H. pylori, infiltracion de neutréfilos, infiltracion de células mononucleares, y
atrofia intestinal (Valdivia, 2011). Inicialmente se propuso un muestreo sistematico del antro
y el cuerpo, pero en 1994, el sistema Sydney fue revisado y actualizado por expertos en
Houston, Texas, en donde se agregd una muestra de la incisura angularis, ya que se creia que
representaba la ubicacion donde ocurrian los primeros cambios de atrofia, metaplasia y

displasia.(Sanchez Londofio et al., 2022).
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Estadificacion de la gastritis con el sistema OLGA

En el afio 2005, el grupo internacional Operative Link on Gastritis Assessment (OLGA)
planted un nuevo sistema de estadificacion para describir los estadios de la gastritis, en este
esquema se reconoce a la atrofia gastrica como una de las caracteristicas principales para el
desarrollo del carcinoma géstrico y se clasifican en etapas progresivas que llamaron "estadios"
y que van del 0 al IV, de manera que ya se ha demostrado que los pacientes con estadios

avanzados (I11'y 1) tienen mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico (Ronquillo et al., 2021).

Gastritis cronica leve

Se denomina gastritis a toda lesion inflamatoria que afecte a la mucosa gastrica, las
gastritis agudas estan acompariadas por infiltrados inflamatorios de neutrofilos en la mayoria
de los casos. Algunos autores han asociado la gastritis crénica principalmente a factores
externos dentro de los que el mas importante es H. pylori, modulando que las células
foveolares tienen receptores para estas bacterias, las cuales tienen una proteasa que destruye
las glicoproteinas del moco, exponiendo de esta manera a las células a la accion destructiva
del jugo géstrico. (Valdivia Roldén, 2011). En estas formas de gastritis se observa un
infiltrado leucocitario sin destruccion ni pérdida de las glandulas gastricas. (Fernandez
Travieso, 2014). Todos los individuos infectados por H. pylori desarrollan gastritis, ya sea
una pangastritis o0 una gastritis de predominio antral, siendo una infeccion fundamentalmente

asintomatica. (Pizarro & Arnoldo, 2019)

Ulceras pépticas

La Ulcera péptica, o enfermedad ulcerosa peptica, es una lesion en forma de herida
mas o menos profunda, en la capa mas superficial (denominada mucosa) que recubre el tubo
digestivo. Cuando esta lesion se localiza en el estdmago se denomina Ulcera gastrica y
cuando lo hace en la primera porcion del intestino delgado se Ilama ulcera duodenal.

(Moreira & Lopez, 2004).



21

La Ulcera péptica es una pérdida circunscrita de tejidos que alcanza la mucosa, submucosa y
muscular; se produce en areas mas labiles en el estbmago expuestas a la accion del jugo
gastrico. La perforacion es la complicacion mas grave; se presenta en 1 a 6% de pacientes
ulcerosos, los indices de admision por perforacion de ulcera se encuentran en constante
aumento, por lo que esta complicacion se ha mantenido durante el paso del tiempo. (Case et

al., 2015).

Hoy en dia, se considera como un agente infeccioso bacteriano a H. pylori, quien es el
principal causante de la enfermedad ulcerosa péptica. Tan s6lo un 10-20% de las personas
infectadas por este microorganismo desarrollaran a lo largo de su vida una Ulcera péptica en

el estdmago y/o duodeno. (Moreira & Lopez, 2004).

Metaplasia
En definiciones generales la metaplasia intestinal se produce una sustitucion de la
mucosa gastrica por epitelio que semeja la mucosa intestinal, lo cual se considera una

regeneracion defectuosa (Arana & Corona, 2004).

La metaplasia intestinal es el reemplazo del epitelio glandular y/o foveolar por epitelio
intestinal y se caracteriza por su similitud morfoldgica a los enterocitos. Existen numerosas
clasificaciones de la metaplasia intestinal, no existiendo una clasificacion universalmente
aceptada. Estudios histopatoldgicos e histoquimicos muestran una identificacién de dos tipos
de metaplasia: el tipo | o completa, que se caracteriza por la presencia de células de absorcion
no secretorias con bordes en cepillo bien delineados, células de Paneth, y células que secretan
sialomucinas y que corresponde a un fenotipo de intestino delgado; y el tipo Il 0 incompleta o

colonica, que incluye tipo 1A y 1B, gque se caracterizan por la presencia de células
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columnares y células que secretan sialomucinas (tipo 11A) y sulfomucinas (tipo 11B)

(Sanchez-Cuén et al., 2016)

Adenocarcinoma
Los cambios intragastricos asociados con el desarrollo de cancer son: gastritis

atrofica, metaplasia intestinal, y polipos gastricos (Arana & Corona, 2004).

Existen diferentes tipos de tumores neoplasicos de origen gastrico; el adenocarcinoma es el
méas comUn y cuenta para el 90-95% de las neoplasias derivadas de tejido géastrico. De
acuerdo con la clasificacion histopatoldgica de Lauren, se describen dos tipos de
adenocarcinoma gastrico, el difuso y el intestinal, los cuales aparentemente tienen un
comportamiento bioldgico y presentan alteraciones moleculares diferentes. (Robles et al.,

2009).

