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RESUMEN

El Presente estudio tuvo como finalidad evaluar la presencia de los patdégenos
HP y VEB asociado a CG (VEBaCG), para lograr de terminar la prevalencia y

definir las caracteristicas de los pacientes peruanos diagnosticados con CG.

Las muestras de céncer gastrico (150 pacientes) fueron colectadas
prospectivamente de pacientes sometidos a gastroscopias 0 resecciones
quirurgicas, los cuales no fueron sometidos a ningun tipo de tratamiento previo,
entre los afios 2015 hasta el 2017. Se tomaron muestras de tejido tumoral (T),
tejido proximal sano (P) y tejido distal sano (D) las muestras fueron evaluadas
para la presencia de HP y VEB por medio del método de PCR cuantitativa
(gPCR). A su vez se analizaron las variables clinico patoldgicas las cuales
incluian; edad, género, tipo de tumor, estado de nddulos linfaticos y estadio
patologico. Se evalu6 mediante la estimacién de curvas de sobrevida (OS)
Kaplan-Meier. Finalmente, el p<0.05 fue considerado estadisticamente

significante.

Es asi que total de 150 pacientes fueron estudiados y la edad media del grupo
fue de 65 afios, con predominancia de varones (51.3%). El subtipo de cancer
predominante fue; subtipo histolégico intestinal-mixto con un 72.5% de los casos
estudiados. El estadio clinico mas frecuente fue el IlI-1V (74.6%). Los pacientes
HP positivos fueron determinados por la presencia de por lo menos uno de los
dos genes constitutivos ureA/hspA y en cuanto a los pacientes positivos para el
VEB estos se dividieron en grupos de alta carga viral (>100copias/ul) y baja
carga viral (<100copias/pl). La prevalencia de HP fue de un 87.3% (n=131/150)
y del VEB fue un 10% (n=15/150) de la poblacion.

Nuestros resultados demuestran una presencia significante de HP en pacientes
peruanos con cancer gastrico. El cancer gastrico asociado al VEB tuvo una

incidencia similar a los reportes previos a nivel mundial. Estos resultados indican



que el método de qPCR es efectivo para la evaluacion de HP y VEB a partir de
tejidos de CG.

Palabras Clave: Cancer Gastrico. Adenocarcinoma, Helicobacter pylori. Virus
Epstein-Barr. gPCR. Sybrgreen. TagMan.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate HP and EBV-associated GC (EBVaGC), to
assess the prevalence rate and to define the characteristics of Peruvian patients.

METHODS: GC samples (150 patients) were prospectively collected from
patients who underwent gastroscopy or surgical resection with no preoperative
treatment at INEN between 2015 and 2017. Tumor tissue (T), proximal healthy
tissue (P) and distal healthy tissue (D) samples were assessed for HP and EBV
by quantitative PCR (qPCR) using specific primers. EBV and HP status were
analyzed along with clinicopathologic parameters including age, gender, tumor
type, lymph node status, and pathologic stage of the tumor. Kaplan-Meier
estimation curves of overall survival (OS) were applied. P-values of <0.05
were considered statistically significant.

Thus a total of 150 patients were studied. The patients had a mean age of 65,
and were predominately males (51.3%). The Intestinal-mixed histological
subtype rate was 72.5% among the cases. The most frequent clinical stage was
-1V (74.6%). HP positive patients were determined by at least one ureA/hspA
gene result and EBV positive patients were divided in high viral load
(>100copy/ul) and low viral load (<100copy/ul) groups. The results found HP in
87.3% (n=131/150) and EBV in 10% (n=15/150) of the population.

Our results show a significant presence of HP in Peruvian gastric cancer
patients. The obtained EBV-associated GC incidence was similarto the
incidence rates reported worldwide. The findings suggest that gPCR is an
effective method to evaluate HP and EBV from CG samples.

Keywords: Gastric cancer, Adenocarcinoma, Helicobacter pylori. Epstein - Barr
virus. gPCR. Sybrgreen. TagMan.



. INTRODUCCION

En la poblacion mundial, el cancer gastrico (CG) es la quinta neoplasia de mayor
incidencia y la tercera causa de mortalidad. Registrandose aproximadamente
950 mil casos nuevos de CG y la muerte de alrededor de 720 mil personas cada
afo. (Stewart. B & Wild, C. 2014). La base de datos de cancer del Instituto de
Enfermedades Neoplasicas (INEN) establecio que durante el periodo 2010-
2012, el CG representd el 7.9% de todas las neoplasias malignas con 4821
nuevos casos. Dando lugar a 3437 muertes. Lo cual lo ubica como la primera

causa de muerte por cancer. (Payet, E. y col., 2016).

Segun la clasificacion de Lauren, existen dos subtipos de adenocarcinomas,
siendo el primero de ellos de tipo intestinal (IT) estructuralmente parecido al
cancer de colon y el tipo difuso (DT) s6lo hallado en el cancer de estémago.
Dentro de los subtipos de adenocarcinomas también se evidencia que el tipo difuso
es mas comdn en personas jovenes, asi como en mujeres, consistiendo en
células neoplasicas infiltradas individualmente, este subtipo de CG no produce
estructuras glandulares. (Lauren, P., 1993) El adenocarcinoma de tipo intestinal
es el mas frecuente de los dos, siendo precedido siempre por gastritis crénica y
metaplasia intestinal finalmente derivando en displasia y adenocarcinoma. (Polk,
D., Peek, M., 2014)

Ha sido ampliamente documentado que el desarrollo de diversas patologias
gastricas esta estrechamente relacionado a infecciones por bacterias y/o virus.
En el 2002 se estimo6 que el 17.8 % de casos nuevos de cancer fueron causados
por infecciones virales (12.1%) y bacterianas (5.6%). La mayor proporcion de
estos casos se da en paises de bajos ingresos, y se estima que si estas
infecciones se trataran de manera oportuna se podria reducir los casos de cancer
hasta en un 26% en paises pobres y hasta en un 8% en paises desarrollados
segun datos del IARC (International Agency for Research on Cancer.

Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. A Review of



Carcinogen—Part B: Biological Agents. Lyon, France: International Agency for

Research on Cancer; 2011.).

En 1994 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, IARC logro
identificar once agentes bioldgicos definidos como carcinogenos del grupo 1
entre los cuales se encuentran tanto el Virus Epstein-Barr (VEB) como la bacteria

Helicobacter pylori (H.pylori).

La infeccidn por estos agentes bioldgicos incrementa el riesgo de incidencia de
CG, es asi como en el afio 1993 se identificé la posible relacion causal del VEB
con CG, detectandose la presencia de ADN virico en el 77.8 % de los casos
estudiados. (Oda, K. y col 1993).

Es asi que el presente proyecto tiene como fin el poder establecer las
prevalencias de H. pylori y VEB en pacientes que sufren de CG del tipo
adenocarcinoma gastrico, también se buscoé el generar informacion acerca de la
distribucion estadistica de las infecciones del VEB y H.pylori mediante el uso de
la técnica de gPCR para la deteccion de genes especificos, en pacientes
diagnosticados con cancer gastrico, durante los afios 2016-2017 en el Instituto
de Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN). La importancia de esta
investigacion radica en la necesidad de poder establecer las prevalencias de
estos patdgenos en poblaciones peruanas, ya que son considerados como
posibles carcinogénicos por la Organizacion Mundial de la Salud. Por este
motivo, se busco analizar la relacién que existe entre el cancer gastrico, H.pylori,
VEB vy las variables epidemiologicas obtenidas mediante el uso de historias
clinicas y encuestas que se realizaron a los pacientes. Para el desarrollo de este
proyecto, se buscO lograr la participacion de investigadores de diferentes
campos como; oncologos tanto clinicos como patélogos oncélogos y bidlogos
del INEN.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es asi que frente a la poca cantidad de datos y estadisticas generados en el Peru
en relacion al cancer gastrico y su relacion con VEB y H. pylori. Y siendo el
cancer gastrico la segunda neoplasia mas comun, y la primera causa de muerte
asociada a cancer. Se deriva la pregunta ;Cual es la relacion de estos
patdgenos, el CG y existen diferencias en el desarrollo y prognosis frente a
estos? Es asi que multiples mecanismos se han asociado de forma
independiente al proceso de la carcinogénesis gastrica. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, consiste en un proceso multifactorial y a menudo se asocia
con infecciones por virus y bacterias. Dos agentes infecciosos son asociados con
el proceso de carcinogénesis gastrica: VEB y H. pylori, de los cuales, no se
conoce con exactitud su prevalencia en la poblacidn de pacientes diagnosticados

con adenocarcinoma gastrico en el INEN.
1.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El cancer gastrico en el Peru es la primera causa de muerte por cancer en Lima
Metropolitana, siendo que el riesgo de desarrollar la enfermedad se relaciona a
factores diversos tanto dietéticos, tabaquismo e infecciones por H.pylori y el virus
de Epstein-Barr. Adicionalmente poblaciones sin agua potable o de mala calidad
tienden a tener un mayor riesgo de desarrollo de esta enfermedad. (Pilco, P. y
col.2006)

Los patdgenos H. pylori y el VEB han sido reconocidos como agentes
carcinogénicos pertenecientes al grupo 1 (Agentes carcinogénicos en humanos)
por la Organizacion Mundial de la Salud, los cuales presentan una evolucion de
la enfermedad distintiva. Por esta raz6n es necesario que se realicen
investigaciones en esta area que permitan entender a mayor profundidad la
relacion entre las infecciones causadas por estos patdgenos y el desarrollo del
CG, permitiendo lograr una mejor prevencion, pronostico de la enfermedad y

tratamientos especificos e individualizados.



1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la prevalencia de los agentes infecciosos bioldgicos Virus de Epstein-
Barr y de H.pylori por en pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico

en el Instituto Nacional de enfermedades Neoplasicas (INEN).
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Detectar un grupo de genes especificos de H. pylori mediante reaccion de la

cadena polimerasa en tiempo real (QPCR).

e Detectar el gen BNFR1 especifico del VEB mediante reaccidén de la cadena

polimerasa en tiempo real (QPCR).
e Determinar la incidencia de CG asociado a H. pylori y VEB.

e Describir las variables clinicas y epidemiologicas asociadas a H. pylori y VEB
en pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico en el INEN.

¢ Analizar la sobrevida en pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma gastrico

asociado a H. pylori y VEB.



1I1l. MARCO TEORICO

3.1 Cancer gastrico

El CG, es una enfermedad compleja, para la cual se han propuesto diversos
mecanismos de origen molecular, entre ellos, se ha propuesto que este se
origina a partir de células madre derivadas de la medula 6sea, o que se origina
en las células de la mucosa del epitelio gastrico y en el cual influyen factores
genéticos asi como ambientales o de la dieta; factores extrinsecos, que son
capaces de generar alteraciones genéticas y epigenéticas, es asi que la
evolucion de un tejido normal hacia la malignidad implica varias etapas donde la
primera de estas transformaciones es la displacia (alteracion del tamafio , forma
y organizacién de las células) la cual sin tratamiento puede derivar hacia la

evolucion de un carcinoma(Barboza y col., 1996 y Medina, H. 2010).

El CG es una enfermedad de varios pasos y multifactorial que generalmente
involucra la progresion desde una mucosa normal por causa de la gastritis
cronica (inflamacién cronica de la mucosa gastrica), a una gastritis atrofica
(perdida de glandulas gastricas), y metaplasia intestinal (substitucion del epitelio
gastrico por epitelio intestinal) displasia (neoplasia intraepitelial) para finalizar en
un carcinoma. Esta secuencia se conoce como la cascada multipasos de la

carcinogénesis gastrica de Correa. (OMS).

La progresion del proceso carcinogénico es atribuida a diversos mecanismos,
siendo los mas importantes; inflamacion crénica, proliferacion celular excesiva y
disminucién de la secrecion acida. Sin embargo, no solo puede ser explicado con
variables independientes debido a que existe una marcada variacién individual y
ambientales (Lee y col., 2007). En el registro de cancer de Lima Metropolitana:
Incidencia y mortalidad 2010-2012, la ex -Direccion General de Epidemiologia
del Ministerio de Salud del Peru afirma que el riesgo a desarrollar cancer de

estbmago estd relacionado a factores dietéticos, consumo de tabaco e



infecciones por H. pylori (Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y
Control de Enfermedades del Ministerio de Salud del Peru, 2016).

3.2 Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo Gram negativo, curvado y microaerofilo que se encuentra
en la mucosa gastrica del estbmago humano. En cuanto a sus caracteristicas
metabdlicas se observa que estas no fermentan ni oxidan azucares con
excepcion de la glucosa, son incapaces de hidrolizar gelatina, almidon caseina

y tirosina, son rojo de metilo negativo y Voges-Proskauer negativos.

