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Resumen

Antecedentes: En nuestro pais existe una alta incidencia de cancer gastrico (CG) que se
acompafia de una importante mortalidad, se sabe que infeccion por Helicobacter pylori es un
factor importante, condicion que se puede encontrar en una gran cantidad de sujetos que
desarrollan el CG, sin embargo, solo una pequefia porcion de los sujetos infectados por H.
pylori desarrollaran CG, por lo tanto, debe haber otras variables que permitan explicar de
manera mas completa la etiologia. Se han estudiado multiples factores ambientales como la
dieta y el fumado, asi como factores propios del huésped, en este sentido, los polimorfismos
asociados a genes que participan en la respuesta inflamatoria han tenido un papel protagonico
para intentar conocer su rol en las etapas tempranas y tardias de la carcinogénesis gastrica.
En este trabajo se exploro el posible efecto de los polimorfismos VEGFA —2578 C/A'y COX-
2 -1195 G/A en la aparicion de la atrofia gastrica, que se considera una lesion precancerosa.

Metodologia: Se contd con una poblacion derivada de un proyecto denominado CRELES,
sobre la cual se tenian documentados antecedentes de importancia como la edad, el sexo,
anticuerpos Anti-H.pylori y anticuerpos Anti-CagA, asi como los niveles de pepsinogeno
(PG). Tomando como base el nivel de PGl y la relacion PGI/PGII se segregdé la subpoblacion
en dos grupos, atrofia de alto grado y atrofia de bajo grado y se procedio a realizar el analisis
de los polimorfismos supracitados. Se realizé un andlisis estadistico descriptivo de la
poblacion para elaborar un modelo de regresion logistica binaria que relacione los
polimorfismos y los otros factores con el riesgo individual de un sujeto de padecer atrofia de
la mucosa gastrica que es una lesion precursora del CG.

Resultados: La distribucion de frecuencias de los genotipos de los polimorfismos estudiados
es muy similar a lo reportado para otras poblaciones con incidencia, prevalencia y mortalidad
de CG diferente. En general los factores no mostraron una distribucion diferente entre los
dos grupos de analisis, con excepcion del genotipo AA del polimorfismo VEGFA —2578 C/A
que mostr6 una tendencia a distribuirse en mayor magnitud en el grupo de los sujetos con
atrofia de alto grado, posteriormente fue el tinico factor que se asocid a un riesgo elevado de
desarrollar atrofia gastrica de alto grado en los modelos de regresion explorados, aunque por
si solo no fue suficiente para validar el modelo

Conclusiones: Este trabajo representa la primera descripcion formal de la frecuencia con la
que se presentan los genotipos VEGFA —2578 C/A y COX2 -1195 G/A en sujetos
costarricenses. En comparacion con otras poblaciones utilizadas como referencia las
frecuencias genotipicas de ambos polimorfismos fueron similares. Se logré evidenciar una
distribucion diferente de los sujetos que portan el genotipo AA del polimorfismo
VEGFA —2578 C/A, esta asociacion debe ser corroborada aumentando la cantidad de casos
y controles analizados. No se logro establecer un modelo estadisticamente significativo que
relacionar el desarrollo de las lesiones atroficas precancerosas con ninguno de los dos
polimorfismos en combinacidn con otros factores.
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1. Antecedentes

La atrofia gastrica como lesion precancerosa
La inflamacion cronica de la mucosa gastrica tiene como consecuencia cambios

morfoldgicos y funcionales en su fisiologia; uno de los cambios mas representativos es la
atrofia de la mucosa que se acompafia de una pérdida de células glandulares que son
reemplazadas por otros tipos celulares y tejido fibroso (1). La atrofia gastrica se considera
una lesion precancerosa, segun lo descrito por Correa, es precedida cronoldgicamente de una
gastritis cronica (2). La cascada de Correa es el modelo de carcinogénesis gastrica mas
aceptado actualmente, y describe que el cancer gastrico (CG) se deriva de una secuencia de
lesiones histologicas que inicia con gastritis cronica y evoluciona a atrofia de la mucosa,

dando lugar a otras lesiones como la metaplasia, la displasia y finalmente a la neoplasia(3).

La etiologia multifactorial del CG
El adenocarcinoma gastrico es el tipo histologico mas comun con el que se presentan todas

las formas de CG; se reconocen dos fenotipos histoldgicos el tipo difuso y el tipo

intestinal(4). Este trabajo se enfoca en el fenotipo intestinal.

Actualmente se acepta que el CG es resultado de un proceso continuo que evoluciona
normalmente de forma asintomatica y cuyo origen es multifactorial (5), se sabe que el
principal factor de riesgo para detonar esta secuencia de lesiones es la infeccion por H. pylori;
la bacteria funciona como un detonante de la inflamacion de la mucosa gastrica y el
antecedente de su infeccidon se puede asociar con entre un 80%(6) y hasta 92%(7) de los
casos de CG. Debido a una extensiva recopilacion de evidencia la OMS clasifico a H. pylori
como carcinogeno tipo I(8), sin embargo, se estima que solo de un 2% a 3% de los infectados
totales desarrollan CG lo que sugiere que la infeccion por H. pylori es importante y
probablemente el principal factor de riesgo, pero no es suficiente para explicar toda la

etiologia del CG(9).

Se conocen otros factores que influyen de manera importante como la edad, el sexo, los
factores ambientales y los genéticos. De los factores ambientales se sabe que la dieta, el

tabaquismo y el etilismo juegan un papel en el desarrollo de la enfermedad(10). En cuanto al



sexo se sabe que es hasta 2 veces mas frecuente en hombres que en mujeres(11) y se asocia

a individuos de mayor edad(12)(11).

Por otro lado, muchos genes pueden mostrar variantes que aumenten o disminuyan el riesgo
de desarrollar las lesiones precancerosas. Se han estudiado varios genes que participan en
procesos como dafio oxidativo, adhesion celular, reparacion del ADN, oncogenes y genes
supresores de tumores, apoptosis, proteccion de las mucosas, enzimas metabodlicas y
transportadores asi como respuesta inflamatoria(5), todos estos factores se combinan de
maneras complejas. Muchos esfuerzos se han concentrado en entender como la interaccion
de H. pylori con el hospedero puede desencadenar respuestas inflamatorias que contribuyan
a explicar la etiologia del CG. El papel de la inflamacion en el cancer es paraddjico, en
ocasiones los mecanismos antitumorales del sistema inmune son incapaces de limitar el
crecimiento de las células tumorales a pesar de mediar fuertes acciones pro inflamatorias por
medio de sus componentes celulares y humorales, el dafio colateral inducido por la misma
inflamacion puede propiciar dafios al ADN y un aumento importante en la tasa de mutaciéon

generando inestabilidad genomica y favoreciendo el desarrollo del cancer (13).

La infeccion por H. pylori
H.pylori es una bacteria Gram negativa que posee una serie de 3 a 5 flagelos y que coloniza

de manera selectiva el epitelio del estdmago humano. La bacteria tiende a persistir en este
ambiente hostil, en gran parte debido a la expresiéon de una ureasa que genera un
microambiente que favorece su supervivencia. La via de adquisiciéon mdas importante es la
oral-oral y la primo infeccion suele darse en la infancia. La bacteria posee varios factores de
virulencia que incrementan su capacidad de movilidad, adaptacion al ambiente adverso y

adherencia a la mucosa gastrica, aumentando su patogenicidad (14).

La infeccion por esta bacteria se asocia a 3 cuadros clinicos: linfoma del tejido linfatico
asociado a las mucosas, CG y ulcera péptica (10) (15). La expresion de una patologia u otra
guarda relacion con una serie de factores que incluyen la cepa de la bacteria, factores propios
del hospedero y factores ambientales. Se estima que hay un 50% de prevalencia de H. pylori

en la poblacion mundial(14).

Durante el curso clinico de la infeccion se pueden tener diversos escenarios (figura 2). En el

primer caso la infeccidn cronica por H. pylori genera una gastritis predominantemente antral,



algunos individuos cursaran asintomaticos y otros tendran un riesgo asociado de desarrollar
una ulcera duodenal. En el segundo caso, se desarrolla una pangastritis no atrofica, esta suele
ser asintomatica. El tercer caso es el objeto de este estudio, en este escenario la infeccion por
H. pylori desencadena la cascada de Correa generando atrofia del cuerpo evolucionando a

metaplasia intestinal, luego a displasia, finalizando en CG(16).

Niveles altos de produccién de acido

..