La carcinogénesis gastrica de tipo intestinal progresa de la siguiente manera: mucosa gastrica
normal, gastritis no atrofica, gastritis atrofica multifocal sin metaplasia intestinal, metaplasia
intestinal de tipo completo (intestino delgado), displasia de bajo grado, displasia de alto grado
y adenocarcinoma invasivo (Felipe & Guillermo, 2014). Por otro lado, la proliferacion celular
alterada, apoptosis, modificaciones epigenéticas en los genes supresores de tumores,
activacion de los oncogenes y la desregulacion de la reparacion del ADN conducen a la

inflamacidn asociada carcinogénesis (Hagymasi & Tulassay, 2014).

ANTECEDENTES
H. pylori es un bacilo Gram negativo, microaerdfilo, de gran importancia a nivel
mundial, tanto por su prevalencia como por las patologias que provoca (Romo Gonzalez &

Coria Jiménez, 2010). Crecen a temperatura de 37C° y la bacteria da positivas las pruebas de
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oxidasa, catalasa y ureasa, siendo esta Ultima fundamental para su identificacion. (Romo

Gonzélez & Coria Jiménez, 2010).

Segun la mayoria de los autores, se estima que la presencia de H. pylori en el sistema
géstrico, es la infeccion humana mas frecuente en el mundo; se calcula que aproximadamente
el 50% de la poblacion esta infectado por este microorganismo. Los paises o areas
geogréficas con un bajo desarrollo socioeconémico presentan las cifras de prevalencia mas
altas, el 70-80% de la poblacién en edad adulta estéa infectado por H. pylori; en cambio, en las
zonas con un alto desarrollo socioecondmico, la tasa de infeccion en poblacion adulta se sitla
en torno al 40-50% y la mayoria de las personas se infecta durante la infancia. (Martin de

Argila & Boixeda, 2004).

Uno de los factores de virulencia mas importancias de H. pylori es la isla de patogenicidad
CagPAl, la cual contiene 31 genes, incluido el gen CagA, y también codifica para proteinas
del sistema de secrecion tipo 1V, el cual se especializa en la transferencia de una variedad de
proteinas a través de la membrana bacteriana al espacio extracelular o en la célula huésped.
(Portela et al.2009). En un estudio con muestras de biopsias gastricas a las cuales se les
realiz6 una extraccion de DNA y amplificacion del material genético, demostraron que
algunas cepas de H. pylori presentaron una mayor expresion de genes de patogenicidad que

han sido asociados con la mayor virulencia de la bacteria. (Rodriguez-Burneo et al. 2019).

La citotoxina CagA es secretada hacia el epitelio gastrico, donde estimula la produccion de la
IL-8 en las células epiteliales del hospedero, lo que induce el mecanismo de la inflamacion.
Trabajos recientes sefialan el papel patogénico del gen CagA y su asociacién con
enfermedades gastroduodenales, como ulceras duodenales, ulceras gastricas y gastritis

cronica (Martinez et al. 2008). Por otro lado, CagE es un gen ubicado dentro de la isla de
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patogenicidad que induce la secrecidn de quimiocinas, como la interleucina (IL)-8, de

infectadas células epiteliales del huésped. (Day et al. 2000)

En otro estudio se evalué CagE positivo vs. CagE negativo, en donde obtuvieron genotipos
CagE positivos con una frecuencia del 59,6% en gastritis cronica vs. genotipos CagE
negativos con una frecuencia del 31,2% en gastritis no atréfica y CagA/CagE positivos vs
CagA/CagE negativos, obteniendo 66,7 % en gastritis cronica frente a 38,1 % en gastritis no
atrofica respectivamente, mostrando una mayor asociacion con el riesgo de gastritis cronica.
(Bakhti et al., 2020). Otros autores analizaron la gravedad de la enfermedad gastrica y la
asociacion entre los marcadores CagA/CagE, obteniendo resultados confiables al 99% de
casos positivos (P = 0,001), demostrando que ambos genes Cag puede revelar mucho mejor

las cepas de H. pylori més virulentas. (Boyanova et al., 2011).

En otra investigacion, determinaron la virulencia de los genes CagA y CagE frente a
patologias gastricas en pacientes dispépticos, mediante una extraccion de DNA de muestras
de biopsias gastricas, posterior a ello, amplificaron los marcadores de virulencia utilizando un
PCR convencional y los productos de PCR fueron revelados mediante una electroforesis en
un gel de agarosa al 2%, correlacionado la presencia de los marcadores de virulencia con los

diagnosticos gastrico en pacientes infectados con H. pylori. (Chomvarin et al. 2007).

Finalmente, algunos autores recomiendan el uso de métodos moleculares que sean mas
sensibles y especificos en la determinacién de la presencia o ausencia de H. pylori y su
patogenicidad frente a patologias gastricas, ya que hasta la fecha no se ha reportado otro tipo
de andlisis moleculares para la identificacion de los genes y en la mayoria de los casos
utilizan una electroforesis para la interpretacion de sus resultados, asi mismo el uso de otra

técnica molecular con mayor agudeza puede entregar informacién adicional, respecto a
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resistencia antibidtica, lo que puede servir de guia para la indicacion de un esquema de

erradicacion a la medida. (Chahuan et al., 2020).

HIPOTESIS
Existe una correlacion entre los genotipos CagA/CagE de H. pylori y la severidad de
las lesiones gastricas en mucosa gastrica fijada de pacientes procedentes del Centro

Anatomopatoldgico de Coquimbo - Chile.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion
Laboratorio CancerLab, Facultad de Medicina, Universidad Cat6lica del Norte, Coquimbo-

Chile.

Tipo y disefio de Investigacién

Investigacion descriptiva y correlacional

Variables

Variable independiente

Genotipificacion de cepas CagA/CagE.