En cuanto a su morfologia esta es, espiral y bajo condiciones 6ptimas desarrolla
una forma de “S” con 1 a 3 giros. Aunque su desarrollo in vitro es menos espiral.
Presenta unas dimensiones promedio de 0.5 a 1 ym de ancho y de 3 um de
largo. (Weeks y col., 2000). Tiene de 2 a 6 flagelos monopolares, los cuales son
fundamentales para su movilidad, y los cuales estan adaptados al medio acido
permitiéndole navegar a través de la mucosa gastrica, los cuales se encuentran
protegidos dentro de una estructura lipidica, igual que la membrana externa, la
cual aparentemente tiene por finalidad la de protegerlos de las secreciones
acidas del estbmago. Existe gran variedad genética entre cepas de H. pylori, lo
que le confiere diferencias en su potencial patogénico y carcinogénico. La
mayoria de las cepas de H. pylori, expresan factores de colonizacion que afectan
diferentes rutas de senalizacion del huésped. Ademas, cuenta con un numero de
adhesinas que permiten su adherencia al epitelio gastrico. Y aunque el proceso
por el cual se da la adhesion no esta totalmente dilucidado, esta es esencial para
asegurar la colonizacién y supervivencia de la bacteria en el estomago
(Wrobleski, Peek y col., 2013).



3.3 Factores de colonizaciéon

H. pilory secreta un coctel de enzimas para asegurar su supervivencia, y dentro
de estas la mas abundante de todas es la ureasa, la cual representa
aproximadamente un 5% del total de enzimas producidas. (Hu y Mobley, 1990).
La principal funcion de esta enzima es la de neutralizar el acido clorhidrico del
estobmago, ya que esta convierte urea gastrica en amonio, generando un
ambiente que promueve su desarrollo y mantencioén a través del tiempo (Alarcén,
Barquero, y col., 2004). La ureasa se ubica en el citosol de la bacteria y en su
superficie, aunque se estima que esta ultima podria tratarse de un mecanismo
no especifico para la exportacion de la enzima; posee un peso molecular de 600
kDa y esta codificada por siete genes denominados ureA a ureG (Mobley, 1996).
Otra de las enzimas importantes para el desarrollo bacteriano son las proteinas
“hsp” (proteinas de choque térmico), las cuales se encuentran en la membrana
de la bacteria, y participan como medios para el reconocimiento y adherencia
bacteriana. Estas enzimas y su expresion son sensibles a la acidez del
estbmago, por lo que se considera que el rol de esas es vital en la interaccion

bacteriana con las células epiteliales gastricas (Ortiz y Coria, 2015).

3.4 Factores de virulencia

H. pylori induce la formacion de vacuolas en una gran variedad de células
eucariotas mediante la secrecidon de la enzima denominada citotoxina
vacuolizante (vacA). Inicialmente se pensé que dicha accidén no era de caracter
téxico, pues no era neutralizada por antitoxinas bacterianas; ademas, el amonio
liberado por la actividad de la ureasa puede inducir un dafio similar. Esta proteina
es una de las principales toxinas de H. pylori y uno de los factores de virulencia
asociados a los casos de enfermedades gastricas severas. Al interactuar con
células epiteliales induce a la formacion de vacuolas lo cual altera las funciones
que ocurren en la via endocitica, ya que facilita la liberacion de hidrolasas al
medio extracelular, lo que a su vez afecta la integridad del epitelio gastrico y la

degradacion de ligandos exdgenos. Otra de sus funciones es la de unirse a la



membrana de las mitocondrias, afectando su polaridad y promoviendo la
liberacion del citocromo ¢, desencadenando una cascada pro-apoptoética de la

caspasa lll. (Leunk y col. 1988; Cover y col. 1992).

La citotoxina vacuolizante es codificada por el gen asociado a la vacuolizacién
(vacA), el anadlisis de esta proteina indica que posee una sefal amino terminal
corta, la cual es clivada para permitir su paso a través de la membrana
citoplasmatica y una carboxiterminal de 45kDa que actua como poro. Todas las
cepas estudiadas de H. pylori presentan en su genoma el gen vacA; aunque se
encuentran variaciones en la secuencia relacionada con su secrecion alelos s1
y s2 los cuales se encuentran en el extremo 5°del gen y los alelos m1y m2 en la

region media del gen (Olaya, 2008).

Estudios realizados indican que la frecuencia de las ulceras pépticas esta
relacionado con la presencia de la variante s1 en los pacientes. (Somodevilla,
2012), De la misma forma cuando se evalud el dano epitelial causado por
infecciones de H. pylori, se encontré que este se correlaciona a la presencia de
la variante m1 (Atherton, Peek y col., 1997) aunque ambas variantes presentan
dificultades al interactuar con la linea celular Hela (derivado de una biopsia de
tejido tumoral cervico-uterino de la paciente Henrietta Lacks), indicando que
probablemente las distintas variantes de la toxina presenten diferentes dominios

de union (Cover, Tummuru y col., 1994)

El hallazgo del gen cagA se dio debido a la falta de congruencia entre la
citotoxicidad y la presencia del gen vacA, y por lo tanto a su toxigenicidad. Una
caracteristica importante de esta enzima es que esta solo se encuentra en cepas
aisladas de casos sintomaticos de infeccion bacteriana. En los paises en via de
desarrollo la proporcion de cagA positivos es mayor cuando se le compara a la

proporcién encontrada en paises desarrollados (Blaser, 1996).

Las cepas cagA positivo al ser mas virulentas estan asociadas con ulceracion
duodenal, gastritis atréfica, adenocarcinoma y recientemente se ha demostrado

que producen una profunda inflamacién con una densidad bacteriana en el antro



gastrico de alrededor de 5 veces la inducida por cepas cagA negativo (y col.
1994).

Por lo tanto, la identificacion de los genes vacA y cagA permite identificar las
cepas con mayor virulencia y por tanto asociadas con cuadros clinicos mas

Severos.
3.5 Virus Epstein-Barr

El VEB fue aislado en 1964, siendo asi el primer virus causante de tumores en
humanos, esto se logré a partir de la deteccién del virus en una linea celular
derivada de un linfoma de Burkitt. EI VEB es un herpes virus humano clasificado
dentro de la subfamilia gammaherpesvirus y es el prototipo del género
Lymphocryptovirus. Siguiendo la nomenclatura tradicional adoptada para los
herpesvirus humanos, la designacion formal de VEB es Herpes virus Humano 4
(HVH-4). (Beltramino, M. y col 2005)

El VEB se encuentra clasificado como un ADN virus de doble cadena lineal, con
una proteina central en forma de toroide que se encuentra envuelta por el
material genético el cual tiene una extension de 172 kb las cuales codifican 85
genes. El material genético se encuentra recubierto por una capside proteica y
una envoltura virica. Entre ambas estructuras se encuentra una membrana
intermedia conocida como el tegumento, compuesto por aproximadamente 162
capsémeros. Esta envoltura presenta diversas glicoproteinas encargadas de
regular y permitir el tropismo celular, el reconocimiento de los receptores y del

hospedero. (Odumade, o. y col, 2011)

Los genes de VEB se dividen en dos grupos principales: genes liticos y genes
latentes. A su vez estos se dividen en genes inmediatos y genes tardios (IARC
MONOGRAPHS - 100B)

Una vez que el virus logra ingresar al nucleo, el ADN debe enfrentar diversos
factores antivirales intrinsecos. Entre los mas importantes se encuentran los

cuerpos nucleares PML o CN-PML (proteina leucemia promielocitica) también



referido como dominio nuclear 10 (ND10). Los CN-PML son agregados
nucleoplasmaticos cuya composicion principal se da por la PML, Sp100
(Proteina asociada a Cuerpo nuclear LMP) Daxx (Chaperona H3.3, encargada
de la formacion de la Heterocromatina) y ATRX (Proteina encargada de la
formacion del complejo Daxx-ATRX) (Huang, H. 2016 y K. Tsai, 20014). El
tamafio y abundancia de estos agregados son inducidos por la accion de
interferones y la sobreexpresion de estos es capaz de inducir la represién viral.
El VEB debe contrarrestar este factor y una de las primeras medidas que toma
esta relacionada con las proteinas de tegumento, las cuales son ensambladas y
enviadas junto con el virion infectivo. Estas proteinas se posicionan
estratégicamente para contrarrestar las defensas intrinsecas y dar apoyo en las
etapas tempranas de la infeccion.

De las proteinas tegumentarias, la mas importante y abundante de todas es la
proteina BNRF1, codificada por el gen homénimo. Siendo esta esencial para el
establecimiento de la infeccion latente, aunque su funcién es principalmente

desconocida.

VEB establece una infeccion latente preferentemente en los linfocitos B pero
también es capaz de infectar a las células epiteliales. La infeccion primaria es
una de las principales causas de la mononucleosis Infectiva (IM); mientras que
la infeccion latente esta asociada a diferentes enfermedades como carcinomas
nasofaringeos, linfoma de Burkitt's y linfoma de Hodgkin. Mas alla de eso
también es responsable de la mayoria de enfermedades linfoproliferativas

asociadas con SIDA e inmunosupresion que sigue al trasplante de 6rganos

La asociacion entre el VEB y cancer gastrico fue reportada inicialmente en 1990
por Burke y col. y desde entonces varios estudios reportaron que los casos de
cancer gastrico relacionado con el VEB componen aproximadamente el 10% del
total de casos de CG a nivel mundial (Ushiku T y col. 2007). Se debe tomar en
cuenta también que la distribucion de los casos tiene una fuerte influencia
regional, variando desde el 6.4% en China hasta el 19.5% en Alemania

(Faghihloo, E. y col. 2014) y ha sido sugerido que los casos de CG relacionado



con VEB son una entidad clinico-patolédgica diferente a los casos clasicos, ya
gue ocurre a una edad mas temprana, presenta una histopatologia diferente y
una localizacion mas proximal. En estos tumores, el genoma del VEB esta
presente en casi todas las células y estas son monoclonales, sugiriendo que la
infeccion toma lugar en una célula precursora del tumor. En estas células el virus
se encuentra en un estado latente correspondiente a un intermedio entre los
programas de latencia | y Il, presentandose las proteinas EBNA-1, EBERS,
BARF-0 Y LMP-2A en adicién a esto, también se puede encontrar genes liticos
como BARF-1 y BHRF-1. (IARC MONOGRAPHS - 100B) (Hausen, A. y col.
2000)

Se han detectado en humanos dos grupos principales de VEB: VEB-1 y VEB-2
(también conocidos como tipo A y B) los cuales difieren en los genes que
codifican los antigenos nucleares (EBNA-2, EBNA-3A/3, EBNA-3B/4 vy
EBNA3C/6). VEB-2 es menos eficiente inmortalizando a las células B en cultivos
in vitro, mientras que el VEB-1 presenta una menor viabilidad de la linea celular

linfoblastoide.



V. ANTECEDENTES

4.1 Cancer Gastrico

La primera descripcion de CG es atribuida al aleman M. Verse que en el afio
1903 publica “Die Histogenese der Schleimhautcarcinome”, aunque el primero
en emplear el término fue el francés Bayle en 1833 denominandolo “Cancer
gastrico en su primera etapa”. La incidencia de CG varia notablemente de

acuerdo a la region geogréfica, y la mortandad asociada a este tipo de cancer.

De esta manera en Asia se encuentran 3/4 de los casos mundiales de CG
mientras que solamente China representa 2/5 del total de casos. En el caso de
Ameérica Latina y el Caribe, estos representan el 6.4 % de los casos totales de
CG a nivel mundial (aproximadamente 960 mil casos nuevos en el afio 2012).
(World cancer report, 2014. Steward. B & Wild. C). En el Perq, el CG es el de
mayor incidencia entre hombres y es el tercero mayor entre mujeres. Por el lado
de Lima segun estadisticas del afio 2012, el CG es el segundo de mayor
frecuencia entre hombres y el tercero entre mujeres. Representando asi el 7.9%

de todas neoplasias (Registro de cancer de Lima Metropolitana, Payet, M. 2016)

Aproximadamente el 90% de casos de CG son pertenecen a la variante
adenocarcinomas.(Espejo & Navarrete, 2003) Este se inicia en las células de la
mucosa del epitelio gastrico y en su origen se consideran factores intrinsecos
(factor genético) que son susceptibles a agresiones del medio ambiente o de la
dieta; y factores extrinsecos, que son capaces de generar mutaciones genéticas,
siendo reconocidas como lesiones pre malignas, entre ellas, la displasia, los
adenomas y mas comunmente la gastritis (Barboza y col., 1996). A pesar de
esto, el CG es altamente heterogéneo en cuanto a sus patrones de crecimiento,
diferenciacion celular, histogénesis y patogenia molecular. Actualmente la

Organizacion Mundial de la Salud (WHO) reconoce cinco tipos de CG: (i) tubular,



(ii) papilar, (iii) mucinosos poco cohesionados; y (iv) mixtos. (Lordick, f. y col.
2014)

Segun la clasificacién de Lauren (1965) existen dos grupos principales de CG,
siendo estos el (i) tipo intestinal y (ii) tipo difuso (de la clasificacion de Lauren el
cancer de tipo intestinal y tipo difuso se corresponden aproximadamente a los
tipos tubular y papilar respectivamente). Ambos con caracteristicas patolégicas
y moleculares diferentes. El adenocarcinoma de tipo intestinal tiene una mayor
prevalencia en pacientes de edad avanzada con historial de gastritis cronica,
seguido por una progresion de metaplasia intestinal, displasia y finalmente CG.
Por otro lado, el CG de tipo difuso es mas comdn en personas jovenes y su

patogenia no se ha esclarecido del todo. (Lauren. P, 1993)

Debido a que el diagnéstico de la enfermedad, generalmente es realizado en
estadios tardios, la cirugia es el Unico tratamiento curativo del CG. El prondstico
de esta enfermedad esté afectado por dos factores principales: (i) la profundidad
de la penetracion del cancer primario en las paredes estomacales y (ii) la
diseminacién en los ganglios adyacentes. La ubicacion del cancer primario
también influye en los resultados y un cancer en la parte superior del estémago
se asocia con un resultado menos favorables que aquel en la parte media e

inferior del estbmago (Atherton y col., 2006).
4.2 Helicobacter pylori.