/—> s A,

. Gastritis Ulcera duodenal
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antral .
\ Linfoma de MALT
Infeccion Infeccion
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Helicobacter pylori atvaica Helicobacter pylori
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Figura 1. Historia natural de la infeccion por H. pylori. La infeccion por H. pylori suele persistir
generando gastritis cronica, dependiendo de una serie de factores que incluyen la cepa bacteriana, la
respuesta del hospedero y el ambiente la gastritis cronica generara alguno de los 3 patrones de gastritis:
predominante del antro con riesgo de ulcera péptica, pangastritis no atrofica que suele ser asintomatica,
pero se podria asociar a un linfoma del MALT o gastritis predominante del cuerpo con riesgo elevado
de CG. La figura también indica las variaciones funcionales en la secrecion de acido y la evolucion
dependiente de la edad. Modificado de (Suerbaum & Michetti, 2002). Modificacion cortesia de la Dra.
Vanessa Ramirez Mayorga

H. pylori es un factor importante en el desarrollo del CG y todas sus lesiones precursoras
pero por si solo no es suficiente para explicar toda la etiologia, debe estar acompanado de
otros factores adicionales para desencadenar la patologia, en este sentido se abordara el papel
de los distintos factores de virulencia y cepas de H. pylori, asi como el papel la respuesta del

hospedero (17).



Factores virulencia H. pylori
La H. pylori exhibe una gran variedad de factores de virulencia, su caracterizacion es

importante ya que algunas cepas se asocian a mayor riesgo de CG(6). Los principales factores
de virulencia son la citotoxina asociada al gen A(CagA) y la toxina vacuolizante A sIm1l

(VacA), estos factores suelen coexpresarse(18).

VacA es una proteina citotoxica con actividad vacuolizante que induce dafio en células
epiteliales, formacion de canales de membrana, liberacion de citocromo ¢ desencadenando
apoptosis y tiene capacidad de inducir una fuerte respuesta inflamatoria(19). Todas las cepas
de H. pylori expresan VacA, pero algunas cepas expresan otras formas de esta proteina que
vuelve a dichas cepas mas virulentas. Se ha asociado la expresion de esta proteina con un
riesgo aumentado de céncer, también se asocia esta proteina con evasion de la respuesta
inmune adaptativa inhibiendo la expansion de células T activadas por los antigenos

bacterianos(6).

El gen CagA se ubica en una isla de patogenicidad denominada cagPAI. La proteina CagA
es un fuerte determinante de la patogénesis de H. pylori que se asocia a un incremento
importante de riesgo de CG. Los genes ubicados en esta isla de patogenicidad dan lugar a un
sistema de secrecion tipo IV que es una jeringa molecular que permite la inyeccion de la
proteina CagA en el citoplasma de las células epiteliales induciendo rearreglos en el
citoesqueleto(20). La actividad de esta proteina se asocia con un incremento de la actividad
inflamatoria a nivel local, este proceso se caracteriza por un aumento de dafio al ADN
secundario a niveles importantes de especies reactivas del oxigeno y una susceptibilidad

aumentada al desarrollo de neoplasias(16).

Tradicionalmente se clasifica H. pylori segun su expresion de CagA. Las cepas que la
producen se conocen como H. pylori CagA+ y las que no la producen H. pylori CagA-(19).
Actualmente se sabe que la expresion de CagA correlaciona con mayor riesgo de CG y ulcera
péptica (21). Se han descrito varios mecanismos de fisiopatologia mediada por esta proteina,
que actualmente se considera una oncoproteina capaz de inducir cambios malignos in
vitro(22). El riesgo de desarrollar patologias gastricas en individuos CagA+ es hasta 3 veces
mayor respecto a individuos CagA-(23)(24). Entre el 80 y 60% de las cepas del oeste (Europa

y Africa) expresan esta proteina y alrededor del 100% de las cepas que circulan en el este



Asiatico la expresan y su cagA difiere en forma y funcion de manera que tiene efectos

patologicos de mayor magnitud, estas cepas se consideran muy virulentas(10)(25).

El otro grupo importante de proteinas se denomina en su conjunto OMPs (por las siglas en
inglés Outer membrane proteins) este grupo incluye importantes adhesinas, como OipA,
cuya expresion es esencial para adherirse al epitelio géstrico. Otras proteinas de relevancia
son BabA, SabA, DupA y FlaA, estas proteinas externas cumplen un papel importante en el
proceso de adherencia. La expresion de estas proteinas se ha asociado selectivamente a riesgo
aumentado de patologias gastricas como las ulceras pépticas o el CG, adicionalmente la
expresion de FlaA media una activaciéon menos eficiente del TLR-5 de modo que puede ser

un factor importante en la modulacion de la respuesta inmune(10)(21).

La respuesta inmune contra H. pylori
Los mecanismos de reconocimiento de patdogenos clasicos de las bacterias extracelulares son

los que se desencadenan en respuesta a la infeccion por H. pylori. Las células epiteliales, los
macrofagos y las células dendriticas son los que efectuan dicho reconocimiento a través de
sus receptores de reconocimiento de patréon, por ejemplo, los receptores tipo Toll son
esenciales en dicho reconocimiento, iniciando la respuesta inmune en la mucosa

gastrica(26)(27).

La consecuencia principal de este reconocimiento es la generacion de un foco inflamatorio a
nivel gastrico a través de la accion de los macrofagos que residentes que secretan

interleucinas como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-8 y productos como 6xido nitrico(28) .

La respuesta inmune suele ser insuficiente para eliminar la infeccion, por lo suele generar un
cuadro de infeccion e inflamacion cronica, se sabe que algunos factores de virulencia pueden
contribuir a evadir la respuesta inmune disminuyendo la efectividad de mecanismos basados

en radicales libres de nitrogeno, del complemento y de la IgA secretora(29).

Polimorfismos genéticos en genes vinculados a la respuesta inmune contra H. pylori
Las mutaciones son cambios en la secuencia de nucleétidos. Las mutaciones pueden tener

distintos tipos de efectos, en ocasiones hay alteraciones en la expresion de los genes que se
derivan de pérdida o ganancia de funcion, mientras que en otros casos las mutaciones cursan
con alteraciones en la regulacion de la expresion génica, por otro lado, algunas mutaciones

no tendran ningun tipo de efecto(30).



Las mutaciones tienen la capacidad de generar nuevas variantes de un gen que se conocen
como alelos, cuando estos alelos se presentan en una poblacidon con una frecuencia igual o
mayor a 1% se conocen como polimorfismos (31), los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) son su forma de presentacion mas comun. El primer aspecto relevante de los SNPs es
su ubicacion. Algunos SNP se concentran en la region que regula la expresion génica,
propiamente en la region promotora o sitios cercanos, otros SNPs que se ubican en la region
codificante o en los intrones(32). En segundo lugar, interesa el efecto de un SNP. En general
los SNP que no cambian el aminoacido codificado por el gen se conocen como sindnimos
mientras los que si introducen un cambio se conocen como no sindénimos. Estos cambios
pueden tener efectos en la regulacion de la expresion de los genes (aumento o disminucion)

o bien en su funciéon misma (ganancia o pérdida).

Actualmente se acepta que los SNPs son responsables de la mayoria de la diversidad genética
en la poblacién, de modo que es posible que la susceptibilidad individual de los sujetos a

ciertas enfermedades se asocie con estas variaciones(33).

En la Gltima década los polimorfismos de algunos genes que modulan la inflamaciéon han
ganado mucha relevancia como un potencial factor asociado al aumento del riesgo de padecer
cancer(34). Algunos polimorfismos promueven una inflamacion patologica de gran
magnitud, aumenta la posibilidad de que se desarrollen lesiones precancerosas, el
polimorfismo IL-1 beta 3954 C/T (35), TNFA-3084 (36) y el IL8-251T/A(36). Otros
polimorfismos podrian afectar contrapesos importantes del proceso inflamatorio, el sistema
inmunoldgico tiene mecanismos criticos para modular la respuesta inmunoldgica
disminuyendo el dafio colateral, por ejemplo la IL-10 es esencial en mediar efectos
antiinflamatorios, algunas mutaciones disminuyen la funcionalidad de esta citocina o sus
receptores, por ejemplo los polimorfismos /L-10-1082A, IL-10-819T y IL-10-592C/A(37) se
han asociado con riesgo aumentado de padecer CG. Otros mecanismos también pueden tener
relevancia, por ejemplo en la familia de proteinas de choque térmico HSP-70 es critica en la

modulacién del estrés celular, principalmente el polimorfismo HSP-70+1267 (38)

Las lesiones tisulares mediadas por la inflamacion cronica detonada por H. pylori son claves

para la inestabilidad genémica y otra serie de factores desencadenantes de cancer(39)(40).