Variable dependiente

Severidad de la lesidn gastrica en mucosa gastrica fijada
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Operacionalizacion de las variables

Objetivos especificos Variable Indicador Escalade medida Instrumento Categorizacion de la variable

Determinar la presencia de H. VD: Presencia de H. pylori

Presencia

pylori en mucosa gastrica fijada Nominal binaria  Nested-qPCR Variable cualitativa
o gen UreC
(FFPE). VI: Mucosa gastrica fijada
. . VD: Genotipos
. Aljjgntlélcar _Ic_)s genotipos CagA/CagE positivos Genotipos
agA/CagE positivos presentes en . N . _—
. . : CagA/CagE Nominal binaria  Nested-gPCR Variable cualitativa
las muestras infectadas con H.  VI: Muestras infectadas gsi tivogs g
pylori en mucosa gastrica fijada. con H. pylori en mucosa P
gastrica fijada
VD: Severidad de la lesion
Correlacionar la severidad de la  gastrica (Clasificacion de Severidad de Pruebas
lesion géstrica con la presencia de Sydneyy Olga) la lesion Nominal . Variable cualitativa
| in0s CaaA/CaaE . estadisiticas
os genotipos CagA/CagE. /. presencia genotipos gastrica

CagA/CagE

Muestreo

El Centro de Diagnéstico Anatomo Patoldgico de Coquimbo, contd con un total de 300
muestras positivas por Histologia en los dltimos tres afios, posterior a ello, el patélogo
encargado corrobor6 la presencia de H. pylori en las muestras por histologia junto con las
lesiones gastricas, llegando a donar un N=100 muestras positivas anonimizadas para H. pylori

con diversos diagndsticos gastricos aleatorios.

Las 100 muestras donadas a la presente investigacion, debian presentar los siguientes
criterios de inclusion: Ingresadas al laboratorio dentro de los ultimos tres afios, positivas para
H. pylori por histologia, diagnosticadas con gastritis leve, gastritis moderada, ulceras
pépticas, metaplasia y adenocarcinoma gastrico y un tamafio de 30um por cada una, luego de
ser ingresadas al laboratorio presentando dichos criterios de inclusion, se realizo un Nested-
gpcr para detectar presencia de H.pylori en las muestras de mucosa gastrica fijada y excluir
aquellas que hayan presentado resultado negativo en la amplificacion del marcador de

H.pylori.
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Procedimiento
Extraccién del material genético

La extraccion del material genético se realizo con el kit QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue, el primer paso consto de un proceso de desparafinado de la muestra de mucosa
géstrica fijada, para ello se agregd 1ml de xileno a cada muestra contenida en un tubo de
1.5ml, se realizé un spin'y se centrifugd a velocidad maxima, este paso se hizo por
duplicado de tal manera que se pueda disolver gran cantidad de parafina , luego se removio el
xileno contenido y se agreg6 1ml de etanol al 100% , el cual también se le realiz6 un spin,
centrifugo y se removio el etanol contenido hasta dejarlo secar al aire durante 10 minutos a
37C°. Para la lisis celular se resuspendié el sedimento en 180uL de buffer ATL y se agreg6
20uL de proteinasa k, se mezcl6 y se dej6 incubando por 1 hora a 56C° y luego otra hora mas
a 90°C, transcurrido el tiempo se afiadié 200 uL de buffer AL y 200 uL de etanol al 100%.
Para la union de DNA a la columna se transfirio todo el lisado a la columna QIAmp MinElute
en el tubo colector y se centrifugé a 8000 rpm por un minuto. Para los lavados se transfirid la
columna un nuevo tubo colector y se agreg6 500uL de buffer AW1 reconstituido, se
centrifugd a 8000rpm por un minuto, luego se descart el eluido y se transfirié un nuevo tubo
colector, seguidamente se agregd 500 uL de buffer AW2 reconstituido y se centrifugé a 8000
rpm por otro minuto y se centrifug6 la columna por 3 minutos mas para secar la membrana.
Finalmente, para la elucion del DNA se coloc6 la columna en un tubo de elucién de 1.5mly
se agreg0 60 uL de buffer ATE en la columna, se incubd a temperatura ambiente por 5

minutos y se centrifugd por un minuto a maxima velocidad para la elucion final.

Cuantificacién y evaluacion de material genético extraido
Una vez extraida la muestra, se cuantificé para determinar pureza e integridad y
asegurar una extraccion de alto rendimiento y elevada calidad. Para ello se utilizo el

espectrofotometro EPOCH, mediante el uso de la placa Take3™ para micro volumenes, la
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cual viene incluida con el equipo para la cuantificacion de &cidos nucleicos. La placa
Take3™ se caracteriza por contener ubicaciones de 16 micropuntos, permitiendo la
cuantificacién de hasta 16 muestras en volimenes de 2uL mediante uso del programa Gen 5,
para ello se cargd 2uL de buffer ATE en todos los micropuntos de la placa Take3™ en los
que se vayan a cuantificar muestras, luego se inserto la placa Take3™ en el equipo y se
seleccionaron los pocillos cargados con la opcion “blank™ en el software Gen 5 y luego se
selecciond la opcion “read”.Una vez que el equipo realizé la lectura del blanco y los pocillos
seleccionados marcaron verde como resultado de medicidn correcta , se seleccioné la opcién
“approve” dejando al equipo listo para realizar la cuantificacion de las muestras, para ello se
cargo 2uL de material genético extraido en los pocillos y se repitié la misma metodologia de
la lectura del blanco. El equipo entreg6 la concentracion de DNA en ng/uL y la razén de
absorbancia 260/280, la que se encontr6 entre 1,6 y 2,1 indicando una buena calidad e

integridad de la muestra.