H. pylori fue descubierto a inicios del afio 1980 y reportado a la comunidad
cientifica por Marshall y Warren en el afio 1983. (Ramirez, A., Sanchez, 2008).
Originalmente fue denominado como organismo similar a Campylobacter y luego
como Campylobacter pyloridis; nombre de la especie que no se ajusté a las
normas de nomenclatura, lo que fue enmendado como Campylobacter pylori. No
obstante, las diferencias morfolégicas de la nueva especie con las preexistentes,
su patron de acidos grasos y diferencias genéticas, ponia en duda su inclusion

en el género Campylobacter, lo que llevdé a la propuesta del nuevo género



Helicobacter (Goodwin y col., 1989) y ello motivé al cambio de la descripcion del

género Campylobacter (Vandamme y col., 1991).

H. pylori es un bacilo Gram-negativo con forma de S o curvada y microaerdfilo
con una morfologia espiral en forma de un sacacorchos cuando se encuentra en
la mucosa gastrica y menos espiral cuando crece en medios artificiales. Presenta
unas dimensiones de 2.4 a 4um de largo y de 0.5 a 1.0 um de ancho. H. pylori,
presenta una gran actividad de la enzima ureasa lo que le permite crear un
ambiente alcalino dentro del estomago permitiéndole al organismo sobrevivir las
acidas condiciones del estomago (Brown, L., 2000). Presenta de 3 a 4 flagelos
polares, fundamentales para su movilidad, y que estan recubiertos por una vaina
de estructura lipidica, igual que la membrana externa, que parece tener la misién
de proteger a los flagelos de su degradacion por medio acido. Existe gran
variedad genética entre cepas de H. pylori, lo que le confiere diferencias en su
potencial patogénico y carcinogénico. La mayoria de las cepas de H. pylori,
expresan factores de virulencia que afectan diferentes rutas de sefializacion del
huésped. Ademas, cuenta con un numero de adhesinas que permiten su
adherencia al epitelio gastrico. Esta adhesién es esencial para asegurar la
prolongada persistencia de la bacteria en el estbmago, permitiéndole desplegar

los factores de virulencia. (Wrobleski, Peek y col., 2013).

En poblaciones desarrolladas se han descrito tasas de prevalencia menores que
en paises en vias de desarrollo, hallazgo relacionado al nivel socioeconémico
gue predomina y condiciones de salubridad publica que en estos ultimos se
presenta. Actualmente se estima que el 60% de la poblacion mundial esta
infectada por H. pylori (Cave., 1997). Un reporte realizado en el pueblo joven
Pampas del distrito de San Juan de Miraflores en Lima (Perd), indica una
prevalencia de H. pylori en mas del 80% de esta poblaciéon de nivel

socioeconomico bajo durante el periodo 2000-2002 (Soto y col., 2003).

El Consenso Latinoamericano sobre infeccion por H. pylori celebrado en el afio
2000, encontrd recurrentemente que las prevalencias no varian con el estado

socioeconémico, ni con el sexo, asimismo no aumenta con la edad, esto ultimo



puede ser debido a que la infeccion se adquiere en edad temprana y a las
diferencias migratorias de estas poblaciones. Estudios realizados a nivel mundial
demuestran que la prevalencia de H. pylori es muy heterogénea tanto a nivel
socioeconémico como etario. Asi la prevalencia de la infeccién tiende a ser
mayor en Ameérica central, América del sur (= 20 afios de edad: prevalencia del
30 % en Argentina hasta 70 % en México; = 60 afos: desde 70 % en Chile hasta
90 % in México) y Asia (en 1998 la prevalencia fue de 50% en =20 afiosy 70 %
a los = 60 afos). Y menor en paises de Norteamérica y Europa. (Peleteiro, B. y
col., 2014).

La infeccidn de H. pylori tiende a agruparse en clUsteres familiares, aunque, si la
causa de esto es debido a la exposicion conjunta a la misma fuente, o se da
entre personas se desconoce. (Malaty, H., y col 2002). A pesar de la alta
incidencia de la infeccion por H. pylori, los reservorios y vias de transmision
todavia no estan claras, aunque se han sugerido multiples rutas de transmision.
En paises en vias de desarrollo, como el Peru hay una elevada prevalencia de
enfermedades infectocontagiosas producidas por microorganismos que son
viabilizados por el agua de consumo humano. En un reciente estudio se
demostré que el agua de la Atarjea, central de procesamiento desde donde se
distribuye el agua a la ciudad de Lima, presentaba material genético de H. pylori
(Ramirez y col., 2005).

La erradicacion de la infeccion de H. pylori es posible, disminuyendo de forma
significativa el riesgo de desarrollar CG en pacientes que no presentan lesiones
previas, reforzando asi el principio de que este organismo influye en las primeras
etapas de carcinogénesis gastrica (Stolte y col., 1989). El tratamiento de la
infeccion cuando es sintomatica consiste en una combinacién de tres drogas:
claritromicina, amoxacilina o metronidazol y omeprazol. En pacientes con Ulcera,
el procedimiento habitual es erradicar la infeccion hasta que la uUlcera sana.
Desafortunadamente, se ha incrementado el numero de infecciones por cepas

resistentes a este tratamiento.



4.3 Virus de Epstein-Barr

El VEB ha evolucionado junto con los humanos durante millones de afios y esta
asociacion lo ha llevado a estar extremadamente adaptado a su hospedero, lo
que lo convierte en uno de los parasitos humanos mas efectivos (Macsween, K.
Crawford, D. 2003).

En los afios finales de la década de los 50" Denis Burkitt, describio un tipo comun
de cancer en Uganda, debido a la distribucién del Linfoma de Burkitt se hizo
evidente que un virus podia ser el responsable de esta enfermedad. En el afio
1964 Epstein, Achong y Barr, identificaron particulas parecidas al virus herpes
en un cultivo celular derivado de una biopsia del Linfoma de Burkitt. (Young, L.
S., Murray, G. 2003)

El VEB es un herpes virus humano de amplia distribucion mundial, este se aloja
principalmente en los linfocitos B, aunque también es capaz de infectar linfocitos
T y células epiteliales. La exposicion a este virus se da generalmente en los
primeros afios de vida y produce durante la vida del individuo una infeccion
latente asintomatica, asi, afectando a mas del 90% de los adultos en el mundo,
los cuales mantienen una baja carga viral en los linfocitos B de memoria (1-50 x
1076 células) (Hassan, R. y col., 2006).

Como todos los herpes virus, el VEB existe en un balance dinamico entre la fase
litica y la fase latente. Al ingresar al nicleo, los virus enfrentan varias resistencias
antivirales que restringen la expresion y replicacion de genes virales. Una
prominente estructura antiviral involucrada es el cuerpo nuclear PML (CN-PML),
la cual es susceptible a la accion de interferones llevando asi a su
sobreexpresion y a la represion de la infeccion viral. El programa de expresion
genética asociado a la inmortalizacion de las células B se denomina latencia.
Existen 3 programas de latencia (Latencia I, Il y Ill) cada uno caracterizado por
un diferente tipo de expresion proteica. Inicialmente el virus entrara en la fase lll
(linfocitos B inmaduros) el cual se caracteriza por la presencia de los seis

antigenos nucleares (EBNASs) y 3 proteinas de membrana (LMPs) junto con ARN



no codificantes (EBERs y miRNAS) esta fase permite la sobrevivencia del virus
dentro de las células infectadas en forma de episoma la presencia de las
proteinas virales induce el cambio de linfocito B inmaduro a blasto proliferativo
(conocido como activacion de células B). eventualmente el virus restringe la
expresion proteica lo cual hace que este ingrese en la fase de latencia Il la cual
induce el cambio de la célula B a linfocito B de memoria. Finalmente, el VEB
ingresa en la fase de latencia | donde solo la proteina EBNA-1 y el ARN no
codificante EBER son expresados. (Amon, W & Farrell, P. 2004)

La fase litica del VEB es la que permite la creacion y multiplicacion del virus,
dando origen a viriones infectivos. La forma en la que se el VEB ingresa a esta
fase, no esté del todo dilucidada, aunque modelos in vitro demostraron que la
reactivacion se da cuando los receptores del Linfocito B son activados. Sobre
esta base es que se cree que la reactivaciéon viral in vivo se da cuando los
linfocitos B reaccionan a infecciones no relacionadas. (Amon, W & Farrell, P.
2004) (Odumade, O.y col. 2011)

Los herpes virus, incluido el VEB desarrollaron muchas medidas para combatir
esta respuesta. Por parte de la célula infectada entre ellas se tienen a las
proteinas del tegumento, las cuales se despliegan junto a los viriones infectivos
y se posicionan de manera estratégica para contrarrestar las defensas
antivirales, en las etapas tempranas de la infeccion. La més abundante de estas
proteinas es la proteina de tegumento BNFR1, la cual es esencial para el
establecimiento de la infeccion, a pesar de su importancia su funcion es
mayormente desconocida. En estudios se demostré que VEB mutantes, carentes
del gen BNFR1 si bien pueden reactivarse luego de la fase de latencia, y producir
particulas virales normales, presentan cargas virales 20 veces menores que los

VEB productores de esta proteina tegumentaria

El VEB se encuentra relacionado a varios tipos de tumores malignos, como el
linfoma de Burkitt y Carcinoma Nasofaringeo. En el afio 1992 Shibata y Weiss,
reportaron la presencia del virus en el 16 % de adenocarcinomas gastricos.

Estudios subsecuentes demostraron que la presencia de este virus, varia en



proporcion de pais en pais desde un 2% hasta 16% (Yoshiwara, E. y col. 2005).
Las células del epitelio gastrico infectadas por VEB expresan genes virales de
latencia como LMP1, LMP2A, EBNA1, EBER y BART que pueden producir
metilacion de promotores oncogénicos. Asi mismo, las células del huésped
inducen densas metilaciones para silenciar la mayoria de genes virales.
Diferentes trabajos han descrito un alto grado de metilacion, clasificandose como
un fenotipo metilador de islas CpG (Matusaka, y col. 2014). Los linfocitos CD8+
juegan un rol activo en eliminar directamente las células tumorales y su presencia
se asocia a un prondstico favorable (Hu, M. y col. 2014 y Lee, HE. Y col. 2008).
Los tumores gastricos asociados a infeccién con VEB, tienen una infiltracion
masiva por células T citotdéxicas CD8+ (Kijima Y, y col. 2001, y Saiki, Y. y col.
1996). Strong y col., encontraron que las muestras con mayores niveles de
transcriptos de VEB, se asociaban con una mayor infiltracién de células inmunes
y expresion de genes relacionados a respuesta asociada a IFN-y (Strong, MJ. y
col. 2013). Estudios recientes describen la presencia de subtipos de linfocitos
intratumorales y su asociacion con otras variables. Ma y col., encontraron
asociacion entre FoxP3+ y un prondstico favorable (Ma, GF. y col., 2014). A
diferencia del linfoma de Burkitt y del carcinoma nasofaringeo, que son
endémicos en Africa y el sudeste asiatico, los casos de CG relacionados a VEB,
se considera una enfermedad no endémica, distribuida alrededor de todo el

mundo, aunque con diferencias regionales (Takada, K. 2000)

Histologicamente los adenocarcinomas gastricos relacionados al Virus Epstein-
Barr. (VEBaCG) se caracterizan por ser uniformes, lo cual sugiere que derivan
de una Unica célula infectada por VEB, con una marcada infiltracion intra o peri-
tumoral de células inmunes, en este estudio se clasifico a VEBaCG dentro de
tres subtipos histologicos dependiendo de la respuesta celular inmune: (1)
linfoepitelioma-like carcinoma (LELC); (2) carcinoma with Chronn’s disease like
lymphoid reaction (CLR); y (3) adenocarcinoma convencional. (Cho, J. y col
2016)



4.4 Relacion entre H. pylori, y Virus Epstein-Barr y Cancer

Gastrico.