Expresion de la enzima COX-2 en individuos infectados por H. pylori
El gen COX-2 consta de 10 exones y se localiza en el cromosoma 1q31.1(41). Su producto

es la enzima COX-2 y su expresion es inducible. Muchos de los SNP asociados a este gen

se concentran en el promotor o en los sitios de union del microARN(42)

La ciclooxigenasa (COX) participa activamente en la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos utilizando el 4cido araquiddnico como sustrato. Tiene dos isoformas, la enzima
constitutiva es la COX-1 mientras la COX-2 es una enzima que se induce en condiciones

patologicas como inflamacion y cancer (43).

La COX1 genera prostaglandinas, como la PGE1 que participa en el mantenimiento de la
homeostasis en el estbmago regulando el flujo sanguineo, el recambio de los epitelios, la

sintesis del mucus e inhibiendo la secrecion excesiva de acido gastrico.

Un estudio reciente demostr6 que la expresion de COX 1 no se alteraba significativamente
cuando se comparaban individuos con diversos tipos de lesiones precancerosas de dos
grupos, a saber, infectados con H. pylori e individuos no infectados. Por otro lado algunos
estudios mostraron que la expresion del gen COX-2 estaba considerablemente aumentada en
células epiteliales con lesiones precancerosas como la atrofia, metaplasia o displasia, ademas

su expresion aumenta con la severidad del dafio(44).

Se han propuesto varios mecanismos que incluyen un incremento en la sintesis de
prostaglandinas y la inflamacioén asociada, inhibicion de la apoptosis, promocion de la
angiogénesis, modulacion de la inflamacidon y potenciacion de la capacidad invasiva del
tumor(44). Adicionalmente se ha visto que COX-2 promueve la supervivencia y
autorrenovacion de las células madre pluripotenciales (45), la potenciacion de estas

propiedades es una caracteristica habilitadora del cancer(13).

En estudio clinico se observd que el aumento en la expresion de COX-2 en el contexto de
infeccion por H. pylori aumenta el riesgo de CG, con una razén de los momios (OR) de

9,31(46).

Segtn lo expuesto anteriormente, el aumento en la expresion de COX-2 parece ser un factor
que potencia el desarrollo del CG, por lo tanto, explorar la dindmica de su produccién tiene

potencial para estimar el riesgo de un determinado sujeto contraer CG, hasta la fecha hay



reportes de varios polimorfismos de este gen que tienen un efecto en su expresion, como por
ejemplo, COX-2 (-765 G/C, -1195 G/A, -587 G/A), en la exploracion de estos polimorfismos
se han encontrado asociaciones importantes entre su presencia y el riesgo de desarrollar

CG(47).

El polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) COX-2 -1195 G/A se ubica en la region
promotora del gen. Los individuos que portan el alelo A se caracterizan por un aumento de
la expresion del gen mediante un mecanismo que consiste en la creacidon un sitio de union
para el factor de transcripcion c-MYB, de manera que portar el alelo A media un aumento en
la actividad transcripcional del gen (41). Para efectos de este trabajo el genotipo GG se

considera el de referencia y el AA el de interés.
Expresion de VEGFA en individuos infectados por H. pylori

VEGFA es un gen localizado en el cromosoma 6 compuesto por 8 exones, el producto de
este gen es el factor de crecimiento vascular endotelial-A (VEGF-A), se conocen otras
isoformas de esta proteina generadas por splicing alternativo (48). Este factor participa en
procesos de angiogénesis, vasodilatacion, permeabilidad vascular y migracion celular y es
producido por macrdéfagos, fibroblastos, queratinocitos, células de musculo liso, células T y
células tumorales (49). Tiene un papel esencial en la neovascularizacion, promoviendo la

angiogénesis (13).

Al comparar las cepas H. pylori CagA+ con H. pylori CagA- se encontrd que las cepas mas
virulentas inducen mayores niveles de VEGF-A (50). También se ha encontrado niveles
elevados de VEGF-A en pacientes con atrofia gastrica y metaplasia géstrica, estos hallazgos
sugieren la posibilidad de que la contribuciéon de los niveles elevados de VEGF-A al
desarrollo de la neoplasia inicia desde eventos tempranos en la carcinogénesis gastrica (51).
Siregar y colaboradores(2017), lograron asociar niveles séricos elevados de VEGF-A con

lesiones atrdoficas con mayor grado de severidad (52).

En el contexto del CG asociado a infeccion por H. pylori se ha propuesto que la angiogénesis
promovida por VEGF-A en las células de la mucosa gastrica es importante para el desarrollo,
crecimiento y metastasis del tumor, los mecanismos que inducen la expresion de este gen

incluyen los genes proinflamatorios NFxf y COX-2, lo que sugiere que la inflamacion



promovida por la infeccion de H. pylori juega un papel importante en la activacion de este

gen protumoral (50).

El polimorfismo en VEGFA —2578C/A es un SNP donde se sustituye una citosina por una
adenina, este polimorfismo se ubica en el area del promotor del gen, generando cambios en
su nivel de expresion (49). Este efecto se visualizé en un estudio realizado empleando células
mononucleares derivadas de sangre periférica de sujetos voluntarios, en este estudio se
observo que los de VEGF-A derivados de los sobrenadantes del cultivo celular en los
individuos CC es mayor en referencia al genotipo CA que fue de produccién intermedia y el
genotipo AA que resulto el de menor produccion (53). Para efectos de este trabajo el genotipo

CC se considera el de referencia y el genotipo AA el de interés.

Alteraciones funcionales de la fisiologia de la mucosa gastrica como predictores de
lesiones precancerosas
Funcionalmente la mucosa géstrica inflamada puede tener variaciones en la secrecion de sus

distintos productos, por ejemplo, la secrecion de acido. Si la inflamacién es predominante
del cuerpo del estdbmago se suele presentar hipoclorhidria mientras que si es predominante
del antro se suele presentar hiperclorhidria, en modelos experimentales se ha demostrado que
la inflamacion mediante IL-1 y TNF-a tiene un papel importante en la disminucion de
secrecion de acido (54). Las alteraciones funcionales de la mucosa géstrica pueden ser
estimadas en un laboratorio mediante los productos de secrecion de las células gastricas,
siendo la gastrina y los PGs unos de los marcadores de eleccion, esta caracterizacion permite
clasificar a los pacientes en tres fenotipos: la gastritis fenotipo ulcera duodenal, la
asintomatica y la gastritis fenotipo CG (55). Cada fenotipo de gastritis se puede caracterizar

segun alteraciones morfoldgicas y funcionales (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Fenotipos de gastritis reflejados en niveles de biomarcadores con su riesgo asociado (Modificado de
Yakut et al.2013)

Fenotipo de gastritis Ulcera duodenal Crénica no atroéfica Cancer gastrico
Secrecion de HCI1 Elevado Normal Baja
Niveles de pepsinégeno I y Normal a alto Normal a alto Bajo

relacion PGI/PGII
Patrén de gastritis Antro Pangastritis Cuerpo

Riesgo asociado Ulcera duodenal Linfoma del MALT Céncer gastrico

La poblacion meta de este trabajo son los sujetos que presentan una gastritis con fenotipo
CQG, esta condicion sera definida por las alteraciones funcionales de la mucosa géstrica que
seran estimadas mediante los niveles de PGs, como se explicara en la siguiente seccion. Es
importante anotar que los mejores métodos diagnésticos de la patologia gastrica se basan
procedimientos invasivos que permiten identificar las lesiones y cambios morfoldgicos en
biopsias del tejido gastrico y con imagenes médicas. En la actualidad, para simplificar este
proceso se ha tratado de identificar biomarcadores y marcadores genéticos que puedan
evidenciar o predecir el desarrollo de la patologia gastrica, de manera preferencial en etapas

tempranas (56).

Pepsindgenos como indicadores de cambios morfologicos y funcionales de la mucosa
gastrica
Los PGs I y II son producidos por las células principales de las glandulas géstricas y otros

tipos celulares, son zimodgenos precursores de la pepsina, una enzima que participa en la

digestion proteica, ambos PGs se pueden diferenciar inmunoldgicamente (57).

Los PGs Iy II son marcadores que se han empleado habitualmente para determinar el estado
funcional y la morfoldgico de la mucosa géstrica, son un marcador util de la atrofia géstrica

y proveen datos de importancia para estimar el riesgo de cancer gastrico(2)(58)

El PGI es producido por las células principales ubicadas en el cuerpo, los niveles de PGI
disminuyen proporcionalmente con la progresion de la atrofia del cuerpo del estomago (2).
Por otro lado el PGII es producido en otras zonas de la mucosa e incluso en el duodeno,
conforme aumenta la inflamacion de la mucosa se observa un aumento de ambos PG,

particularmente el PG II suele aumentar mas(59) (60). Conforme la mucosa gastrica se atrofia
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la produccion de PGI disminuye notablemente, mientras la de PGII se mantiene, siendo asi
la medicion de los PGs un excelente indicador de la atrofia de la mucosa gastrica. El cuadro
1 resume las alteraciones mas representativas de la mucosa gastrica y los valores de PGs que

las suelen acompaiiar.