Disefio de primers internos, externos y sondas para CagE
Para los genes CagA y glmM no fue necesario el disefio de primers y sondas, ya que
al ser genes registrados en la patente 57150 los primers se encontraban en el stock de

laboratorio, motivo por el cual solo se realizo el disefio de primers y sondas para CagE.

En NCBI se ingresaron los datos del gen de interés CagE para obtener la secuencia y realizar
el blast con el genoma completo de la cepa 26695 de H. pylori, con los alineamientos
presentando una similitud del 100% (identidad) o cercana, se procedio a utilizar la
herramienta Primer blast para el disefio de los primers, para ello fue necesario seleccionar los
parametros dependiendo de la técnica a utilizar PCR o gPCR y el organismo de objeto de

estudio.
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La herramienta Primer blast presentd diversas opciones de secuencias de primers internos y
externos, se escogieron las secuencias que presentaban las caracteristicas mas optimas en
cuanto a la longitud del primer, tamafio del producto, contenido de GC, temperatura de
annealing, primer Tm, rangos de tamafio del producto y evitar repeticiones continuas de
bases, una vez escogido los primer internos y externos se procedio a colocar la sonda la cual
estaba conformada por 20 a 23 bases, la cual se ubico en medio de la secuencia de los primers
internos y con una separacion de 3 a 5 bases entre alguna de las secuencias internas. Para la
elaboracion de los primers con sondas se procedio a enviarlo a la empresa Integrate DNA
technologies, una vez llegado los primers liofilizados al laboratorio, estos fueron
resuspendidos segun las cantidades de agua molecular predispuestas en cada inserto adjunto

por la empresa.

Amplificacion de los genes de interés, NESTED gqPCR

Amplificacion gen glmM

Para la identificacion del gen glmM primero se realiz6 un PCR convencional , para
ello se utiliz6 un par de primers externos: F-5'- TTACAC CCRTTAGGC TCATC-3'y
R-5'-CTA GCT ATA AAG TGG GYG AGA G -3 (Tabla D2) ,la reaccion de PCR estuvo
compuesta por los siguientes reactivos: 5uL de 10x Buffer-Mg , 1,5uL. de MgClI2, 1uL de
dNTPs, 1uL de primer externo forward y 1uL de primer externo reverse, 0.2uL de platinium
tag DNA polimerasa , 35.3uL de H20 y 5uL. de DNA , agua o control positivo en un
volumen final de 50uL(Tabla D3). El programa de PCR fue el siguiente: DI 94°C por 3°, D

94°C por 30”°, A 51°C por 30°” y E 72°C por 31’ por 27 ciclos. (Tabla D5)

Para el gPCR se diluyeron los productos de PCR convencional a 5x, para ello se utilizé un

par de primers internos: F-5'- AGC CGT ATC TAG CAC GAT C-3'y R-5-CGT CGG
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TAG CGC TAA AGG -3' (Tabla D2), la reaccion de gPCR estuvo compuesta por los
siguientes reactivos: 5uL de Sybr Brilliant Il, 0.3uL de Dye (1:500),0.1uL primer interno
Forward, 0,1uL primer interno Reverse,0.5 uL de H20 y 4uL de amplicén en un volumen
final de 10uL (Tabla D4). Todas las reacciones se realizaron por duplicado en placas de 96
pocillos especificas para el equipo, el programa de qPCR fue el siguiente: DI 95°C por 10°, D
95°C por 10”°, A 55°C por 30”, curva de melt: 55°C por 157, 95°C — 0.5°C por 40 ciclos.
(Tabla D5). Las muestras que presentaron una temperatura de melting igual o cercano (x1°C)

a 77°C fueron consideradas como positivas para H. pylori. (Figura C1, C2).

Amplificacion de los genes CagA y CagE

A partir de las muestras positivas para el gen gimM , se realizé la identificacion de los
marcadores CagA y CagE , el cual consté como primer paso de un PCR convencional para
cada gen , para ello se utilizaron un par de primers externos , para CagA : F- 5- GAG CTA
YACTCT CAAAGATTATGG G-3',R-5-AGY CTT TAAGGGCTTTTAGCG -3'y
para CagE : F-5'- AGT CAGCTTTTGYTTGTCTT -3',R-5-GCTCTT TTATYA
CGC TTCCT -3' (Tabla D2) , la reaccién de PCR estuvo compuesta por los siguientes
reactivos: 5uL de 10x Buffer-Mg, 1,5uL de MgCl2, 1uL de dNTPs, 1uL de primer externo
forward y 1uL de primer externo reverse, 0.2uL de platinium tag DNA polimerasa , 35.3uL
de H20 y 5uL de DNA , agua o control positivo en un volumen final de 50uL(Tabla D3). El
programa de PCR fue el siguiente, para CagA: DI 94°C por 3°, D 94°C por 30”’, A 51°C por
30"’ y E 72°C por 31°° y para CagE: 1 94°C por 3°, D 94°C por 30”’, A 50°C por 30’ y E

72°C por 31° por 27 ciclos para ambos marcadores. (Tabla D5)