La mayoria de los pacientes infectados por H. pylori, desarrollan lesiones no
neoplasicas. Alrededor de 10% de los individuos infectados desarrollan uUlceras
peptidicas, sOlo el 1-3% desarrollan adenocarcinoma gastrico y <0.1%
desarrollan linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) (Peek, y col.,
2006). La relacion entre la bacteria, gastritis cronica y CG ha sido ampliamente
descrita en diversos estudios a nivel mundial. En 1975 se asocio la presencia de
H. pylori con la inflamacién de la mucosa gastrica y posteriormente en 1985 con
la Ulcera péptica, estableciendo de este modo una relacion causal entre H. Pylori
y las lesiones de la mucosa gastrica (Milne y col., 1995), con un riesgo para llegar
a causar CG del 75%. Esto hace vital su deteccién temprana con la finalidad de

dar tratamiento (Wroblewski y col., 2010).

Las infecciones por H. pylori llevan a menudo a una inflamacion crénica, lo cual
es un factor de riesgo conocido. EI CG generalmente se inicia con un proceso
inflamatorio asociado a la infeccion de H. pylori. Mas recientemente el VEB
también fue relacionado con CG aunque su relacion con el proceso inflamatorio
sigue pobremente estudiado. (Cardenas-Mongragon, M. y col. 2013). Una
posible relacibn que se encontr6 en reportes de casos describe como las
infecciones agudas pueden causar gastritis severas que a veces simulan
linfomas. También se demostré que en pacientes con gastritis atrofica, se pude
detectar ADN virico en el 65.7% de los casos y existe una fuerte correlacién entre
la deteccion de VEB, la severidad de la inflamacion y la atrofia de la mucosa.
(Buzas, G. & KonderakK J. 2015)

Aproximadamente el 10% de los casos de CG estan infectados con VEB, siendo
la prognosis de estos casos poco comprendida. El linfoepitelioma parecido al
carcinoma (LELC) es un subtipo especial de CG donde mas del 90% de los casos

son positivos para infeccion de VEB.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de Ejecucion

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en el Departamento de
Investigacion y el Laboratorio de Biologia Molecular de Banco de Tejidos
Tumorales del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante el afio 2017.

5.2 Tipoy Disefo de la Investigacion.

La presente investigacion se realiz6 en laboratorio, buscando encontrar un
vinculo estadistico entre las infecciones de los patégenos H. pylori, y VEB y
pacientes de adenocarcinoma gastrico. Por lo tanto, se empledé un método de
correlacion para el analisis de los datos. El disefio de este estudio siguio las

etapas de una investigacion de tipo experimental.

5.3 Ficha de Recolecciéon de dato.

Se elabor6 un formato de ficha de recoleccion de datos de los pacientes, donde
ademas se incluyeron variables clinicas, patolégicas y aquellas que resultaran
relevantes para la realizacion del presente estudio, como lugar de nacimiento,
lugar de residencia, edad, y antecedentes de enfermedad gastrica (ANEXOS N°2
y N°3). Cada paciente fue entrevistado personalmente durante su periodo de

hospitalizacion.



5.4 Consentimiento Informado y Encuesta.

El proyecto de investigacion fue aprobado por el comité revisor de proyectos del
INEN. Una vez aprobado (Codigo INEN15-10) el proyecto, junto con el
consentimiento informado, fueron sometidos al Comité de Etica del INEN para
su aprobacion. De igual modo se elaboraron las encuestas que sirvieron para la
recoleccion de informacion sobre domicilio actual, habitos alimenticios y

condiciones preexistentes de la enfermedad. (ANEXO N°1)

El procedimiento para incluir a un paciente en el estudio fue el siguiente: en
primer lugar, al paciente se le entregé el consentimiento informado previo a su
procedimiento quirdrgico, contando con la presencia de un familiar como testigo,
es en este momento que se absolvieron las dudas y preguntas que este pudiera
presentar. Es en este momento en el que se present6 una breve encuesta de
aproximadamente 10 minutos de duracion en el cual se recolecto la informacién

del paciente.
5.5 Poblacion

Se seleccion6 un grupo de 150 pacientes nuevos con diagnostico de
adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas desde el mes de diciembre del 2016 hasta octubre 2017.

5.6 Criterio de inclusién.

Se incluyeron en el estudio a pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico los cuales fueron sometidos a cirugia para reseccion del tumor. En el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) en el periodo

comprendido entre diciembre del 2016 y octubre del 2017.



5.7 Criterio de exclusion

Se excluyeron del estudio a pacientes con diagnéstico de neoplasias diferentes
a adenocarcinoma gastrico, pacientes menores a 18 afos, pacientes con
historial de neoplasia previa, pacientes con infeccion activa de HIV, HBV o HCV
y pacientes con diagnostico de adenocarcinoma gastrico con cirugia sin éxito (es

decir sin reseccion de tejido).

5.8 Andlisis y procesamiento de datos.

Se elabor6 una base de datos con pacientes con diagnostico de CG atendidos
en el INEN, tras el inicio del proyecto. En la base de datos se incluyeron las
variables clinicas, patologicas y todas aquellas necesarias para la realizacion del

estudio. La base de datos se elabord en programa Excel.

Los resultados obtenidos se incorporaron a una segunda base de datos, donde
se relacionaron con las variables recogidas de cada paciente. Estas variables
estan relacionadas con un orden numérico en otra base de datos custodiada por
el director del trabajo y que se destruira una vez terminado el estudio. Para el

analisis estadistico se utilizara el programa informatico STATA 14.
El andlisis de los datos incluyo:

a) Descripcion de la distribucién y frecuencia de cada una de las variables.

b) Estudio de la asociacion de variables cualitativas dicotbmicas mediante el test
Chi-Cuadrado o exacta de Fisher.

c) La comparacion de las medias se realizar4d mediante el test t-student, previa
comparacion de supuestos.

d) Finalmente se evaluara la relacion entre la prevalencia de H. pylori y VEB, el
desarrollo de CG vy las variables clinico-patolégicas mediante el modelo de

regresion logistica.



e) Toda evaluacidn estadistica se realizara a un nivel de significacion de 5% o

nivel de confiabilidad de 95%.

5.9 Variables

Las variables del presente estudio fueron obtenidas a partir de encuestas y
revision de las historias clinicas de cada paciente (anexo N°2). Se organizaron 7
variables obtenidas de las encuestas: procedencia, sexo, edad, lugar de
abastecimiento de agua, tipo de consumo de agua, antecedentes de enfermedad
géstrica e indicios de familiares con enfermedades géstricas. Por otro lado, se
obtuvieron 13 variables clinicas obtenidas del historial hospitalario de cada

paciente



5.10 Operacionalizacion de las variables

La definicion operacional de las variables se define en el siguiente cuadro

Escala

, Tipo de Definicién :
Variable pC de . Registro
Variable . .. _|operacional
medicion
Cuantitativa Genes constitutivos:
Genes .
- . Ureasay Proteina de .
constitutivos  H. De razoén ..~ | Concentracion ng/ml
lori _ Shock Termico
py Discreta (hspA)
Cuantitativa Genes de virulencia:
Genes de Gen A asociado a
virulencia H. De razoén citotoxina y Gen de | Concentracion ng/ml
pylori Discreta proteina
vacuolizante
. Cuantitativa - .| Concentracion
Gen asociado a De razén Gen de la capside #eopias ADN
VEB viral (RNFL1) V,.p e
Discreta Inco/m
Cualitativa
Estadio clinico de . Tamafio y extension (I, 1A, 1IB, 1A, B,
. o Ordinal .
cancer gastrico ) del cancer nc, v
Discreta
Cuantitativa Edad en afos que
Edad De razon tiene el paciente al Va entre 18 a 90
_ momento del
Discreta diagndstico.
En qué dia, mes y
afio fue
Fecha de [ Cuantitativa . diagnosticado con| . ~
) o . Deintervalo | _, Dia, mes y afio
diagnostico Discreta cancer de mama
durante consulta con
el oncélogo.
S_ubtlpo_ I : El patrén histolégico | Intestinal, Difuso o
histologico Cualitativa Nominal . o :
del cancer géastrico | Mixto
(Lauren)
Grado histoldgico | Cualitativa Ordinal Bien diferenciado




La descripciéon de un
tumor que se basa
en la forma como se
ven las células y el
tejido de un tumor al

Medianamente
diferenciado

Pobremente
diferenciado

microscopio.
Lugar donde se
Lygar exacto del .dgs'arrolla Antro, Cuerpo
cancer Cualitativa Nominal |nJC|aImente el gastrico, Curvatura
cancer menor,  Curvatura
mayor, Fondo, Otros.
.. | Cuantitativa . E[' que dia, mes yi ~
Fecha de cirugia | ~. Deintervalo |afio se realizd la|Dia, mesy afio
Discreta PR
cirugia.
Tipo de cirugia Cualitativa Nominal C|rug|§1 realizada en Gastrgctomla radical
la paciente. y parcial
Numero de ganglios
Numero de Cuantitativa ] linfaticos _
ganglios . De razon comprometidos VadeOa>10
. Discreta
comprometidos encontrados en la
cirugia.
. Respuesta
Grado de Miller y o . patolégica del tumor|Va de 1-5 (tumor) y
Payne (tumor Yy |Cualitativa Ordinal . .
; y/lo los ganglios al|de A-D (ganglio)
ganglios) .
tratamiento.
P Si
Infiltracion Cualitativa, . La afectamon del
. P Nominal espacio
linfovascular Dicotoémica .
linfovascular. No
Si la paciente ha|Si
. Cualitativa, . fallecido o no, para el
Fallecimiento S Nominal .
Dicotémica posterior andlisis de
sobrevida. No
Fecha de dltima o EP qué dia, mes y
e Cuantitativa . afio fue la dltima| -, o
visita ol ~. De intervalo s Dia, mes y afio
o Discreta consulta o murié la
fallecimiento

paciente.




5.11 Muestreo

5.11.1 Obtencion de la muestra de Adenocarcinoma Gastrico.

Las muestras fueron obtenidas partir de cirugias realizadas en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas a pacientes que acuden con diagnostico

de adenocarcinoma gastrico.

El procedimiento para la toma de muestra se realizé de la siguiente manera:
Diariamente se revisé la programacion de cirugias para la seleccion de los
pacientes. Posteriormente se comunicd la seleccion de los pacientes al
departamento de patologia. El personal encargado del laboratorio llevo a sala de
congelacion tubos rotulados para la toma de las muestras. Estas se tomaron con
el apoyo del personal de patologia para garantizar su integridad para el posterior
diagnostico patoldgico del paciente. Los tubos se transportaron en nitrégeno
liguido a fin de mantener las muestras en éptimas condiciones. Se registro el
ingreso de cada muestra y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion de ADN.
Cada paciente fue codificado para mantener el anonimato de los mismos. La
codificacion consistio en tres letras correspondientes a las iniciales del nombre y
apellidos, seguidos por un numero el cual corresponde a la codificacion interna
asignada por el Banco de Tejidos Tumorales del Departamento de Patologia
(ANEXO N° 4).



5.12 Procedimientos y analisis de datos

5.12.1 Extraccion de ADN de la muestra tumoral.

Para la extraccion del ADN genomico, las muestras fueron procesadas en
homogeneizadores de plastico, libres de DNAasa y ARNasa. Se emplearon un
total de 20mg de tejido conservado a -80°C, cortandolo en pequefas piezas con

la ayuda de bisturi estéril.

La digestion del tejido se realiz6 afiadiendo 180 uL de solucién de digestién y 20
UL de proteinasa K. La muestra fue homogenizada mediante el uso de un
agitador vortex (Labnet International, Inc.), seguido de esto, las muestras fueron
incubadas a 56°C durante 3 horas, agitando cada 30 minutos para asegurar una
digestion completa. Una vez obtenido el lisado, se procedié a continuar el
protocolo de extraccion con el kit comercial GeneJET Genomic DNA (Thermo
Scientific, EE.UU).

Al lisado obtenido en la fase anterior, se agregd 20 yuL de una solucién de
ARNasa Ay se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posterior a
esto se adicionaron 200 pL de solucion de lisis y 200 pL de etanol absoluto, esta
solucion fue finalmente homogenizada en vortex durante 15 segundos. Para la
etapa de lavados se transfirio el contenido a una columna de purificacion
insertada en un tubo colector, se agregaron 500 pL de solucion de lavado y esta
columna fue centrifugada a 8000g durante 1 minuto, el colector fue descargado
y remplazado por uno nuevo. Nuevamente a la columna se le agregaron 500 pL
de solucién de lavado Il, esta vez la muestra fue centrifugada a maxima velocidad
durante 3 minutos, al cabo de los cuales el tubo colector, fue descargado y

remplazado por uno nuevo.