Los datos de PGs pueden combinarse como sucede en el método ABC, para proveer una
estimacion de los cambios atréficos de la mucosa gastrica y su respectivo riesgo de CG, este
tipo de estimacion tiene limitaciones respecto a los métodos de referencia, quiza la mas
importante es que otras condiciones diferentes a CG que alteren la morfologia y
funcionalidad de la mucosa géstrica van a modificar los valores de los pepsindégenos (61).
Para definir los niveles de PGs se puede emplear como referencia un estudio de cohorte que
determino que en sujetos infectados por H. pylori los cortes de PGI por debajo de 70 ng/mL
y la relacion PGI/PGII menor o igual a 3 tienen buena sensibilidad para la deteccion de atrofia

gastrica (55)(62).

e

Razén PGI/PGII

[PGI]
[PGII]

Sano Gastritis Atrofia Cancer
superficial

Figura 2. Dinamica de la variacion de los niveles de pepsindgenos segun el tipo de patologia géstrica. La
inflamacion caracteristica del cuadro de gastritis se asocia con un aumento tanto de PG1 como de PG2,
cuando las lesiones gastricas progresan hacia la atrofia del cuerpo la produccion de PG1 se ve afectada
mientras PG2 tiende a permanecer constante, esto a su vez afecta el cociente de PG1/PG2, los niveles de
PGl y larazén de PGS contintan disminuyendo progresivamente conforme las lesiones se mueven hacia
el desarrollo de CG segun lo descrito en la cascada de Correa (Autoria de la figura. Dra. Wendy Malespin
Bendafia, Cortesia Dr. Clas Une. Modificacion de elaboracion propia)
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El analisis de los polimorfismos en genes vinculados a la inflamacion tiene potencial

para predecir el riesgo de desarrollo de CG

Casi todos los fenotipos de gastritis, asi como las lesiones precursoras de CG son
asintomaticas o leves, de modo que realizar un diagndstico temprano y oportuno es
complicado, adicionalmente los procedimientos actuales se limitan a la realizacion de
endoscopias y biopsias que son métodos invasivos y muy especializados lo que a su vez
implica un incremento del tiempo de espera para la obtencion de los resultados, estos factores
llevan a un incremento considerable de la mortalidad y la morbilidad(56). En una revision
sistémica sobre el papel de los polimorfismos en el desarrollo del CG y sus lesiones
precursoras en América Latina los autores concluyen que el estudio de polimorfismos en
genes vinculados a la inflamacion puede proveer explicaciones de las diferencias en la
susceptibilidad al CG observadas entre individuos (5), siguiendo esta linea es posible pensar
que el analisis de los polimorfismos planteados en este trabajo puede generar mayor
informacion sobre el riesgo de un individuo infectado con H. pylori a desarrollar CG

mejorando las oportunidades de diagndstico precoz(63).
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3. Problema
(Qué tipo de relacion puede establecerse entre los polimorfismos VEGFA —2578C /Ay COX-

2 -1195G/A y los niveles de pepsindgeno en una poblacioén de adultos costarricenses?

4. Justificacion
El CG es uno de los canceres de mayor incidencia en nuestro pais, siendo el cuarto cancer

mas comun en mujeres y el tercero en hombres, el CG ocupa el primer lugar de mortalidad
en todas las formas de cancer con 12.7% (64) (65). El adenocarcinoma gastrico representa el
95% de todas las formas de cancer géstrico. El factor de riesgo mas importante es la infeccion
por H. pylori. Hay otros factores que en general se clasifican como genéticos y ambientales,
cuya contribucion también es importante (66). En nuestro pais la mortalidad del cancer solo
es superada por las enfermedades cardiovasculares, siendo este un problema de salud ptblica
que, en 2020 afecto a mas de 13000 pacientes nuevos, de los cuales, 952 fueron pacientes de

CG (67).

La atrofia del estdbmago es la lesion precursora del modelo de carcinogénesis gastrica, se sabe
que esta condicion es consecuencia de una reaccion inflamatoria persistente, que produce un
adelgazamiento y perdida de las glandulas de la mucosa gastrica (68). La respuesta
inflamatoria derivada de la interaccion entre la bacteria H. pylori y el hospedero se ha
considerado como una caracteristica facilitadora del cancer (15). Algunos polimorfismos en
genes que participan en la inflamacion pueden facilitar este proceso (5) (63). En nuestro pais
se cuenta con estudios que evidencian el papel de algunos polimorfismos como HSP-
70(38),IL-1B e IL-1RN(35) en el CG. Actualmente se cuenta con la oportunidad de ampliar
la informacion sobre el desarrollo del CG estudiando los polimorfismos VEGFA —2578C/A
y COX-2 -1195 G/A. Conocer la frecuencia con la que se presentan estos polimorfismos en
pacientes con atrofia gastrica puede mejorar el entendimiento de esta patologia en nuestro
pais y estudios més profundos permitirian generar una opcion de marcador de riesgo para

favorecer la deteccion temprana de esta patologia.

Para la elaboracion de este proyecto se cuenta con un banco de datos y muestras derivadas
del proyecto CRELES. Se ha determinado los niveles de PGI y PGII), se ha determinado el
antecedente de la infeccion por H. pyloriy H. pylori CagA+, toda esta informacion representa

una gran oportunidad para el desarrollo de una investigacion de esta naturaleza.
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5. Objetivos

Objetivo general
Determinar la relacion entre la presencia de los polimorfismos VEGFA —2578C /Ay COX-2

—1195 G/A y la severidad de la atrofia gastrica en un grupo de adultos costarricenses del

proyecto CRELES

Objetivos especificos
1. Caracterizar la muestra estudiada mediante la descripcion de pardmetros

demograficos y clinicos

2. Determinar la frecuencia de los genotipos del gen VEGFA —2578C/A en la muestra
de estudio

3. Determinar la frecuencia de los genotipos del gen COX-2 —1195 G/A en la muestra
de estudio

4. Analizar la posible asociacion entre los genotipos y los niveles de pepsindgeno para

proponer el posible papel de estos polimorfismos en la atrofia géstrica



15

6. Metodologia

Diseiio de la investigacion
Este estudio se clasifico como un estudio transversal y correlacional

Poblacion de la investigacion
La poblacion estudiada correspondid a una submuestra derivada de un estudio tipo

longitudinal denominado “Costa Rica: estudio longitudinal de envejecimiento saludable

(CRELES)” donde se cont6 con la participacion de 2589 adultos mayores de 60 afnos(69).

Muestra
Se tomo6 una submuestra derivada del total de los sujetos que participaron en el estudio

CRELES (n=518). Por razones econdmicas se realiz6 una primera fase conformando dos
grupos con 180 individuos en total. 60 individuos con PGs bajos que represento la condicion
de interés (atrofia de alto grado) y 120 individuos con pepsindgenos altos que funcionaron
como grupo control. La finalidad de esta primera fase fue realizar un tamizaje aleatorio en
busqueda de posibles asociaciones, de modo que si los datos llegaban a sugerir una posible
significancia a nivel estadistico la investigacion se ampliaria hasta cubrir todo el marco

muestral disponible.

Esta submuestra fue realizada a conveniencia, para ello se seleccionaron muestras de sujetos

que cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion
Fueron elegibles los sujetos del marco muestral que cumplieron con:

I. Contaron con datos seroldgicos positivos o negativos por anticuerpos Anti-H.pylori

II. Contaron con datos serologicos para la determinacién de anticuerpos anti-factor de
virulencia CagA mediante datos seroldgicos.

III.  Contaron con una determinacion cuantitativa de pepsindgenos I y 11

IV.  Existio disponibilidad de muestra de ADN en el banco de muestras bioldgicas del

Instituto de investigaciones en salud
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Criterios de exclusion
Fueron excluidos:

L Los sujetos cuyos valores de pepsinogeno I sean mayores a 70 pero menores a 130
II. Los sujetos cuyos valores de la relacion pepsindgeno I/ pepsinogeno II fueron

mayores a 3 pero menores a 10.

Grupos de comparacion
Los sujetos se agruparon en dos categorias (atrofia de alto grado y atrofia de bajo de grado),

para ello se emplearon los niveles de pepsindgeno como estimador del grado de atrofia
géstrica como un marcador de riesgo de desarrollar cancer gastrico, la agrupacion se realizara

segun lo indicado en el cuadro 2 (55)(62).