Para el qPCR se diluyeron los productos de PCR convencional a 5x, posteriormente se

utilizaron los siguientes primeros internos, para CagA: F- 55 ACG AGA GCA TTT AGA
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GAA AGA A-3’,R-5'-TCCCTACTAGCCTCT TTATTG -3y sonda 5' /SHEX/AAG
CAA AAG /ZEN/CTC AAG CTA ACA GC/ 31ABKFQ/ -3 ; para CagE: F-5'- AAC ACY
GTC TTA CCT GAA CC -3, R-5' AAT AAC GCT TGG GGY AAT AG-3'y sonda 5'- /56-
FAM/TCC TGC TGA / ZEN/ AGC TGA ACC AAA/ 3IABKFQ/ -3' (Tabla D2) , la reaccion
de gPCR estuvo compuesta por los siguientes reactivos: 5uL de Prime Time, 0.1uL de Sonda
(FAM o HEX), 0.25 uL primer interno Forward, 0.25 uL primer interno Reverse, 0.4uL. H20
y 4uL de amplicén en un volumen final de 10 uL (Tabla D3). Todas las reacciones se
realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos especificas para el equipo, el programa de
qPCR fue el siguiente para ambos genes: DI 95°C por 3°, D 95°C por 157, A 53°C por 1’
(Tabla D5). Al ser evaluadas con sondas especificas para cada marcador se tomaron como
positivas para CagA y CagE aquellas muestras que presentaron una curva de amplificacion
optima en funcion a la colocacion del treshold segun el primer tercio de la parte lineal de la

curva de amplificacion del control positivo de cada marcador. (Figuras C3 'y C4)

Cualificacién de la severidad de lesion en la mucosa gastrica

Se determind la severidad de la lesion de la mucosa gastrica utilizando el protocolo de
Sydney (Sydney, 1994), el cual permite correlacionar el aspecto endoscopico de las distintas
zonas del estdmago (antro, cuerpo, incisura) y la intensidad de la atrofia gastrica, mediante el
uso del sistema de estadificacion para la biopsia gastrica, Operative Link on Gastritis
Assessment (OLGA, 2005) que va de 0 a IV, una vez sumados los tres puntajes de las zonas
del estdbmago se puede determinar en que etapa de la lesion gastrica se encuentra la muestra 'y

definir un diagnéstico gastrico por el patélogo.

Analisis estadistico
Se realiz6 un analisis estadistico mediante la prueba de chi cuadrado para variables
cualitativas entre los genotipos vs los diagndsticos gastricos como primera instancia, de modo

que se pueda determinar si las variables eran estadisticamente significativas (p-valor <
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0.01) ,y a partir del valor de Chi cuadrado obtenido se determind el coeficiente de Cramer,
el cual mide la fuerza de asociacion entre los genotipos CagA/CagE+ y CagA/CagE- sobre
las lesiones gastricas. Para ello se utilizo la escala de Harald Cramér (1752) la cual consiste

en:

e Resultado entre 0 y 0,2 indica que no hay asociacion
e Resultado de 0,2 indica una asociacion débil
e Resultado entre 0,2 y 0,6 indica una asociacion moderada

e Resultado entre 0,6 y 1 indica una asociacion fuerte

Aspecto ético

El proyecto se llevo a cabo bajo la aprobacion del comité Etico Cientifico de la
Facultad de Medicina de la Universidad Catolica del Norte, y la Ley 20120 sobre la
investigacion cientifica en el ser humano, su genoma, y prohibicion de la clonacién humana,
del Ministerio de Salud de Chile, subsecretaria de salud publica. Las muestras otorgadas por
el centro Anatomopatolégico de Coquimbo fueron anonimizadas por ética del laboratorio en
donde no se contaron con los datos personales de la muestra proveniente, las cuales
incluyeron una codificacion externa y el diagnostico gastrico que presentaba dicha muestra de

manera aleatoria.
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RESULTADOS

Amplificacion del gen gimM (ureC) por nested-q PCR

Con el fin de corroborar la presencia de H. pylori en la mucosa gastrica fijada antes de
realizar un nested-qPCR para detectar marcadores de virulencia CagA/CagE , se le realizd un
primer nested-qPCR a las 100 muestras positivas por histologia para H. pylori , para
amplificar el gen glmM el cual es un marcador de presencia de la bacteria H. pylori,
obteniendo un 93% de muestra positivas para gimM y 7% de muestras negativas para gimM,
las cuales se excluyeron del estudio de investigacion y se trabajo a partir de las 93 muestras

positivas como total final.(Figura 1)

Figura 1l

Presencia de H. pylori por Histologia corroboradas por nested qPCR

100%
80%

60%

Porcentaje de muestras

40%

20%

7% ?
0% B Positivo

Positivos por Histologia glmM positivo por nested qPCR .
Negativo

Técnicas de identificacion de H pyviori

Nota. Diagrama de barras amplificacion del gen glmM, Elaboracion propia,2022.
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Amplificacion de los marcadores de virulencia CagA y CagE por nested-q PCR

Se realiz6 la técnica nested-gPCR para CagA y CagE por separado, las 93 muestras de
mucosa gastrica fijadas fueron testeadas primero para el marcador CagA, obteniendo
muestras CagA+ (64,5%) y muestras CagA- (35,5%), por otro lado, las 93 muestras de
mucosa gastrica fijada fueron testeadas nuevamente para CagE, obteniendo muestras CagE+
(64,5) y muestras CagE - (35,5%), presentando la misma relacion en cada una de las muestras

analizadas. (Figura 2)

Figura 2

Prevalencia CagA/CagE
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Nota. Diagrama de barras para frecuencia de muestras positivas y negativas para

CagA y CagE, Elaboracién propia,2022.
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Genotipificacion de cepas CagA/CagE