Finalmente, la columna fue acoplada a un tubo nuevo y rotulado. Esta vez se
afiadio 45 pL de solucion de elucion a la columna, y se dejé incubar durante 2
minutos, al finalizar el periodo de incubacion, esta fue centrifugada 1 minuto a
8000g. Esta ultima etapa se repitié dos veces, para obtener el volumen final de
90 pL. Las muestras obtenidas mediante este proceso fueron almacenadas a -

20°C hasta el momento de la cuantificacion y analisis.
5.12.2 Cuantificacion de acidos nucleicos.

Para determinar la concentracion y pureza de ADN que fue obtenido en las
extracciones, se realizo la lectura fluorométrica mediante el fluorometro Qubit
(v2.0 Invitrogen by Life Technologies, EE.UU) a las longitudes de onda 260 y
280nm. La relacion de las absorbancias obtenidas a 260nm y 280nm
(A260/A280) da idea del grado de pureza de la preparacion. Para ADN, con la
relacion A260/A280 = 2.0 se tiene una buena pureza. Para ello se empled el
Qubit de Alta sensibilidad (del inglés, High sensibity -HS-) dsDNA Assay kit (life

technologies).

Las cuantificaciones se realizaron del siguiente modo: se prepard una solucion
de trabajo compuesta por Qubit dsDNA HS Buffer y el fluorocromo Qubit dsSDNA
HS 200x concentrado en DMSO en una proporcion 199uL: 1puL. La preparacion
de los estandares para la calibracién del equipo se realiz6 usando los reactivos
dsDNA HS Standard #1 y dsDNA HS Standard #2, provistos por el kit de
cuantificacion. Se prepar6 un tubo para cada estandar, conteniendo 190uL de
solucién de trabajo y 10uL del estandar. El equipo se estandarizo cada vez que

se realiz6 una nueva lectura.

Las muestras fueron preparadas para la lectura colocando 199uL de solucion de
trabajo mas 1uL de muestra de ADN. Finalmente se procedié a la lectura en el
fluorémetro, obteniendo la cuantificacion en uyg/mL 6 ng/uL. Para cuantificar los
cebadores se siguid el mismo procedimiento, pero empleandose el reactivo
Qubit de hebra simple (del inglés, Single-Stranded —HS-) ssDNA Assay kit (Life
Technologies).



5.12.3 PCR cuantitativa o a tiempo real (QPCR) mediante uso de
SYBRgreen.

Para las reacciones fue empleada la mezcla comercial FastStart Essential DNA
Green Master (ROCHE). Las reacciones de PCR en tiempo real o PCR
cuantitativa (QPCR) se realizaron en el Termociclador LightCycler® 96
Instrument (ROCHE®). Cada mezcla de reaccién contuvo 2X FastStart Essential
DNA Green Master (ROCHE) la cual fue estandarizada para trabajar con una
concentracion de 100mM del cebador sentido, 100mM del cebador anti sentido,
2uL de dilucion correspondiente de DNA y agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen final de 20 pL. Las reacciones para cada cebador se
realizaron de acuerdo a las temperaturas de amplificacion (Tm) de cada uno de

los cebadores.

Se emplearon cinco pares de cebadores especificos para H. pylori
pertenecientes a 4 grupos de genes, 2 constitutivos y 2 de virulencia. Los genes

de factores de colonizacion fueron:



TABLA N°1: Cebadores (sentido y anti sentido) utilizados para la deteccion de H.
pylori y sus temperaturas de amplificacion.

Grupo Gen Cebador Secuencia 5°-3 Tm
hspAR GCTATCTGAAAATTTGATTTCTTTTGC
hspA 62-59
hspAF TGCGCTATAGTTGTGTCGC
Colonizacion
ureAR TTGTCTGCTTGTCTATCAACC
urea 55-58
ureAF GAGAATGAGATGAAACTCACCC
VA1 R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
vacAs 52-63
VA1F ATGGAAATACAACAAACACAC
VAGR GCGTCAAAATAATTCCAAGG
Virulencia vacAm 52-63
VAG F CAATCTGTCCAATCAAGCGAG
cagAR TCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
cagA 62-64
cagAF CTCATTGCGAAGGCGACCT

La tabla muestra los genes con sus respectivos cebadores y los segmentos de las secuencias sentido y anti sentido
utilizadas para detectar a H. pylori. Ademas de la Temperatura de fusién (Tm, del inglés Melting temperatura) de cada

cebador.



Las condiciones de reaccion se dividieron en cuatro etapas programadas en el

termociclador.

TABLA N°2: Condiciones empleadas para la deteccion de H.pylori mediante g°PCR

H. pylori programas Temp (°C) | Tiempo (seg)
Pre incubacion 95 600
95 15
3 pasos de amplificacién (45 ciclos) * 15
72 20
95 10
Melting (1 ciclo) 65 60
97 1
Cooling (1 Ciclo) 40 30

*variable dependiente del primer usado.

La deteccion de la sefal se realizod al finalizar el paso de elongacion de la
reaccion. Las condiciones de la qPCR fueron: (i) 95°C 10min; y (ii) 95°C 15s,
60°C 20s, 72°C 20s (45 ciclos). La temperatura de fusion (Tm (50mN Na+)) varié
dependiendo del cebador utilizado en la gPCR de la siguiente manera: ureA del
gen de Ureasa, R (55°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 negativo, donde la muestra se

sustituyé por agua. Para garantizar la funcionabilidad de los cebadores se



realizaron pruebas de estandarizacién. Como control positivo se empleé ADN
gendémico de la cepa 706557 de H.pylori de ATCC.

Las curvas estandar para cada pareja de cebadores se realizaron empleando el
control positivo de ADNg Helicobacter pylori. Para ello se realizaron 20
diluciones sucesivas del control positivo partiendo de una concentracion inicial
de 50ng de molde de DNA. Se prepararon las reacciones de PCR con el molde

de ADN de cada dilucién por duplicado.

Los resultados de la PCR fueron visualizados en el Software LightCycler® 96
Instrument Manager version SW 1.1 de 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 concentracion de las 20 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 de 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 anti-logaritmicos para
obtener las concentraciones reales en nano gramos (ng) y luego se
transformaron a pico gramos (pg.). Los datos se clasificaron por gen, por

paciente y por tipo de muestra.

5.12.4 PCR cuantitativa o a tiempo real (QPCR) mediante sondas
TagMan

Las reacciones de qPCR mediante sondas TAQMAN se realizaron mediante la
mezcla comercial Genesig Advanced kit. (Primerdesing Ltd.). Las reacciones se

estandarizaron para trabajar con una de una concentracion de 50ng/ul de ADN.



Las condiciones de reaccion se dividieron en 2 etapas programadas en el

termociclador.

TABLA N°3 Condiciones empleadas para la deteccién del VEB mediante qPCR

Temp Tiempo
VEB programa 5

(°C) (seg)
() Pre incubacion 95 120

.. |99 10
(2) 2 pasos de amplificacion
(50 ciclos)
60 60

La deteccidn de la sefial se realiz6 al finalizar el paso de hibridacion elongacion
de la reaccion, basandose en el principio TAQMAN el cual consiste en sondas
de hidrdlisis para incrementar la especificidad de la PCR cuantitativa. Esto se
logra por la actividad de la exonucleasa 5” - 3" de la taq polimerasa en escindir
una sonda marcada ya hibridada a una secuencia blanco. Esta escision permite
la emision de fluorescencia permitiendo obtener de manera cuantitativa la
acumulacion del producto. Todas las reacciones incluyeron un control negativo,
donde la muestra se sustituyd por agua. Para garantizar la funcionabilidad de los
cebadores se realizaron pruebas de estandarizacion (Anexo N°5). Como control

positivo se emple6 ADN gendmico de VEB provisto en el kit comercial.

Las curvas estandar para cada pareja de cebadores se realizaron empleando el
control positivo de ADNg VEB. Para ello se realizaron 06 diluciones sucesivas
del control positivo partiendo de una concentracion inicial de 25ng de molde de
DNA. Se prepararon las reacciones de qPCR con el molde de ADN de cada
dilucion por duplicado. Los resultados de la PCR fueron visualizados en el

Software LightCycler® 96 Instrument Manager versién SW 1.1 de 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 concentracion de las 06 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. (Anexo). Los resultados de las
muestras procesadas en el PCR en tiempo real se transfirieron y organizaron en
hojas de calculo de Excel. Se despejo la ecuacion para el gen obtenido a partir
de las curvas de estandarizacién y se sustituyeron los datos de Cq para obtener
el logaritmo de las concentraciones obtenidas. Se realizaron calculos anti-
logaritmicos para obtener las concentraciones reales en numero de copias por

ML. Los datos se clasificaron, por paciente y por tipo de muestra.



VI. ASPECTO ETICO

6.1 Consideraciones éticas.

e Consentimiento Informado; los pacientes y en caso de necesario también
sus familiares, seran informados en forma clara y precisa sobre el estudio del
que seran participes, asi como de los riesgos y beneficios de la donacién

voluntaria de una muestra de tejido. (Anexo N° 4)

o Voluntariedad; para respetar la autonomia de los participantes,
enfatizaremos que la participacion serd completamente voluntaria. Ellos pueden
retirarse del estudio en cualquier momento, esta decision no estara condicionada

a la atencion médica que se le brindara.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Resultados Sociodemograficos

TABLA N°4: Variables sociodemogréaficas de la poblacion en estudio

\S/ari_ables o Casos=150 | Porcentajes
ociodemogréaficas
Sexo
Hombre 77 51.3%
Mujer 73 48.7%
Edad
Mediana (rango) afios 65 (27-89)
Hasta 65 afios 74 49.3%
Mayor a 65 afios 76 50.7%

Variables sociodemograficas de la poblacion estudiada

El presente estudio incluyé un total de 150 pacientes (n=150) con diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico, los cuales fueron sometidos a procedimientos
quirdrgicos para la reseccion de los tumores en el periodo comprendido entre el
04/2015 al 09/2016

Como se puede observar en la Tabla N° 4 del total de los casos, el 48.7% (n=73)
fueron mujeres y el 51.3% (n=77) hombres. La edad media de la poblacion del
estudio es de 65 afios (rango de 27-89). Siendo que los participantes del estudio
se dividieron en pacientes hasta 65 afios de edad 49.3 % y mayores de 65 afios,
50.7%. En este caso no se observa una diferencia estadisticamente significativa

cuando se comparan a ambos grupos etarios.

Del total de pacientes que se incluyeron en el estudio el 56% de estos procede

de la provincia de Limay el 44% procede del resto del pais, siendo las regiones



con mayor representacion dentro del estudio, las regiones de Cajamarca (6%),
Huanuco (6%) y Junin (5.3%). Cuando se observaron los resultados en la region
de Lima, la mayor incidencia de casos de adenocarcinoma gastrico tratados en
el INEN, se dieron en el sector de Lima Sur (20.7%) siendo mucho mayor que el
resto de regiones y donde se evidencia que las siguientes en porcentajes son,
Lima Centro, (10.7%); Lima Norte (9.3%); Lima Este (7.3%); y Callao (4%).

TABLA N°5: Distribucion geografica de la poblacion estudiada, tanto a nivel nacional

como su distribucién a nivel de lima metropolitana

\ész;ﬂ:;ogréﬁcas Casos=150 Porcentajes
Lima 84 56.0%
Cajamarca 9 6.0%
Huénuco 9 6.0%
Junin 8 5.3%
Ancash 6 4.0%
Ica 5 3.3%
Piura 5 3.3%
San Martin 5 3.3%
La Libertad 4 2.7%
Lambayeque 3 2.0%
Apurimac 2 1.3%
Ayacucho 2 1.3%
Huancavelica 2 1.3%
Loreto 2 1.3%
Arequipa 1 0.7%
Madre de Dios 1 0.7%
Ucayali 1 0.7%
Extranjero 1 0.7%
Distrito Lima Procedencia
San Juan de Lurigancho 10 6.7%
Callao 6 4.0%
Lima Provincias 6 4.0%
El Agustino 5 3.3%
Chorrillos 4 2.7%
Puente Piedra 4 2.7%
Villa el Salvador 4 2.7%
Villa Maria del Triunfo 4 2.7%
Cercado 3 2.0%
Comas 3 2.0%




Lurin 3 2.0%
Pachacamac 3 2.0%
Rimac 3 2.0%
San Juan de Miraflores 3 2.0%
San Martin de Porres 3 2.0%
Santa Anita 3 2.0%
Independencia 2 1.3%
Los Olivos 2 1.3%
San Borja 2 1.3%
San Isidro 2 1.3%
Santiago de Surco 2 1.3%
Ate 1 0.7%
Chaclacayo 1 0.7%
La Molina 1 0.7%
La Victoria 1 0.7%
Miraflores 1 0.7%
Pueblo Libre 1 0.7%
San Miguel 1 0.7%
Provincia 66 44.0%
Sector Lima procedencia
Lima SUR 31 20.7%
Lima CENTRO 16 10.7%
Lima NORTE 14 9.3%
Lima ESTE 11 7.3%
CALLAO 6 4.0%
Provincia 72 48.0%

Lugar de procedencia de los pacientes que componen la poblacion estudiada

Cuando se analizé la distribucién geogréfica de la poblacién estudiada se
obtuvieron los datos que componen la tabla N°5, en la cual se observa que el
85.3% de la poblacion declaré haber permanecido en el lugar actual de vivienda
por 10 afios a mas, mientras que el 5.3 % de estos declard haber residido en el
mismo lugar por 5-10 afios y el 6.7% declaré que el tiempo de residencia fue

menor a 5 afos.