Cuadro 2. Estimacion del grado de atrofia de la mucosa géstrica basada en niveles de pepsindgenos

Atrofia severa o de alto grado Atrofia de bajo grado
Pepsinogeno 1 (ng/LL)  Menor de 70 Mayor de 130
Razén PG1/PG2 Menor de 3 Mayor de 10

Variables estudiadas
Para todos los individuos se cuenta con el dato de sexo y edad, datos derivados del estudio

CRELES. En estudios previos realizados por el programa de epidemiologia del cancer del
INISA se determind la concentracion de los PGs séricos, la presencia de anticuerpos contra
H. pylori y contra el factor de virulencia CagA. En el presente estudio se determind el
genotipo de los polimorfismos VEGFA —2578C/A(rs699947) y COX-2 —1195 G/A
(rs689460).

Consideraciones éticas
Para este proyecto se cuenta con un consentimiento informado que fue firmado por todos los

participantes, todo el proyecto cuenta con el aval del consejo €tico cientifico de la UCR. Este
proyecto pertenece al programa de epidemiologia del cancer del INISA y estd inscrito en la

vicerrectoria de investigacion con el nimero de proyecto C0308.
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Estrategia metodologica

Niveles de pepsindgeno
Las concentraciones (ug/L) de PGI y PGII se obtuvieron mediante la metodologia de ELISA

empleando un kit de la marca Biohit y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Determinacion de anticuerpos Anti H. pylori

Los datos de la serologia para la detecciéon de anticuerpos Anti H. pylori se obtuvieron
empleando una metodologia de ELISA desarrollada en el laboratorio y basada en

modificaciones de un ELISA previamente descrito(70)

Determinacion de H. pylori CagA + o CagA-

Los datos de la serologia para la deteccion del factor de virulencia CagA se obtuvieron

utilizando una metodologia de ELISA (24)

Determinacion de los genotipos

Los ensayos para la determinacion de los genotipos se llevaron a cabo en los laboratorios del
INISA, UCR. Se utilizaron muestras de ADN previamente extraidas a partir de sangre total
en tubos de muestras con EDTA como anticoagulante. Para la extraccion se utilizo la

metodologia de proteinasa K y fenol/cloroformo. Las muestras se conservaron a -70°C.

La determinacion de los genotipos para los polimorfismos VEGFA —2578C/A y COX-2
—1195 G/A se realizd6 mediante la técnica de PCR en tiempo real por medio de sondas
Tagman para SNPs, empleando el método de discriminacion alélica descrito por Furuya y

colaboradores(71).

Para la determinacion de VEGFA —2578C/A se empled la sonda codigo C 8311602 10
5'"GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA[A/CIGATCTGGGTGGATAATCAGACTG
AC3’. Para la determinacion de COX-2 -1195 G/A se emple¢ la sonda codigo C 2517145 20
5S'TTAGATGGAAGGGAGATTTTGACAG[C/TITGGAATTTCATCTTTGCTTTTGTTT
3.

En ambos casos se empled un volumen de reaccion de 10JL conteniendo 10ng de ADN
genomico; 5,5HL de mezcla de reaccion “master mix” Taq Man Universal (Applied
byosistems, Foster City, CA, USA), 0,55 UL de la sonda respectiva y 3,95 UL de agua. Las

reacciones se realizaron en placas opticas de 96 pozos en el equipo Step one plus (Applied
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biosystems, Foster City, CA, USA). El programa de amplificacion consistio en 1 ciclo de
desnaturalizacion por 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C

por 15 segundos, hibridacion a 60°C por 1 minuto y extension a 60°C por 3 minutos.

Analisis estadistico

Los datos sobre los genotipos generados en este proyecto se tabularon en una hoja de Excel.
Se utilizo el software SPSS de IBM se determinaron las estadisticas descriptivas sobre la
poblacion para las variables: sexo, edad, niveles de PGI, relacion PGI/PGII, porcentaje de
individuos con serologia positiva por el factor de virulencia CagA e infeccion por H. pylori,
las frecuencias genotipicas y alélicas para cada uno de los polimorfismos estudiados. Se

comprobd el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Todas estas variables se segregaron en los dos grupos de comparacion y los resultados
obtenidos se resumieron en tablas de contingencia. La distribucion de frecuencias de las
diferentes variables en cada grupo de comparacion fue analizada empleando la prueba exacta

prueba de Fisher.

Para determinar la capacidad de cada uno de los polimorfismos de predecir el grado de atrofia
gastrica de cada sujeto generaron varios modelos de regresion logistica binaria considerando

las siguientes variables: sexo, edad, anticuerpos Anti H. pylori, anticuerpos Anti CagA.

Los modelos fueron generados utilizando el método de introducir variables y fueron
evaluados mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow (H y L) para determinar su bondad de
ajuste, asi mismo la pertinencia de cada modelo predictivo fue evaluada mediante el criterio
de informacion bayesiano (BIC) y el criterio de informacion de Akaike (AIC), en base a la
combinacion de estos criterios se seleccion6 el mejor modelo. Para cada uno de los modelos
elegidos reportd el OR y el intervalo de confianza al 95%, asi como el respectivo valor de p.
Se considero significativos todos los valores de p menores a 0.10 para las regresiones

logisticas mientras que para el resto de analisis se us6 un valor de p de 0.05.
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7. Resultados

Caracteristicas generales de la poblacion y distribucion de frecuencias
Se procesaron 201 muestras de los participantes, con 3 muestras invalidas para cada

polimorfismo porque no hubo amplificaciéon mediante la técnica de PCR

El promedio de edad de la muestra estudiada fue de 75 afios. Se analizo una cantidad similar
de hombres y mujeres y su distribucion en los dos grupos de comparacion fue aleatoria. 65%
de los sujetos fueron seropositivos por H. pylori, el porcentaje se mantuvo similar en los dos
grupos de andlisis. El 38% de los sujetos resultd positivo por CagA, la distribucion en ambos

grupos se mantuvo muy similar.

Para el caso del polimorfismo VEGFA -2578 C/A se encontrd que el genotipo de referencia
CCy la forma heterocigota AC no tienen una distribucion significativamente diferente entre
ambos grupos, a diferencia del genotipo AA, cuya distribucion resulto ser significativamente

diferente (p=0.011) y parece ser mayor en el grupo de atrofia de alto grado.

En el caso del polimorfismo COX-2 -1195 G/A; el genotipo GG se present6 en 11 sujetos de
198 casos analizados, resultando ser una frecuencia muy baja no apta para realizar
comparaciones, razon por la cual se decidi6 hacer el andlisis empleando el término “portador
de G” que agrupa los genotipos GG y GA, esto con la finalidad de visualizar mejor el posible
efecto del alelo G. En cada uno de los grupos, “portador de G y genotipo AA, los sujetos se
distribuyeron de forma similar, sin diferencias estadisticamente significativas. El cuadro 3
resume todas las distribuciones de frecuencias por grupo de andlisis para las variables de

interés.
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Cuadro 3: Caracteristicas de la poblacion estudiada y andlisis bivariado de su distribucién en los

grupos de interés

Caracteristica Atrofia gastrica Valor de p*
Alto grado Bajo grado Total

Edad

60-69 afios, n (%) 15 (26.8%) 41 (73.2%) 56 0.139

70-79 afios, n (%) 28 (44.4%) 35 (55.6%) 63 0.081

80 afios 0 mas, n (%) 28 (34.1%) 54 (65.9%) 82 0.881

Total 71 130 201

Sexo

Masculino, n (%) 39(36.1%) 69(63.9%) 108

Femenino, n (%) 32(34.4%) 61(65.6%) 93 0.883

Total 71 130 201

Anticuerpos anti- H.

pylori

Positivo, n (%) 40(31.0%) 89 (69.0%) 129

Negativo, n (%) 31(43.1%) 41(56.9%) 72 0.093

Total 71 130 201

Anticuerpos Anti- CagA

Positivo, n (%) 31(40.3%) 46(59.7%) 77

Negativo, n (%) 40(32.3%) 84(67.7%) 124 0.289

Total 71 130 201

Genotipo VEGFA

—2578C/A

AA,n (%) 17(56.7%) 13(43.3%) 30 *0.011

AC, n (%) 30(30.9%) 67(69.1%) 97 0.300

CC,n (%) 22(30.6%) 50(69.4%) 72 0.439

Total 69 130 198

Genotipo COX2

-1195 G/A

Portador de G, n (%) 30(38.0%) 49(62.0%) 79

AA,n (%) 40(33.6%) 79(66.4%) 119 0.547

Total 70 128 198

*Prueba exacta de Fisher
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Frecuencias alélicas y frecuencias genotipicas
Las frecuencias genotipicas y alélicas para ambos polimorfismos se resumen en el cuadro 4,

se realiz6 la comprobacion del Equilibrio de Hardy Weinberg (HW) concluyendo que no hay

desviaciones significativas del mismo para ninguno de los dos casos.