Luego de obtener los resultados de las cepas CagA y CagE, se realiz6 un andlisis
visual entre los genotipos y los resultados obtenidos en las amplificaciones, obteniendo del
total de 93 muestras: CagA+/CagE+ (64,5%) y CagA- / CagE-(35,5%), encontrando una

mayor frecuencia en las muestras que obtuvieron genotipos CagA+/ CagE+. (Figura 3)

Figura 3
Genotipificacion de cepas CagA/CagE
100.0%
@ 64.5%
g
g §0.0%
Z 35.5%
i 60.0%
2
é 40.0%
20.0% mCagA +/ CagE +
CagA -/ CagE -
0.0%
CagA +/ CagEl + CagA -/ Cagk -
Combinaciones CagA / CagE
Genotipos CagA / CagE n =93 (%)
No. %
=
CagA +/ CagE + 60/ 93 64.5%
CagA -/ CagE - 33/93 35.5%
Total 93 100%

nota. Frecuencia genotipos CagA y CagE, elaboracion propia,2022.

Correlacion de los genotipos CagA/CagE sobre las lesiones de mucosa gastrica
Posteriormente se realizd un anélisis correlacional en funcion a los genotipos CagA /
CagE y la severidad de la lesion géstrica en las muestras de tejido gastrico fijado (V de

Cramer = 0.70, p-valor < 0.001), las lesiones gastricas en las muestras diagnosticadas por el
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patélogo mediante el uso del protocolo de Sydney y la numeracion de OLGA fueron
ordenadas de manera progresiva (bajo grado a mayor grado de lesion) y con un N diferente
para cada diagnostico ya que fueron entregas de manera aleatoria y anonimizadas por el
Centro de Diagnostico Anatomo Patoldgico de Coquimbo al laboratorio, obteniendo como
grupo control negativo a la poblacion de muestras diagnosticada con gastritis leve , en donde
se obtuvieron los siguientes resultados: para CagA- / CagE- (95%) y CagA+ / CagE+ (5%).
La poblacién de muestras diagnosticadas con Gastritis moderada y Ulceras pépticas: CagA+ /
CagE+ (88,2) y CagA- / CagE- (11,8%). Para la poblacion de muestras con Metaplasia
gastrica: se obtuvieron muestras CagA+ / CagE+ (84,6%) y CagA- / CagE- (15,4%).
Finalmente, para las muestras de tejido fijado diagnosticadas con Adenocarcinoma gastrico se

obtuvieon: CagA+ / CagE+ (53,8%), y CagA- / CagE - (46,2%). (Figura 4)

Figura 4

Correlacion de los genotipos CagA/CagE sobre las lesiones de Ia mucosa gastrica
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Gastritis moderada y ulceras Adenocarcinoma (n =

Genotipos CagA/  Gastritis leve (n = 20) pépticas (n =34) Metaplasia (n =26) 13) V de Cramer
CagE
No. % No. % No. % No. % Cramer p- valor
Cag A+/ Cag E+ 1/20 5 30/34 88.2 22/26 846 7/13 538 70 001
CagA-/CagE- 19/20 95 4/34 11.8 426 154 6/13 46.2

nota. Frecuencia genotipos CagA/CagE sobre las lesiones gastricas, Elaboracion propia,2022.
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DISCUSION
De las 100 muestras que fueron otorgadas dentro de los ultimos 3 afios (2020, 2021
,2022), se obtuvo un 93% de muestras positivas para el gen gimM, el cual confirma la
presencia de H. pylori en la mucosa gastrica fijada, diversos autores han descrito la
importancia del uso del gen gImM (ureC) para detectar la presencia de H. pylori en sus
muestras y han obtenido un 53,3 % y 93,9 % de muestras positivas respectivamente en cada

uno de los estudios (Garcia et al. 2006; Dos Santos et al. 2019).

En contraste con dichos resultados, en otro estudio realizado por Rodriguez-Burneo
et al., (2019), utilizaron el gen 16s rDNA para identificar la presencia de H. pylori a partir de
dos poblaciones con caracteristicas clinicas y demograficas distintas, obteniendo un 63,3% y
80% de DNA de H. pylori en las muestras estudiadas. En el presente estudio se emple6 el gen
glmM ya que es parte de la patente utilizada en la metodologia, pero se podria agregar a

futuro el gen 16s rDNA junto con glmM para identificar la presencia de H. pylori.

Por otro lado, en el presente estudio también se obtuvo un 7% de muestras negativas
ya que al ser muestras de afios anteriores existe la posibilidad de una degradacion del material
genético, asimismo se debe mencionar que la técnica nested-gPCR busca amplificar material
genético que se encuentra en poca cantidad en la muestra bioldgica, estos resultados se
correlacionan con el estudio de Rodriguez-Burneo et al., (2019), donde aseguran que el
aislamiento de DNA a partir de muestras contenidas en parafina dificulta la obtencion del
mismo Yy altera su calidad, ya que la cantidad de DNA del tejido y el volumen de elucion
podrian ser uno de las limitantes de este tipo de estudios, el cual podria ser otro de los
factores de los casos negativos para la discriminacion del 7% en nuestro estudio al utilizar

muestras de mucosa gastrica fijada en parafina (FFPE).
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En el estudio de Ramis et. Al (2014), encontraron una asociacion entre CagE y CagA del
92,3%, obteniendo una correlacion significativa entre ambos marcadores (p< 0,001) en
concordancia con nuestros resultados debido a que ambos genes son marcadores de virulencia

pertenecientes a la isla de patogenicidad CagPAI de H. pylori.