En la tabla N°6 se observa el tipo de abastecimiento de agua potable y su forma
de consumo se encontré que el 76.7% de los pacientes respondieron que tienen

acceso a agua potable, mientras que el 23.3% indicé que tienen acceso a otros



tipos de aguas para consumo (pozo, cisterna, rio y otros). En el caso de la forma
en la que los pacientes consumieron el agua el 75.3% indic6 que esta fue
previamente hervida. Mientras que el 24.7% restante indicO otros tipos de

consumo (agua filtrada, agua sin filtrar, agua cruda y agua embotellada).

TABLA N°6: Periodo de habitacion de vivienda actual, y tipos de consumo de agua de

la poblacidn en estudio

Vari_ables " Casos=150 Porcentajes
Sociodemograficas
Antigledad procedencia
<5 afios 10 6.7%
5-10 afios 8 5.3%
>10 afios 128 85.3%
NSR 4 2.7%
Abastecimiento de agua
Potable 115 76.7%
Pozo 16 10.7%
Cisterna 6 4.0%
Rio 6 4.0%
Otros 3 2.0%
NSR 4 2.7%
Forma de consumo de agua
Agua hervida 113 75.3%
Agua domeéstica cffiltro 12 8.0%
Agua domeéstica s/filtro 9 6.0%
Agua cruda 6 4.0%
Embotellada 6 4.0%
NSR 4 2.7%

Variables socioeconémicas de la poblacion

Se encontré que la mayoria (50%) de los pacientes reportd no haber presentado
sintomas previos al diagnoéstico de la enfermedad. El 28.7% indico solo haber
padecido de gastritis, un 9.3% Plicatura gastrica pilérica (PGP), un 7.3% Ulceras

y un 3% otros tipos de antecedentes gastrointestinales.



8.2 Resultados Patoldgicos

El tipo de cirugias a las que se sometio a los pacientes fue mayormente una
gastrectomia subtotal distal radical, la cual fue realizada al 62.5% de la poblacién
de estudio, seguido de gastrectomia total (27.3%), gastrectomia total radical
(5.3%) y gastrectomia subtotal (4.7%). Estos datos se encuentran resumidos en
la tabla N° 7

Cuando se evaluo los diferentes subtipos histolégicos se evidencié que la
mayoria caen dentro de la clasificacion de adenocarcinoma tipo intestinal
(29.3%), mientras que los tipos mixto, difuso indiferenciado y otros varian entre
el 16.7% y el 0.7%, respectivamente. Cuando se evalud segun la clasificacion
recomendada por la OMS se evidencio que los tipos predominantes de subtipos
histolégicos pertenecen a los tipos tubular y pobremente cohesivo con un 42.7%
y 32.7% respectivamente, sumando entre ambos méas del 70% de los casos. Se
evalué el grado histoldgico de la poblacion de estudio, mediante el cual se indica
gue tan diferentes son las células neoplasicas frente a las células de la mucosa
gastrica de la que se originaron, indicando que tan agresivo es el CG. El grado
histoldgico predominante fue G3 con 34% de los casos, mientras que los grados
G1 y G2 representan el 12.7%; y 26.7%, respectivamente. Se encontrd que el

68.7 % de los pacientes presentaron invasion vascular y linfatica.



TABLA N°7: Variables clinicas de la poblacion.

Variables clinicas Casos=150 | Porcentajes
Tipo cirugia

Gastrectomia subtotal 7 4.70%

Gastrectomia subtotal distal radical 94 62.70%

Gastrectomia total 41 27.30%

Gastrectomia total radical 8 5.30%

Antecedentes gastrointestinales del paciente

No 75 50.00%
Solo gastritis 43 28.70%
PGP 14 9.30%
Ulceras 11 7.30%
Otros 3 2.00%
NSR 4 2.70%

Subtipo histoldgico

NSR 25 16.70%
Intestinal 52 34.70%
Mixto 16 10.70%
Difuso 45 30.00%
Otro 11 7.30%
Indiferenciado 1 0.70%

Subtipo histolégico WHO

Adenocarcinoma tubular 64 42.70%

Adenocarcinoma pobremente cohesivo (incluye células de

anillo y otras variantes) 49 32.70%

Adenocarcinoma mixto 23 15.30%

Adenocarcinoma mucinoso 7 4.70%

Otros 7 4.70%
Invasiéon Vascular Sanguinea y Linfatica

Si 103 68.70%

No 41 27.30%

Indeterminado 5 3.30%

NSR 1 0.70%

Variables histopatoldgicas de la poblacion estudiada




8.3 Determinacion de H.pyloriy VEB

La prevalencia de H.pylori fue determinada en la poblacion de estudio, mediante
andlisis de los genes ureA/hspA por gPCR (Anexo N°6), siendo un resultado
positivo cuando ambos o al menos uno de los dos genes fuera positivo. Un
resultado negativo en ambos genes, indicaba la ausencia completa del patdgeno
en los tejidos analizados (Tabla N°8). Segun los resultados obtenidos, en el
87.3% (n=131/150) de la poblacion estudiada se detectdé H. pylori. Cuando se
evaluaron las concentraciones del gen ureA en las muestras estudiadas se
observé que esta fue menor a medida que se aproximaba a la regién tumoral,
asi se tiene que en la region de tejido sano distal al tumor, el 62.8% de los casos
dieron positivo con una concentracion promedio de 703.58 pg. y una desviacién
estandar de + 245.47pg, en la region de tejido sano proximal al tumor, el 59%
de los casos dieron positivo con una concentracion promedio de 539.69 pg. y
una desviacion estandar de + 121.32pg (Anexo N°7 y 8). Finalmente la region
tumoral, donde la concentracion fue menor, solo el 49.7% de los casos dieron
positivo con una concentracion promedio de 296.32 pg. y una desviacion
estandar de + 164.98pg.

De la misma forma se evaluaron las concentraciones del gen hspA, y al igual que
en el caso del gen ureA, la concentracion fue decreciendo a medida que se
acercaba a la region tumoral, asi se tiene que en la region de tejido sano distal
al tumor el 73.8% de los casos dieron positivo con una concentracion promedio
de 42.77 pg. y una desviacion estandar de + 10.17pg, en la region de tejido sano
proximal al tumor el 71% de los casos dieron positivo con una concentracion
promedio de 31.9pg y una desviacidon estandar de + 8.64pg. Finalmente la region
tumoral, donde la concentracion fue menor, el 70.5% de los casos dieron positivo

con una concentracién promedio de 4.6pg y una desviacion estandar de + 1.33pg

La prevalencia de VEB fue determinada mediante la deteccion del gen RFNL1
por gPCR (Anexo N° 9y 10). Se definié un rango de deteccién para determinar
la poblacion positiva, siendo las concentraciones <10 copias/ul consideradas
resultados negativos (tabla N° 8). Los casos positivos representaron el 10% de
la poblacion total (p<.003) (n=15/150), definiendo a su vez dos grupos de



positivos: baja carga viral <100 copias/yl; y alta carga viral >100 copias/pl. Asi

se determind que los casos de alta carga viral (>100copias/ul) representaron el
40% del total de casos positivos (n=6/15). (ANEXO N° 10)

La carga viral en las muestras de tejido tumoral fue mayores que en los tejidos

proximales y distales dandose esta condicion en el 53% de los pacientes con

resultados positivos mostrando una mayor carga viral (13.02 £ 1396 copias/uL).

TABLA N°8: Resultados de la prueba de gPCR

Prevalencia H. pylori Casos=150 | Porcentajes
Negativo 19 12.7%
Positivo 131 87.3%
Prevalencia VEB Casos=150 | Porcentajes
Negativo 135 90.0%
Positivo 15 10.0%

Tabla resumen de resultados de la deteccion de los patégenos

la poblacion estudiada

en

Cuando se evalué el porcentaje de coinfeccién por ambos patdégenos fue en la

poblacién estudiada se descubrié que el 7.3% (n=11/150) de los casos dieron

positivos para ambos patégenos (H. pylori + VEB +).

La determinacion de las concentraciones de ADN de ambos patdgenos permitio

definir cuatro grupos en la poblacion estudiada (tabla N° 9): H. pylori + VEB +

(n=11/150), H. pylori + VEB - (n=120/150), H. pylori — VEB + (n=4/150) y

pylori — VEB - (n=15/150).

H.



TABLA N°9: Division en subgrupos dependiendo de las caracteristicas relacionadas a

la presencia/ausencia de VEB y H. pylori

S0, |edadeda ESRIONY | O isoiogos
Intestinal - Mixto
H. pylori + VEB + 67 75% 50% 66.6
H. pylori + VEB - 66 69.50% 28.80% 56.6
H. pylori - VEB + 67 72.70% 50% 100
H. pylori - VEB - 66 62.10% 43.30% 62.1

Para estos grupos se determinaron las edades medias (67, 66, 67,66) siendo
gue para este parametro no existe diferencia significativa entre las edades de los

pacientes y los grupos seleccionados previamente.

Cuando se evalla el estadio clinico, se evidencia que los estadios Il y IV fueron
los mas frecuentes (75%, 69.5%, 72.7% y 62.1%), observandose también que
tuvo un mayor grado de incidencia en los grupos positivos para VEB
independientemente del resultado presentado para H. pylori. De la misma forma
cuando se evaluaron los grados histolégicos el mas frecuente dentro de los
grupos evaluados el mas frecuente fue el Gll (50%, 28.8%, 50% y 43.3%) donde
nuevamente, este tuvo una mayor prevalencia dentro de los grupos positivos

para VEB independientemente del resultado para H. pylori.

Finalmente el Gltimo parametro evaluado fue el de subtipo histolégico intestinal-
mixto el cual mostro una prevalencia mayor dentro de los grupos VEB positivos
(66.6%, 56.6%, 100% y 62.1%), respetivamente.

Finalmente, se analizo la posible influencia de la presencia de los patdgenos y
su relacion con la tasa de sobrevida de los pacientes para lo que se uso el
estimado de la tasa de sobrevida a un afio y un seguimiento posterior a 24

meses.

Los resultados de la evaluacion de la sobrevida indican, que los pacientes de los

grupos VEB + tienen una sobrevida menor frente a los grupos VEB - (38.3% vs




72.3%) p=0.033, cuando se realizo el seguimiento posterior la tendencia siguio
mostrandose igual, ya que la sobrevida en los grupos VEB + (H. pylori + VEB +
y H. pylori — VEB+) fue menor que en los grupos donde el resultado para la
deteccion del VEB fue negativa. [45.5% (H. pylori+ VEB+) y 25% (H. pylori-
VEB+)] frente a [73.1% (H. pylori+ VEB-) y 61.5% (H. pylori- VEB-)].

TABLA N°10: Porcentaje de casos que componen las categorias establecidas en la

tabla N°10
Grupos H. pyloriy VEB Casos=150 |Porcentajes
H. pylori(+) VEB(+) 11 7.3%
H. pylori(+) VEB(-) 120 80%
H. pylori(-) VEB(+) 4 2.7%
H. pylori(-) VEB(-) 15 10%

Tabla resumen de los subgrupos que componen la poblacién de estudio



IX. DISCUSION

En el presente estudio se analizo la prevalencia de la bacteria Helicobacter pylori
y del Virus Epstein-Barr en una poblacion de 150 pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma gastrico (CG) en el Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplésicas del Pert (INEN) durante los afios 2015y 2017

A pesar de que el gold standard para la deteccion de infecciones por H. pylori es
el método de tincion HE (Tincibn hematoxilina — eosina), estudios como el
realizado por He, Q. vy col. “Real-Time Quantitative PCR for Detection of
Helicobacter pylori”, donde se evaluaron 100 biopsias tomadas a pacientes del
centro médico de asuntos para veteranos a las cuales se les realizo andlisis de
deteccidn de H. pylori por medio de gPCR. Lograron demostrar que la técnica de
gPCR puede ser usada con un alto grado de confiabilidad para la deteccion de
H. pylori en muestras de tejido congelado o fresco. Cabe indicar que en el estudio
mencionado se refiere a que la metodologia que mejores resultados dio cuando
se buscé extraer y aislar el material genético fue el de proteinas k- fenol, el
rendimiento y calidad de material genético no fue mucho mayor a los obtenidos
mediante el uso de kits comerciales. Este estudio valida los resultados obtenidos
mediante gPCR en el presente trabajo, demostrando que esta técnica es
eficiente al momento de detectar la presencia de H. pylori a partir de tejidos
congelados. (He, Q. y col 2002)

Los resultados del presente estudio son similares con las prevalencias
reportadas previamente para H.pylori (Reporte del Consenso mundial de Kyoto,
2005) y con la documentacién en paises en vias de desarrollo (Reporte de la
prevalencia de H.pylori en los paises en desarrollo de la OMS, 2010), los cuales
afirman que mas del 50% de la poblacion esta infectado por H. pylori. Por otro
lado, las evidencias apuntan a que las prevalencias registradas en el presente
estudio se encuentran en concordancia con las registradas en estudios previos,

en las que se estima que el total de casos de CG asociado a VEB son



aproximadamente entre el 2-18% (Uozaki, H. Fukuyama, M. 2008) de los casos
totales, mientras que otros estudios estiman que aproximadamente entre el 10-
16% de los casos de CG estan influenciados por el VEB (Shibata, D. 1992).