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de los genes COX2 y VEGFA en la poblacion de estudio

Genotipo Atrofia gastrica

Alto grado Bajo grado Total

COX2 -1195 G/A

GG, n(frecuencia) 3(0.04) 8 (0.06) 11 (0.06)
GT, n(frecuencia) 27(0.39) 41 (0.32) 68 (0.34)
AA, n(frecuencia) 40 (0.57) 79 (0.62) 119 (0.60)
Total 70 128 198
Frecuencia alélica de G 0.24 0.22 0.23
Frecuencia alélica de A 0.76 0.78 0.77
Equilibrio de HW (p) 0.22 0.50 0.68

VEGFA —2578C/A

AA, n(frecuencia) 17 (0.25) 13 (0.10) 30 (0.15)
AC, n(frecuencia) 30 (0.43) 67 (0.52) 97 (0.49)
CC, n(frecuencia) 22 (0.32) 50 (0.38) 72 (0.36)
Total 69 130 199
Frecuencia alélica de A 0.46 0.36 0.40
Frecuencia alélica de C 0.54 0.64 0.60

Equilibrio de HW (p) 0.29 0.19 0.80
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Analisis predictivo del efecto del polimorfismo COX-2 —1195 G/A en combinacion con
otras variables empleando modelos de regresion logistica binaria
Se analizaron 4 posibles modelos de regresion logistica para el andlisis del polimorfismo

COX2 -1195 G/A. Ninguno de los modelos logro una bondad de ajuste significativa reflejada
en el valor p empleando el criterio de Hosmer y Lemeshow (H y L) (Ver anexo 3),
adicionalmente el antecedente de H. pylori y el factor de virulencia CagA mostraron
colinealidad, por lo cual la eleccion del modelo final incluye al factor de virulencia CagA en
el andlisis por su relevancia en la patologia géstrica que acompafa al proceso estudiado,
excluyendo el antecedente de infeccion por H. pylori. Para este modelo en particular se
definid6 como condiciones de referencia al grupo etario menor, el sexo femenino, el
antecedente negativo de exposicion a CagA y el genotipo portador de G. Los resultados se
muestran en el cuadro 5, donde se evidencia que ninguna variable mostro una capacidad
predictiva significativa.

Cuadro 5. Razén de momios y su intervalo de confianza al 95% para el polimorfismo COX2 -
1195G/A en combinacion con otros factores de la poblacion estudiada (Modelo 1)

Atrofia gastrica

Alto grado Valor p Bajo grado Valor
Edad ’
60-69 afios 1 1
70-79 afios 2.126(0.971-4.657)  0.059  0.470(0.215-1.030) 0.059
80 afios 0 mas 1.331(0.618-2.865)  0.465 0.751(0.349-1.617) 0.465
Sexo
Femenino 1 1
Masculino 1.046(0.572-1.913)  0.883  0.956(0.523-1.748) 0.883
Anticuerpos Anti- CagA
Negativo 1 1
Positivo 1.441(0.785-2.644)  0.238  0.694(0.378-1.274) 0.238
Genotipo COX2 -1195 G/A
Portador de G 1 1
AA 0.808 (0.443-1.476)  0.489 1.237(0.677-2.259) 0.489
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Analisis predictivo del efecto del polimorfismo VEGFA -2578 C/A en combinacion con
otras variables empleando modelos de regresion logistica binaria

Se analizaron un total de 4 posibles modelos de regresion logistica para el polimorfismo
VEGFA -2578 C/A en combinacion con los otros factores, los resultados de dichos analisis
se resumen en el anexo 2. Ninguno de los modelos logro una bondad de ajuste significativa
reflejada en el valor p empleando el criterio de H y L, adicionalmente el antecedente de H.
pylori y el factor de virulencia CagA mostraron colinealidad, por lo cual la eleccion del
modelo de se decidio incluir al factor de virulencia CagA en el andlisis por su relevancia en
la patologia gastrica que acompaifa al proceso estudiado excluyendo el antecedente de
infeccion por H. pylori. Para este modelo en particular se definieron como condicion de
referencia las siguientes variables: el grupo etario menor, el sexo femenino, el antecedente
negativo de exposicion a CagA y el genotipo CC. Los resultados se muestran en el cuadro 4,
donde se evidencia que la presencia del alelo AA mostro una capacidad predictiva
significativa, sugiriendo un mayor riesgo de padecer atrofia géstrica de alto grado para los
sujetos que acarrean dicho polimorfismo en su forma homocigota. El resto de variables no
mostro una capacidad predictiva significativa con OR muy variables oscilando alrededor de

1, lo que representa la condicion de referencia.
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Cuadro 6. Razon de momios al 95% de confianza para el polimorfismo Genotipo VEGFA —2578C /A
en combinacion con otros factores de la poblacion estudiada

Atrofia gastrica

Alto grado

Valor p

Bajo grado

Valor p

Edad

60-69 anos
70-79 afios
80 afios 0 mas
Sexo
Femenino
Masculino

Anticuerpos Anti-
CagA
Negativo

Positivo

Genotipo VEGFA
—2578C/A

CC
AC
AA

1
2.368(1.059-5.293)
1.468(0.669-3.222)

1
1.038(0.560-1.923)

1
1.261(0.673-2.364)

1
1.017(0.520-1.990)
2.821(1.141-6.970)

0.036
0.338

0.906

0.470

0.961
0.025

1
0.422(0.189-0.944)
0.681(0.310-1.495)

1
0.964(0.520-1.786)

1
0.793(0.423-1.487)

1
0.983(0.503-1.924)
0.355(0.143-0.876)

0.036
0.338

0.906

0.470

0.961
0.025
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8. Discusion

En la distribucion de las caracteristicas generales de los participantes no se encontré una
distribucion asimétrica en los dos grupos de comparacion

Los resultados de la prueba exacta de Fisher indican que las variables edad, sexo, antecedente
de exposicion a H. pylori y H. pylori CagA se distribuyeron de forma aleatoria en los dos
grupos de comparacion (ver cuadro 3). Un factor clave en estos estudios es la edad, ya que
se sabe que el CG es un proceso progresivo y que la carcinogénesis gastrica evoluciona
lentamente a través del tiempo. La edad avanzada se asocia con mayor probabilidad de
desarrollo de las lesiones precursoras y un aumento del riesgo de desarrollar CG. En un
estudio se observo que los participantes de mas de 60 afios, en el contexto de infeccion por
H. pylori y con alteracion funcional de la mucosa gastrica evidenciada por disminucion de
PGI y el cociente PGI/PGII acumulaban un riesgo de 10.5 de desarrollar CG(11). Otro
estudio apunta a que la incidencia de CG aumenta de manera importante a partir de los 55
afos alcanzando su pico maximo en entre los 75 y 84 afios(12). Considerando que todo el
grupo de estudio de este trabajo pertenece a un grupo que esta en riesgo aumentando de CG
por el tema de la edad, es dificil poder observar alguna tendencia o asimetria entre los grupos

etarios definidos para este trabajo.

La infeccion por H. pylori se asocia con una predisposicion a desarrollar lesiones precursoras
de CG (72) y el CG mismo(17), esto se puede ver potenciado en el caso de que la cepa de
H.pylori sea CagA+, estas cepas se asocian a una posibilidad mayor de desencadenar
lesiones precancerosas en la mucosa géstrica. Ninguno de estos dos efectos se logrd

evidenciar de manera clara en este estudio.
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La frecuencia genotipica con la que se presentan los polimorfismos COX-2 -1195 G/A y
VEGFA -2578 C/A en nuestra poblacion de estudio es similar a la encontrada en otras
poblaciones de referencia

En el presente trabajo se realizé la descripcion de la frecuencia alélica y genotipica de los

polimorfismos COX2 -1195 G/A y VEGFA -2578 C/A en una poblacion costarricense de
adultos mayores de 60 afios, a nuestro conocimiento es la primera descripcion de esta

naturaleza en nuestro pais y en Centroamérica.