En otro anélisis realizado por Boyanova et al. (2011) en Bulgaria, identificaron la correlacion
entre cepas CagA/CagE, en donde obtuvieron genotipos CagA+/ CagE- y CagA+/CagE-,
difiriendo de nuestros resultados ya que no obtuvimos combinaciones positivas y negativas
entre los genotipos. Segun distintas bibliografias, estos resultados son variables debido a que
la frecuencia de CagA es diversa segun la region y la enfermedad asociada. En los paises del
Este, casi todas las cepas de H. pylori son CagA+ y en otro estudio realizado por Tan et al.,
(2005) con pacientes procedentes de Malasia, China e India también presentaron resultados
para CagA+ con mayor frecuencia en su poblacion, los cuales conducen a la deduccion que la
cantidad de muestras CagE + y CagA+ podria estar relacionada a la demografia del origen de

la muestra.

Por otro lado, en otro estudio también se asocia la virulencia y demografia de las cepas, en
funcidn a los segmentos EPI'Y A donde es fosforilado CagA, obteniendo resultados
significativos para CagA con sitios EPIYA A, B, C para poblaciones de Occidente y sitios

EPIYA A, B, D para poblaciones de Oriente. (Cristancho Liévano et al., 2018).

Con respecto a la severidad de las lesiones gastricas asociadas a los marcadores de virulencia
CagA/CagE, en el trabajo de Chomvarin et al. (2008) obtuvieron 90% de asociacion entre el
genotipo CagA+ / CagE + sobre la gastritis moderada y ulceras, en concordancia con nuestros
resultados para las mismas variables (88,2%). En otro estudio realizado por Quiroga et al.,
(2005) también encontraron una alta prevalencia entre el genotipo CagA+ /CagE + sobre la

metaplasia (91%) y Ulceras pépticas (81%), dichos concuerdan con los del presente estudio
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para la metaplasia (84,6%) y gastritis moderada y Ulceras pépticas (88,2 %). Cabe resaltar
que en el estudio de Quiroga et al.,2005 potenciaron el uso de marcadores de virulencia
asociando cepas con genotipo citotoxico (vacAslm1/CagA positivas, vacAslml/CagE
positivas) en las diferentes patologias gastroduodenales y lograr un mayor analisis del efecto
de los marcadores de virulencia de H.pylori, a diferencia de nuestro estudio en el cual solo se

utilizd CagA y CagE como marcadores de patogenicidad.

En otro estudio, se encontrd concordancia entre sus resultados y los del presente estudio, con
relacion al porcentaje obtenido en el genotipo CagA+/CagE+, obtuvieron 96,4% para ulceras,
26,7% gastritis leve y 81,8% céancer gastrico (Erzin et al., 2006), cabe resaltar que nuestros
resultados con respecto al adenocarcinoma no son significativos, debido al bajo N utilizado

en la presenta investigacion.

En el trabajo realizado por El Khadir et al., (2021) concluyeron que la infeccion por H. pylori
esta relacionada notablemente con los marcadores de virulencia CagA/CagE sobre las
enfermedades gastricas, sin embargo, también resaltan el posible alcance de otros cofactores,
como polimorfismos genéticos humanos y/o factores ambientales y dietéticos en la evolucion
de la infeccion. Del mismo modo ocurre con el estudio de Cristancho Liévano et al., (2018)
quienes también concluyeron que la variabilidad de casos encontrados en las patologias
gastricas que contienen genes pertenecientes a la isla CagPAI podrian ser ocasionados por
polimorfismos, tal es el caso de los 28 SNPs ubicados en los genes CagA, CagC, CagE,
CagL, Cag v. Por ello se sugieren realizar mayores investigaciones a nivel de polimorfismos
en los genes pertenecientes a la isla CagPAI y su correlacion con la severidad de las lesiones

gastricas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio proporcionaron un punto clave para

determinar el factor de virulencia en infecciones por H. pylori y sus consecuencias,
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permitiendo seguir realizando investigaciones a futuro con los deméas marcadores

pertenecientes a la isla CagPAl.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos concluir lo siguiente:

De las 100 muestras anonimizadas otorgadas por el Centro de Diagnostico Anatomo
Patologico de Coquimbo, 93 fueron corroboradas con la presencia de H. pylori
mediante la amplificacion del gen gimM. Respecto de las 7 muestras que resultaron
negativas, debido a la degradacién del DNA en funcién al tiempo y estado de la

mucosa gastrica fijada en parafina.

Los genotipos CagA- / CagE- presentaron una mayor frecuencia (95%) en las
muestras con gastritis leve. Esto hace referencia a que la isla de patogenicidad

CagPAl es necesaria para generar dafio en la mucosa gastrica.

Los genotipos CagA+ / CagE+ presentaron un mayor porcentaje en las muestras de
gastritis moderada, Ulceras péptica y metaplasia, obteniendo una frecuencia del 88,2

% Yy 84,6% de los casos positivos, respectivamente.

Los genotipos CagA y CagE presentaron la misma relacion en cada una de las 93
muestras analizadas, presentando una asociacion perfecta entre ambas variables, lo
que indica que ambos marcadores actlan en conjunto como un gran complejo

proteico.