Cuando se compara la prevalencia del 87.3% encontrada en este estudio con los
datos que se obtuvieron en el estudio “Comparacion de la prevalencia de la
infeccion de estdmago por H. pylori en el Per en poblacién japonesa y peruana
de Ramos, A. y col.” en el que se evaluaron las prevalencias de la infeccion de
H.pylori en dos poblaciones diferentes (206 personas de origen japonés y 168
peruanos), usando criterios de seleccion de la poblacién diferentes al usado en
el presente estudio como: ausencia de enfermedades gastrointestinales,
ausencia de Ulceras, dispepsia o CG y presentdndose en ambos casos un
promedio de edad similar (54.6 afios vs 65% en el presente) y una distribucion
de sexo donde el 75 % de estas fueron mujeres y el 25% hombres. Los
resultados indicaron que el promedio de tasa de infeccién por parte de este
patégeno fue de aproximadamente 54%. A diferencia del presente estudio con
un promedio de infeccion mas acorde con la literatura a nivel mundial. Las
diferencias de tasas de infeccion entre ambos estudios se podrian deber a las
diferencias entre las poblaciones, donde en el estudio mencionado lineas arriba
solo se incluyen pacientes sanos a diferencia del presente estudio, en el cual la
cual, la poblacion esta conformada por pacientes portadores de CG (Ramos, A
y col. 2005)

En Lima el dltimo registro acerca de la relacion de H.pylori y cancer de estbmago
se realiz6 en el periodo de los afios 2010-2012 por el Ministerio de Salud, no se
mencionan tasas de prevalencia para esta relacién, sin embargo se menciona a
la bacteria como un factor de riesgo importante.

En el Perd, la prevalencia de la infeccibn en el estbmago por H.pylori ha
disminuido en el curso de las ultimas décadas, asi como las enfermedades
asociadas a ella (gastritis cronica activa, Ulcera péptica y cancer gastrico) en los
datos descritos por Mendoza y col. en el 2008 y Ramirez-Ramos y col. en los

afios 2003 y 2006. En el 2002 un estudio realizado por Ramirez y col. en el



Hospital Peruano-japonés, detecto la presencia del gen ureasa en el 47.8% de

los pacientes peruanos estudiados.

En otros paises como en Taiwan, en estudios de seguimiento realizado por Hsu
y col. en 2007, determinaron que al finalizar el periodo de tiempo evaluado
(afios), el 1.3% (n =1,225) de los pacientes infectados desarrollaron CG. De la
misma forma en otro estudio en la poblacién japonesa durante el 2010, Umura y
col. observaron que el 2.9% (n = 1202) de los pacientes infectados desarrollaron
cancer gastrico al finalizar el estudio (afios). En nuestro pais, no se han
establecido datos certeros sobre infecciones de H.pylori en pacientes con
neoplasias gastricas ni se han llevado a cabo este tipo de estudios prospectivos.
Siendo este un tema crucial ya que en trabajos como “Estudio de la prueba de
la ureasa o test de aliento (TA) y correlacion con biopsia gastrica para la
deteccion de H.pylori (Hp) en pacientes dispépticos del Hospital Nacional
Cayetano Heredia — Lima” (Aguilar, C. y col. 2007) se evaluaron a un total de
31 pacientes de los cuales el 84 % fueron mujeres y el 16 % hombres. En este
estudio solo se tomo6 en cuenta pacientes con sintomas de enfermedades
gastrolégicas como dispepsia. Usando como metodologia para la deteccion de
H. pylori pruebas como Test del aliento, se determind que el 75% de los pacientes
fueron positivos, y a pesar de lo pequefio de la poblacion evaluada, estos
resultados son mas cercanos a la proporcion del presente estudio, y a aunque la
deteccion por prueba de aliento no es una prueba confirmatoria, esta logré una
sensibilidad del 96.6% lo que demuestra una buena correlaciéon tanto con el
meétodo de histopatologia, como con el de qPCR usado como métodos de
confirmacion. Y si se toma en cuenta que prevalencia que encontramos en
nuestra poblacion muestral fue de 87%, es de crucial importancia el desarrollo
de estudios de evaluaciones prospectivas, para poder determinar la tasa de
desarrollo de CG en poblaciones infectadas con H.pylori ya que esta constituye

un gran factor de riesgo para la salud publica.

A pesar de la alta incidencia de la infeccién por H. pylori. , los reservorios y vias

de transmision todavia no estan claras, aunque se han sugerido multiples rutas



de transmision. En paises en vias de desarrollo, como el Peru hay una elevada
prevalencia de enfermedades infectocontagiosas producidas por
microorganismos que son viabilizados por el agua de consumo humano. En un
reciente estudio llevado a cabo por Ramirez y col. en el 2004 se demostré que
el agua de la Atarjea, central de procesamiento desde donde se distribuye el
agua a la ciudad de Lima, presentaba material genético de H. pylori. EI 87% de
personas entrevistadas en nuestro estudio tienen un consumo diario de agua
potable (proveniente de la Atarjea. por lo que es probable la relacion fuente de
agua — infeccién como insinua Ramirez en su estudio. Cabe afadir que el 76.7%
de los pacientes entrevistados afirmaron que antes de consumir el agua potable,

la hirvieron y solo el 4% la consumio periédicamente de forma directa.

Cuando se comparan los datos obtenidos en trabajos previos desarrollados en
el Peru con trabajos realizados en paises diferentes con una poblacién similar a
la nuestra, como es el caso de “H.pylori in Hispanics: Comparison With Blacks
and Whites of Similar Age and Socioeconomic Class”, de Malaty, HM. Y col. en
el aflo 1992 en el cual la deteccion de H. pylori se da mediante la técnica de PCR
convencional para la deteccibn del gen ureaC, ademas de pruebas
confirmatorias histolégicas y microbiolégicas. En este, se evaluaron a 108
pacientes de entre 19 a 75 aflos de ascendencia hispanica, en la cual los criterios
de seleccion de la poblacién fueron similar a estudios nacionales previos, es
decir no se tomO en cuenta a las personas que presentaban problemas
gastrointestinales, de los cuales el 68% fueron mujeres y el 32% hombres, en

esta la frecuencia de H. pylori fue de un 55.6%.

Cuando se estratifico la poblacion dependiendo de la procedencia de estos
(Originarios de Estados Unidos, o inmigrantes), se encontrd que la prevalencia
en segundo grupo fue mayor, aunque no estadisticamente significativa. Como
en todos los estudios contrastados, donde se eliminaron a pacientes con
antecedentes gastricos, las tasas de infeccion fueron menores a las reportadas
y aceptadas mundialmente. Estas diferencias podrian ser explicadas en parte a

lo pequefio de algunas poblaciones estudiadas, o a que los grupos donde



tedricamente, la prevalencia de H. pylori es mucho mayor que la media. (Malaty,
HM. Y col, 1992)

Finalmente en el estudio “H.pylori infection and the development of gastric
cancer” (Emura, N. y col. 2002) se evalud a la poblacién de estudio durante 3
afos (1526 pacientes de origen japonés) los cuales fueron seleccionados entre
personas con enfermedades como gastritis activa, Ulceras y polipos
hiperplasicos gastricos. (Las personas que sufren de CG, gastrectomias totales
0 parciales fueron excluidas). Y en donde el 56% fueron hombres y el 44%
mujeres. Con un método de deteccion histopatoldgico. El porcentaje de la
poblacién estudiada que present6 infeccion por H.pylori fue del 82% vy al igual
gue en el presente estudio no se evidenciaron diferencias significativas entre los
diferentes grupos etarios y de género. A diferencia de los estudios anteriores, en
este se tomO una poblacién representativa, por lo que los resultados se
encuentran en concordancia tanto con los valores internacionalmente aceptados,

como con el presente estudio.

Al comparar la prevalencia de VEB en pacientes con CG del presente estudio, la
cual se situ6 en un 10%, con datos obtenidos en un estudio realizado
previamente en el Hospital Nacional Cayetano Heredia, en Lima (Peru), en el
cual indican una prevalencia de VEB en el 3.9% (n= 254) de los casos analizados
en el afio 2005, por Yoshiwara y col. en el afio 2005, se evidencia que los
porcentajes de prevalencia descritos en el presente trabajo son mayores que en
este, lo cual podria deberse a la fuente de procedencia de las muestras, dado
gue mientras el estudio de Yoshiwara y col., fue producto de muestras de
endoscopias gastricas, el presente trabajo se realizé a partir de muestras
provenientes de pacientes con diagnostico de cancer. Otra causa de esta
diferencia, seria la forma de deteccidn del patdgeno, mientras que Yoshiwara y
col. usan la técnica de hibridacion in situ, en el presente estudio se utilizo la
técnica qPCR, mediante el principio de TAQMAN. (Yoshiwara y col. 2005). De
esta forma los valores reportados en el presente estudio tienen una mayor

coherencia con los valores promedios mundiales los cuales indican que la



prevalencia a nivel mundial se encuentra entre un 2 y 16% (Murphy, G. y col).
Con un promedio del 10 % (Nishikawa, J. y col.)

También es importante remarcar que la infeccion del VEB en pacientes con CG
en el presente estudio frente a lo reportado en poblaciones alrededor del mundo
con estudios como el de Ryany col., el cual encontré que las poblaciones adultas
presentan un 83% de prevalencia y 30% en juveniles, (Thompson MP, 2004).
En el presente estudio se encontrd que la tasa de sobrevida de los pacientes con
CG disminuye cuando estos dieron resultados positivos para la infeccion por el
VEB, es asi que la sobrevida media al afio de la poblacion que dio positivo para
infeccion por VEB fue de un 38% frente al 72% en los casos negativos para la
infeccién por VEB. Y estos resultados son diferentes a los reportados en estudios
previos, en los cuales vinculan esta infeccion a una mejor prognosis de la
enfermedad, donde no encontraron diferencias significativas entre los grupos
VEB + y los grupos controles como lo reportado por Van Beek, J. y col.
adicionalmente encontraron que el tiempo que los pacientes permanecian libres
de la enfermedad era significativamente mayor que a las personas que dieron
resultados negativos para el VEB, esto podria deberse a que a las diferencias
poblacionales, donde estos estudios se realizan en poblaciones donde el CG se
da en menores proporciones que en la peruana.

Existen pocos estudios realizados sobre la coinfeccion de poblaciones humanas
por H. pylori y VEB, En el afio 2014 Souza, C. y col., evaluaron la prevalencia
por H. pylori y VEB en 226 pacientes, la deteccién de VEB fue dada mediante la
técnica EBER-ISH, mientras que la deteccion de H. pylori fue por gPCR de el
gen CagA, logrando determinar que la infeccion de H. pylori fue dependiente de
la edad y del estado clinico-patolégico de la poblacién, es asi que en el grupo
<18 afios la prevalencia de H.pylori fue del 58.5%; <18 afios 69.2%; y pacientes
con diagnostico de CG 88%. Este ultimo siendo un resultado similar al nuestro.
Cuando evaluaron la prevalencia de VEB en los mismos grupos encontraron que
estas siguieron el mismo patrén que H. pylori, es decir en pacientes menores a
18 afos la prevalencia fue 3,8% la menor de todas, en pacientes con 18 afos a

mas, de 5.1% y en pacientes diagnosticados con CG fue del 9.6% valor similar



al reportado en el presente estudio. Finalmente se indica que no se encontrd
asociacion estadisticamente significativa entre las infecciones de H.pyloriy VEB.
La relacion entre estos patdgenos ha sido estudiada y mientras la relacién entre
la bacteria, gastritis cronica y cancer géastrico ha sido ampliamente descrita en
diversos estudios a nivel mundial, el caso de la presencia de VEB en el epitelio
gastrico se encuentra en fases iniciales de investigacion y entendimiento.
Motivo por el cual actualmente no se tienen consensos sobre la influencia del
virus y la prognosis de esta enfermedad. Asi desde 1975 se asocio la presencia
de H.pylori con la inflamacion de la mucosa géstrica y posteriormente en 1985
con la ulcera péptica, estableciendo de este modo una relacion causal entre
H.pyloriy las lesiones de la mucosa géastrica por Milne y col. (1995), con un riesgo
para llegar a causar cancer gastrico del 75%.