Para el polimorfismo COX-2 -1195 G/A (cuadro 4), se obtuvo frecuencias de 6% para el
genotipo GG, 34% para GA y 60% para el genotipo AA, las frecuencias permanecieron
similares en los dos grupos de estudio. La presentacion de estos genotipos es muy similar a
la encontrada en un estudio efectuado en una poblacion brasilefia(63) y a otro realizado en
una poblacién surcoreana (73). En general esta tendencia se mantiene en distintos estudios
efectuados en varios paises alrededor del mundo, en un metaanalisis reciente se puede

confirmar que el genotipo GG esta, en general, menos representado que los otros genotipos

(74).

Segtn lo expuesto en el cuadro 4, para VEGFA -2578 C/A las frecuencias genotipicas
obtenidas fueron: 15% AA, 49% ACy 36% CC. Estos datos coinciden con los generados en
una poblacion brasilefia(63), adicionalmente un estudio efectuado en una poblacion
surcoreana arroja una distribucion de frecuencias genotipicas muy similar a la encontrada en
nuestro pais (75). Al observar la distribucion en los dos grupos de analisis se evidencia que
el genotipo AA mostré una distribucidn significativamente diferente entre los dos grupos,
alcanzando un 25% en el caso de los participantes que se clasificaron en el grupo de atrofia
de alto grado en referencia a 10% en el grupo con atrofia de bajo grado, la prueba de Fisher

registrada en el cuadro 3 confirma esta observacion.

El estudio en la poblacion brasilefa se eligid por ser una poblacion latinoamericana donde el
CG no esta entre los principales tipos de cancer y el estudio en la poblacion surcoreana donde
el CG tiene una incidencia y prevalencia mas elevadas que en Costa Rica, pero con una menor
mortalidad. En general, Brasil posee una incidencia de CG de 3.4% (4.3% en varones), Corea
12.5% (8.8% en varones) y Costa Rica 7.2% (8.4 en varones). Por su lado la prevalencia por
100 000 habitantes es de 165 en Corea, 27 en Costa Rica y 13 en Brasil. La mortalidad
atribuible a CG es mayor en nuestro pais con un 12.9%, Corea 8.5% y Brasil 6.1% (76) (77)
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(67). Estos datos sugieren que existe una dindmica diferente en los procesos de
carcinogénesis gastrica y en el desenlace de la enfermedad cuando se comparan las tres
poblaciones, por eso es de vital importancia explorar factores que expliquen estas diferencias,
en este caso estos SNPs se presentan en una frecuencia muy similar en las 3 poblaciones,
estos datos preliminarmente sugieren que es dificil que sean, por si mismos, un factor que
aumente el riesgo de progresion desde las lesiones precursoras hasta el CG, sin embargo, la

validacion de estas observaciones requiere mas estudios.

El polimorfismo COX-2 -1195 G/A no mostro ningun tipo de relacion con el grado de atrofia
gastrica
Pese a que el genotipo AA del SNP COX-2 -1195 G/A media un fuerte incremento de la

expresion de la proteina COX-2 e incluso se le ha asociado a un aumento del riesgo de
desarrollo de algunos tipos de cancer como el esofagico(41), el resultado global sobre esta
serie de pacientes parece ser estadisticamente nulo, es decir el aumento de la condicidén
proinflamatoria debido a la mayor cantidad de COX-2 es despreciable y no parece contribuir

de ninguna forma al avance de las lesiones precancerosas de la mucosa gastrica.

Estos resultados no muestran ningun tipo de asociacion entre el genotipo AA y el desarrollo
de lesiones precancerosas contrastando con lo expuesto por otros autores. Por ejemplo, en un
estudio con 179 muestras de tejido gastrico derivadas de sujetos con antecedente de infeccion
por H. pylori expresion de COX-2 se encontrd fuertemente inducida en escenarios de lesiones
precancerosas como atrofia, metaplasia y displasia(44). En otro estudio, en etapas mas tardias
de la carcinogénesis gastrica, se observo que el genotipo AA se asocia con una mayor
susceptibilidad a desarrollar CG del tipo difuso (73), otros estudios establecieron relaciones
a nivel de alelos, donde el alelo G parece relacionarse con el CG de tipo intestinal (71), en
general la expresion aumentada de COX-2 se ha relacionado con mayor propension al CG o
a cualquier de las lesiones o caracteristicas habilitadoras del cancer, en algunos estudios se
le ha vinculado a linfagiogénesis e invasion linfatica, caracteristicas habilitadoras del
CG(78). Hay un consenso importante en la literatura en referencia a la participacion de COX-
2 en los procesos de carcinogénesis gastrica, por lo tanto, estos datos no deberian ser la basa
para descartar mas exploraciones en esta linea, puede ser que el efecto se haga evidente si se

amplia el nimero de observaciones en este estudio o se realizan otros estudios seleccionando
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la poblacion de estudio con un método estadistico mas robusto, también puede ser importante

explorar otros SNPs descritos para este gen como rs5275(COX-2).

El genotipo AA del polimorfismo VEGFA -2578 C/A se asocidé con una mayor
predisposicion a desarrollar atrofia géstrica de alto grado
En este estudio hay diferencia en las frecuencias con la que los sujetos con el genotipo AA

se distribuyen en el grupo de atrofia de alto grado y atrofia de bajo grado (ver cuadro 3 y
cuadro 4), los datos apuntan a que los portadores del genotipo AA desarrollan atrofia géstrica

con mayor frecuencia que los sujetos que portan los otros genotipos.

Este hallazgo es contrario a lo esperado, ya que los antecedentes sugerian que el genotipo
AA al cursar con una menor produccion de VEGF-A se relacionaria principalmente con el
grupo de atrofia gastrica de bajo grado, ya que los datos consultados apuntan a que el papel
de esta proteina promueve la inflamacion crénica, la atrofia gastrica y las lesiones

subsecuentes hasta favorecer el CG.

Por ejemplo, los niveles séricos de VEGF-A fueron mas elevados en pacientes seropositivos
por H. pylori respecto a los seronegativos, en este mismo estudio se nota el efecto potenciador
de las cepas de H. pylori CagA+, ya que los sujetos seropositivos por CagA tuvieron niveles
aun mas elevados de VEGF-A que los seronegativos(50). En otro estudio se encontraron
asociaciones significativas entre los niveles séricos de VEGF-A y el desarrollo de atrofia

gastrica e incluso metaplasia intestinal, con OR de 4.33 y 4.678 respectivamente (52).

En una investigacion que incluy6 172 pacientes con antecedente de infeccion por H. pylori'y
con diversos tipos lesiones precursoras de CG incluyendo atrofia, metaplasia y displasia
diagnosticadas por endoscopia y biopsia se encontrd, mediante inmunohistoquimica, que la
expresion de VEGFA aumento progresivamente conforme las lesiones progresaban segun lo
descrito en el modelo de carcinogénesis de Correa, esto sugiere que los niveles mas elevados
de esta proteina pueden encontrar a las etapas mas tardias del proceso, sugiriendo una
participacion importante en esta parte del proceso. Esta observacién de la participacion
crucial del VEGF-A en etapas tardias de la carcinogénesis gastrica es apoyada por un estudio
en el que se encontrd que los sujetos portadores del genotipo AA se asociaron con proteccion

frente al desarrollo del CG(63), esto se puede atribuye a una menor expresion de la proteina
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VEGF-A en momentos donde para el crecimiento tumoral es critico contar con una adecuada

irrigacion que le permita satisfacer sus elevadas demandas energéticas.

No se encontraron datos publicados que sustenten los hallazgos de este trabajo sobre el
potencial papel del genotipo AA, los resultados parecen apuntar en direccién opuesta a lo
expuesto por otros autores. Dicho esto, es importante hacer algunas consideraciones en

cuanto al disefio del trabajo y a la plausibilidad biologica de este hallazgo.

En cuanto al disefio del trabajo, se sabe la atrofia gastrica es la una de las lesiones precursoras
de la cascada de Correa, pero no se desarrolla exclusivamente en los sujetos con lesiones
precancerosas o CG sino que también otras condiciones de origen inflamatorio como la
gastritis atrofica autoinmune (79). En esta linea, emplear los niveles de PGs como criterio
para segregar los participantes en los dos grupos de comparacion podria inducir un sesgo que
en un numero de observaciones pequefio tenga un efecto importante, por lo tanto, es necesario

ampliar el numero de observaciones para minimizar el posible efecto de este sesgo.

A nivel de plausibilidad biolégica en otros modelos se ha visto que VEGF-A participa en el
aumento de la permeabilidad vascular y en la reparacion tisular, dos eventos claves para una
buena respuesta inmunologica. Se propone que es posible VEGF-A tenga un rol importante
en las etapas tempranas de la respuesta inflamatoria contra H. pylori en la mucosa gastrica,
de modo que los portadores del genotipo AA adquieren algin grado de incompetencia para
el control y la erradicacion de la bacteria e incluso para la reparacion tisular, todos eventos

propios de una buena respuesta inmunoldgica.