Se evidencio6 un coeficiente de correlacion de Cramer = 0.70, p < 0.001 entre los
genotipos CagA+/CagE+ y CagA-/CagE- sobre las lesiones gastricas asociadas, esto

hace referencia a que ambos marcadores de virulencia son altamente patogenos en la
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infeccion por H. pylori causando diferentes dafios a nivel gastrico y se encuentran

estrechamente relacionados con la severidad de la lesion géstrica.
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Nota. “Postulado por Pelayo Correa, modelo para la carcinogénesis gastrica.” Elaborado por

Robles et al.2009.
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Figura A2

Isla de patogenicidad CagPAl
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Nota. “Isla de patogenicidad CagPAI de H. pylori”. Elaborado por Lievano et al., (2018).



Figura A3

Complejo proteico que codifican genes contenido en CagPAl
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Nota. “Modelo de estructura del sistema de secrecion de H. pylori tipo IV”. Elaborado por

Lievano et al., (2018).
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Anexo B. Programacion del Biorad para el g-PCR

Figura B1

Plate con muestras y controles, fotografia Biorad.
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Figura B3

Curvas de amplificacion, fotografia Biorad.
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Anexo C. Curvas de amplificacion

Figura C1

Curva de amplificacion para glmM con SYBR Green.

Amplification

1000
g00 +
E 600 |

aoo |

zo0 |

o}

Cycles
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de extraccidn, control negativo pcr convencional y control negativo gpcr (NTC). Elaboracion
propia

Figura C2

Melt peak control y muestra positiva del gen gimM.
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Nota. Rojo: Control positivo, Verde: Muestra positiva para glmM, Celeste: Control negativo

de extraccion, control negativo pcr convencional y control negativo gpcr (NTC). Elaboracion
propia. Elaboracién propia.

Figura C3

Curva de amplificacion para CagA con sondas marcadas con el fluoroféro HEX.
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Amplification
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Nota. Rojo: Control positivo, Naranja: Muestra positiva para gimM, Verde: Control negativo
de extraccidn, control negativo pcr convencional y control negativo gpcr (NTC). Elaboracion
propia. Elaboracién propia.

Figura C4

Curva de amplificacion para CagE con sondas marcadas con el fluoroféro FAM.
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Elaboracion propia. Elaboracion propia. Elaboracién propia.



Anexo D. Tablas resumen

Tabla D1

Tabla resumen de secuencias y sondas para glmM, CagA y CagE.
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Tamafo del
Gen Forward Reverse
producto ( pb)
Externo 5' - TTA CAC CCR TTA GGC TCA TC - 3' 5'- CTA GCT ATA AAG TGG GYG AGA G -3' 226
glmM (ureC) Inteno  5'- AGC CGT ATC TAG CAC GAT C-3' 5'- CGT CGG TAG CGC TAA AGG -3' 115
CagA Externo 5'- GAG CTA YAC TCT CAA AGA TTA TGG G-3' 5' - AGY CTT TAA GGG CTT TTA GCG -3' 400
Interno 5'ACG AGA GCA TTT AGA GAA AGA A-3' 5' -TCC CTA CTA GCC TCT TTA TTG -3' 138
Sonda 5' /SHEX/AAG CAA AAG /ZEN/CTC AAG CTA ACA GC/ 3IABKFQ/ -3
CagE Externo 5 - AGT CAG CTT TTG YTT GTC TT -3' 5 -GCT CTT TTATYA CGC TTC CT -3' 329
Interno AAC ACY GTC TTA CCT GAA CC -3' 5' AAT AAC GCT TGG GGY AAT AG-3' 149
Sonda 3 RESATAEE G ASKT AN K6¢%raa acc ARy 3IABKFQ/ -3

Nota. Elaboracién propia.

Tabla D2

Tabla resumen reactivos PCR convencional.

Pcr convencional para UreC/CagA/CagE

10x Buffer-Mg 5uL

MgCI2 1,5uL

dNTPs luL

Primer externo Forward luL

primer externo Reverse luL
Platinum Taq DNA polimerasa 0,2 uL
H20 35,3 uL

Mix 45 uL

DNA SuL

Total 50 uL

Nota. Elaboracion propia.



Tabla D3

Tabla resumen reactivos qPCR.
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gPCR para UreC

gPCR para CagA / CagE

Sybr Brilliant 11 5uL Prime Time 5uL
Dye (1:500) 0,3uL Sonda (FAM o HEX) 0,1uL
primer interno Forward 0,1uL primer interno Forward 0,25uL
primer interno Reverse 0,1uL primer interno Reverse 0,25uL
H20 0,5uL H20 0,4uL
Amplicon 4uL Amplicén 4uL
Mix por pocillo 6uL Mix por pocillo 6 uL
Total 10uL 10uL
Nota. Elaboracion propia.
Tabla D4
Tabla resumen programa de temperaturas.
Gen glmM (ureC) CagA CagE
Tem. (C°) tiempo Tem. (C°) tiempo Tem. (C°) tiempo
Condiciones PCR convencional
Desnaturalizacion Inicial 94°C 3min. 94°C 3min. 94°C 3min.
Desnaturalizacion 94°C 30 seg. 94°C 30 seg. 94°C 30 seg.
Annealing 51°C 30 seg. 51°C 30 seg. 50°C 30 seg.
Extension 72°C 31 seg. 72°C 31 seg. 72°C 31 seg.
Ciclos 27 27 27
Condiciones q PCR
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min. 95°C 3min. 95°C 3 min.
Desnaturalizacion 95°C 10 seg. 95°C 15 seg. 95°C 15 seg.
Annealing 55°C 30 seg. 53°C 1 min 53°C 1 min.
55°C 15 seg.
Curva de melting ( solo para gimM)
95°C - 0.5°C
Ciclos 40 40 40

Nota. Elaboracion propia.
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