Mientras que el caso de VEB desde los afios 90 se busca establecer el rol que
cumple este virus dentro de la cascada de reacciones que dan lugar al CG con
resultados alentadores, aunque dispares entre si, como lo demuestran los
resultados de este estudio el cual indica una menor supervivencia de pacientes

VEB + frente a estudios que indican lo contrario.



X. CONCLUSIONES

No existe diferencia significativa entre las sobrevidas observada entre los

diferentes grupos etarios evaluados dentro del presente estudio.

Los hombres registraron una ligera mayoria en cuanto a ocurrencia de
adenocarcinoma gastrico, ademas que la sobrevida entre ambos grupos varié
significativamente y existi6 una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.003).

La procedencia de los pacientes, los cuales en su mayoria son habitantes de las
periferias de Lima (Cono Norte, Sur y Este), indica que esta enfermedad esta
fuertemente relacionada a los indices de salubridad y habitos de poblaciones

econdmicamente menos favorecidas.

No se encontré asociaciébn entre la presencia de H.pylori como agente
relacionado al CG con la sobrevida de los pacientes de la poblacién de estudio,
siendo que si bien la presencia de esta influye mucho en el desarrollo de la
enfermedad, no asi tanto en el desenlace de la misma , evidenciandose que los

pacientes tienen mayor esperanza de vida.

La presencia del Virus de Epstein-Barr, como agente asociado al CG influye
fuertemente en la sobrevida de los pacientes diagnosticados

independientemente de H. pylori.

El virus de Epstein-Barr, esta relacionado a una menor sobrevida a un afio en

los pacientes que dieron positivo para esta infeccion

La técnica de deteccion de H. pylori mediante qPCR tiene un nivel de
concordancia del 72.97% con la evaluaciéon por HE dando valides al estudio
realizado (p=0.001)



XI. RECOMENDACIONES

Obtener mas datos acerca de la prevalencia de H.pylori VEB en pacientes

con adenocarcinoma gastrico en el Pera.

Explorar en la deteccion de otros genes propios de la bacteria Helicobacter

pylori y del VEB, tomando en cuenta el caracter virulento de estos.

Realizar comparaciones entre la efectividad de deteccion de cebadores de

diferentes secuencias para un mismo gen.

Comparar data con estudios realizados en otros paises de similares

condiciones a Peru.

Estudiar las diferencias en cuanto a la progresion y evolucién del CGaVEB,
lo cual permitira entender mejor y desarrollar terapias mas adecuadas para

esta variante de cancer gastrico
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XII. ANEXOS

ANEXO 1.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE
MUESTRAS BIOLOGICAS AL PROYECTO DE INVESTIGACION OBTENIDAS EN
EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS O QUIRURGICOS

Titulo del Proyecto: “ESTUDIO GENOMICO, EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO
EVALUANDO LA RELACION ENTRE EL CANCER GASTRICO Y HELICOBACTER
PYLORI: ROL DEL AGUA DE CONSUMO HUMANO COMO ViA DE TRANSMISION”

Investigador Principal: Dr. Carlos Castafieda Altamirano, MD, MSc

1.-INTRODUCCION

A usted se le esta invitando a participar en un estudio que involucra la donacién voluntaria de
muestras biolégicas con fines de investigacion. Este documento lo ayudara a comprender por
qué se esta realizando la investigacion, y lo ayudara a decidir si desea participar o no. El mismo,
puede contener algunas palabras que usted probablemente no entendera. Por favor, solicite a
uno de los integrantes del equipo de investigacién que le explique cualquiera de las palabras o
informacién que usted no comprenda con claridad. Se le entregara una copia en caso acepte
participar en el estudio.

2.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Durante la intervencion quirurgica o prueba diagnéstica (biopsia) a la que va a ser sometido se
podran tomar muestras de tumor. El procedimiento que se le propone consiste en donar
voluntariamente cualquier muestra biolégica sobrante de la intervencién o prueba a la que va a
ser sometido, sin que ello suponga ningun riesgo afiadido para su salud ni comprometa el
correcto diagnostico y tratamiento de su enfermedad. Dichas muestras biolégicas podran ser
utilizadas este proyecto de investigacion.

3.- OBJETIVO

La finalidad de esta investigacién es evaluar la presencia de la bacteria Helicobacter pylori en
muestras tumorales de pacientes con cancer gastrico mediante deteccion del gen ureA por
gPCR.

4.- BENEFICIOS PARA USTED/SOCIEDAD

Usted no recibira ninguna compensacion econdémica ni otros beneficios materiales por donar sus
muestras. Sin embargo, usted estara haciendo una libre y generosa donacién para la



investigacion que podra ser beneficiosa para futuras generaciones. El estudio de su resultado
podra generar nuevas pruebas clinicas o tratamientos que contribuiran a mejor manejo de la
enfermedad neoplasica.

Debe saber que sera prioritario el uso diagnéstico de la muestra que dona y que se garantizara
un remanente de las muestras para este fin.

5.- DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a donarlas e
incluso puede revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna
explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la atencién médica que recibe en el
Instituto.

Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado
en la investigacion, podra decidir que sean destruidas o anonimizadas. Tales efectos no se
extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo antes
de la revocacion de su consentimiento.

6.- RIESGOS

El procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afiadido para su salud ni
compromete el correcto diagnostico y tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de
muestra sobrante de la intervencion.

7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Los datos personales y clinico-patologicos obtenidos de su historia clinica seran incorporados y
tratados en una base de datos segun la codificacion designada por el investigador principal, Esto
prevendra que la persona que trabaje con su muestra conozca la identidad del paciente.

Los resultados individuales seran anénimos y no serdn mostrados (sin su consentimiento) a nadie
fuera del proyecto de investigacion.

8.- ¢ QUIEN PUEDE RESPONDER MIS PREGUNTAS ACERCA DEL ESTUDIO?

Si tiene preguntas o preocupaciones sobre este estudio, por favor comuniquese con el
Investigador Principal del proyecto Dr. Carlos Castafieda Altamirano, teléfono 201-6500 anexo
3000 o 3040; o enviar sus preguntas al correo electronico: investigacion@inen.sld.pe

Si tiene preguntas sobre sus derechos o los aspectos éticos relacionado a este estudio, usted
también puede llamar al Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas, al teléfono 201-6500 anexo 3001; o enviar sus preguntas al correo electrénico:
comité_etica@inen.sld.pe.



He leido este formulario y he tenido la oportunidad de hacer preguntas. Consiento
en participar en esta investigacion.

Nombre del participante:

Firma

Fecha:

Caédigo Asignado:

Nombre del acompaiiante:
(Rellenar solo en caso de incapacidad del paciente)

Firma

Fecha:

Nombre del Investigador:

Firma

Fecha:




ANEXO 2.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES:

1.Nombre Completo:

N° HISTORIA CLINICA

2. Lugar de nacimiento:

3. Fecha de nacimiento:l______ 1 4. Sexo__]

5. Lugar de domicilio;

(Departamento)

(Pro\/inpia)

6. Teléfono:

7. Tiempo de permanencia en el lugar:

(@]

o

o

o

o

o

o

o

©)

©)

<5 afios [ ]
5-10 afios [ ]
>10 afios [ ]
8. Tipo de abastecimiento de agua
[ 1]
Potable
Cisterna I
Pozo [ 1
Otros [ ]
9. Agua de consumo:
Embotellada [ 1
Agua hervida ]
Agua I

domestica c/ filtro

10. Antecedentes:

Personales
Si No
Gastritis
Ulceras
Problemas
gastricos
permanente




ANEXO 3.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES: N° HISTORIA CLINICA

1.Nombre Completo:

2. Lugar de nacimiento:

3. Fecha de nacimiento:

5. Lugar de domicilio:

(Departamento)
6. Teléfono:

4. Sexo:

(Provincia)

7. Tiempo de
permanencia en
el lugar:

o < 5 afos
o 5-10 afios
o >10 afos

8. Tipo de abastecimiento de agua

Potable
Cisterna
Pozo
Otros

o O O O

10.
Antecedentes:
o Gastritis
o Ulceras

o Problema
S

gastricos
Permanen
tes (PGP)

10

. Numero de familiares en primer grado del paciente




Nombre y
apellido

Cancer gastrico

Gastritis

Ulceras

PGP




ANEXO 4.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

La presente investigacion es conducida por la Dr. Carlos A. Castafieda Altamirano, La meta
de este estudio es determinar la presencia de Helicobacter pylori en el agua de consumo

humano en los domicilios de los pacientes registrados en el Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedirda responder preguntas de la
encuesta a continuacién, durante un tiempo aproximadamente 10 minutos de su tiempo.

La participacion es este estudio es estrictamente voluntaria. La informacidon que se recoja
sera confidencial y no se usara para ningun otro propdsito fuera de los de esta investigacion.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento
consultando en el Departamento de Investigacion. Igualmente, puede retirarse del proyecto en
cualquier momento sin que eso lo perjudique en ninguna forma. Si alguna de las preguntas de la

encuesta le parecen incOmodas, tiene usted el derecho de hacérselo saber al investigador o de no
responderlas.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
(en letras de imprenta)

ANEXO 5: Resultados de la curva de calibracién primer del gen RNFI1 VEB
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ANEXO 6: Curvas de fluorescencia experimentos qPCR H. pylori
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ANEXO 7: Datos  obtenidos a  partir de gPCR H. pylori

- O
Statistic Data
 Conditon Neme _[|ca__[ catean ] Excuded _[Dve ] |

= o Ic-3523 ureA DISTAL - - - [ srRGeenl 005 0%

[ 71c-3523 ureA PROXIMAL - - - | srRGeenl 003 0.4
I = D7 Z1C-3523 ureA TUMOR - - - '_ SYBR Green [ 0.00 0.00
= o 7ic-3523 ureA DISTAL - - - [ srRGenl 005 0.4

[ 71c-3523 ureA PROXIMAL - - - | svRGreenl 003 0.5
I = c7 ZIC-3523 ureA TUMOR - - - '_ SYBR Green [ 0.02 0.17
I ] B12 THE-3501 ureA DISTAL - - - '_ SYBR Green [ 0.00 0.01

[ I 3 THE-3501 ureA PROXIMAL - - - | srRGeenl 004 0.38
I ] B10 THE-3501 ureA TUMOR - - - r SYBR Green I 0.05 0.44
I [ | A12 THE-3501 ureA DISTAL - - - '_ SYBR Green [ 0.00 -0.04
| ==t THE-3501 ureA PROXIMAL - - - [ srRGenl 002 0.3
m a0 THE-3501 ureA TUMOR - - - | stBRGeenl 003 041
I = D3 TCR-3512 ureA DISTAL - - - '_ SYBR Green [ 0.02 0.13
m o TCR-3512 ureA PROXIMAL 35,70 36.01 0.4 [ SBRGeenl 02 147
= o TCR-3512 ureA TUMOR - - - | srmGreenl 007 042
I | c3 TCR-3512 ureA DISTAL - - - r SYBR Green [ 0.03 0.13
I ] c2 TCR-3512 ureA PROXIMAL 36.32 36.01 0.44 '_ SYBR Green [ 0.23 1.53
m o TCR-3512 ureA TUMOR - - - [ srRGenl 004 0.38

B TBO-3489 ureA DISTAL - - - | SvRGeenl 005 0.5
I ] B8 TBO-3489 ureA PROXIMAL 34.76 33.15 2.28 '_ SYBR Green [ 0.71 320
e & TBO-3489 ureA TUMOR 36.51 3466 262 [ SBRGeenl 051 240

= o TBO-3489 ureA DISTAL - - - | srRGeenl 004 011
I -] AB TBO-348% ureA PROXIMAL 31.53 33.15 2.28 '_ SYBR Green [ 0.87 4.06
I ] A7 TBO-3489 ureA TUMOR 32.80 34.66 2.62 '_ SYBR Green I 0.55 3.04
= = SRM-3533 ureA DISTAL - - - | svRGreenl 001 0.09 [~




ANEXO 8: Resultados en base a colores indicando Positivo/negativo para gen ureA

Rel Quant TmCthngl

Heat Map : m
I T IR O e

[ sample Name
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@ SYBR Green 1 @cal Ocg OepF O Flag

ANEXO 9: Curvas experimentos deteccion RNFL1 VEB
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ANEXO 10: Resultados en base a colores indicando Positivo/negativo para gen RNFL1

I = [ RS

ANEXO 11: Datos obtenidos a partir de gPCR VEB
T - [

Positive
Positive
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Negative
Positive

Positive
Negative
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Megative
Positive

Positive
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Negative
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x [Gene Name] = 'EBV' Edit Filter