En este escenario, la persistencia de H. pylori, por una inadecuada resolucion del cuadro
infeccioso podria desencadenar todos los efectos propios del CG y sus lesiones precursoras,
lo que sucede en adelante escapa del alcance de este trabajo. Aumentar el numero de
observaciones y confirmar esta tendencia puede ser el punto de partida para generar nuevas
preguntas de investigacion, la mayoria de los trabajos se concentran en el rol que tiene
VEGF-A en la angiogénesis y su participacion en los eventos tardios de la carcinogénesis
gastrica, de modo que actualmente hay un vacio de conocimiento sobre el papel de VEGF-A

en el control y resolucion de la infeccion por H. pylori en etapas tempranas.
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Ninguno de los modelos de regresion logistica binaria explorados en este estudio para los
polimorfismos COX-2 -1195 G/A y VEGFA -2578 C/A mostro una capacidad predictiva
estadisticamente significativa

A pesar de realizar varios intentos de combinar todos los factores en modelos de regresion

logistica binaria no se logr6 obtener un modelo que reflejara una buena capacidad predictiva,
esto queda evidenciado en los valores de p obtenidos mediante la prueba de H y L, que todos
resultados ser estadisticamente no significativos (ver anexos 1 y 2). La poca capacidad
predictiva del desarrollo de atrofia géstrica severa de los modelos de regresion logistica
binaria aqui explorados probablemente es reflejo de la distribucion individual de las variables
estudiadas (edad, sexo, antecedente de exposicion a H. pylori CagA+), en las distintas

categorias en las que se agruparon.

Limitaciones del estudio
La endoscopia y las observaciones histologicas son los métodos de referencia para evidenciar

el estado de la mucosa géstrica, sin embargo, en este trabajo se han establecido los grupos de
comparacion (atrofia de bajo grado y atrofia de alto grado) en base a los niveles de PGs con
el riesgo de que otras condiciones diferentes a las lesiones precancerosas o el CG mismo
pueden alterar la funcionalidad de la mucosa géstrica y por lo tanto la informacién derivada
de su interpretacion carece de especificidad suficiente para establecer un diagnéstico en
comparacion con las técnicas histologicas(80), siendo esta la desventaja principal de emplear
esta estrategia en nuestro estudio. Se reconoce entonces que este método de segregacion
acarrea un sesgo potencial, cuyo riesgo se asume debido a la conveniencia y facilidad de su

implementacion.
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9. Conclusiones y recomendaciones

Este trabajo incluye la primera descripcion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos COX2 -1195 G/A y VEGFA -2578 C/A en Costa Rica, se ha encontrado que la
distribucion de los alelos que componen estos SNP es muy similar a la que presentan otras
poblaciones. Estos estudios se constituyen en parte de una lista de polimorfismos vinculados
a la inflamacion que han sido explorados en nuestro pais, incluyendo polimorfismos en
receptores tipo Toll, proteinas de choque térmico y citocinas como IL-1, IL-10, TNF-a entre
otros y resalta la necesidad que existe de conocer y comprender los factores ligados al
hospedero que inciden para que inflamacion crénica derivada de la infeccion por H. pylori
tenga distintos los desenlaces conocidos, incluyendo CG. Esta informacion pretende orientar

acciones efectivas para la prevencion, diagnostico y el manejo de esta patologia

Se estudiaron dos SNPs, COX2 -1195 G/A el genotipo AA esta asociado con un aumento en
la expresion del gen cursando con niveles mas elevados de la proteina COX-2 mientras que
en el caso VEGFA -2578 C/A el genotipo AA se asocia una disminucion de la produccion de
la proteina VEGF-A, este genotipo es el que muestra una relacion estadisticamente
significativa con la atrofia gastrica de alto grado en nuestro estudio, dicha relacion debe ser
corroborada ampliando la cantidad de participantes. Actualmente se conoce mucho del rol de
VEGF-A en etapas tardias de los procesos tumorales, pero en etapas tempranas los datos son
pocos y hacen falta mas estudios, esto abre la puerta para explorar el rol de VEGF-A en las

etapas tempranas de la carcinogénesis gastrica.

Se recomienda ampliar el estudio de este polimorfismo hasta completar las 540 muestras
disponibles en el marco muestral total, con la finalidad de verificar los hallazgos obtenidos.
Ademds, es importante continuar explorando otros posibles factores asociados al
comportamiento del CG en nuestro pais, de modo que se pueda continuar la ruta de
desarrollar estrategias predictivas que faciliten la deteccion temprana de los casos de CG y
permitan ofrecer mejores alternativas y calidad de vida a quienes padecen esta enfermedad o

estan en riesgo de padecerla.



10. Anexos

Anexol. Cuadro de operacionalizacion de variables

Cuadro 7. Cuadro de operacionalizacion de variables

32



Objetivos especificos Variable Definicién Conceptual Dimensiones Definicion operacional Indicadores Nivel de 33
(variables medicion
contenidas en la
definicion
conceptual)
Caracterizar la poblacion estudiada mediante | Caracteristicas Conjunto de 1.Edad 1.Tiempo transcurrido 1. 60-69 afios, 70- 1. Continua
la descripcion de demograficos y pardmetros | demogréficasy caracteristicas bioldgicas - en afios desde el 79 afios, >80 afios (segun registro)
.Sexo
bioquimicos como  determinacion  de | antecedentes clinicos presentes en el grupo de nacimiento
. 2. Nominal
anticuerpos Anti H. pylori y determinacién | de la poblacién de estudio, asi como sus 3. Antecedente de 2. Masculino/
2.Sexo bioldgico f .
serolégica de H. pylori CagA+, cuantificacién | estudio antecedentes clinicos de infeccion por H. emenino 3. Nominal
de niveles de pepsindgeno, relacion de relevancia i izacié
pep g pylori 3.Caracterizacién de un 3. CagA+, CagA- ]
o, 4. Continua
pepsindégeno (PG1/PG2) factor de virulencia que
4. Antecedente de 4.C L
se asocia a riesgo de CA - Concentracion
infeccién por H.
gastrico (Hg/L) de
i +
pylori Caght o pepsindgeno ly Iy
CagA- 4.Estimacion del grado razon PGI/PGII
de atrofia gastrica segin
5.Niveles de
intervalos predefinidos
pepsindégeno
Determinar la frecuencia de los genotipos del | Frecuencia de las Porcentaje de las unidades | 1. Homocigoto (GG) 1. Los dos alelos 1. Patrén Discreta:
gen COX-2 (-1195 G>A) en un grupo de sujetos | variantes alélicas del de observacién que se presentan el mismo homocigoto (GG) frecuencia
o . ’ 2. Heterocigoto (GA) .
con pepsindgenos altos y un grupo de sujetos | gen COX-2 agrupan en las categorias nucleédtido (GG)
2. Patron Discreta:
con pepsindgenos bajos de estudio 3. Homocigoto (AA)
2. Presencia de ambos heterocigoto (GA) frecuencia
nucleétidos (GA)
3. Patron Discreta:
3. Los dos alelos homocigoto (AA) frecuencia

presentan el mismo

nucleétido (AA)
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Determinar la frecuencia relativa de los
genotipos del gen VEGFA (-2578C>A) en un
grupo de sujetos con pepsindgenos altos y un

grupo de sujetos con pepsindgenos bajos

Frecuencia de las
variantes alélicas del

gen VEGFA

Porcentaje de las unidades
de observacién que se
agrupan en las categorias

de estudio

1. Homocigoto (CC)

2. Heterocigoto (CA)

3. Homocigoto (AA)

1. Los dos alelos
presentan el mismo

nucleétido (CC)

2. Presencia de ambos

nucledtidos (CA)

3. Los dos alelos
presentan el mismo

nucledtido (AA)

1. Patrén

homocigoto (AA)

2. Patron

heterocigoto (AG)

3. Patron

homocigoto (GG)

Discreta:

frecuencia

Discreta:

frecuencia

Discreta:

frecuencia

Analizar la posible asociacién entre el
genotipo que porta cada individuo y los
niveles de pepsinégeno como indicador de la
severidad de la atrofia gastrica para proponer
el posible papel de estos polimorfismos en

esta patologia

Asociacion entre los
polimorfismos en
estudio y la severidad

de la atrofia gastrica

Estadistico que cuantifica
el grado de asociacién
entre la presencia de un
genotipo y el riesgo de

padecer atrofia gastrica

Razén de los
momios (OR, de sus

siglas en inglés) 221

Indicador estadistico
que cuantifica el grado
de asociacion entre dos

variables

Razén de los

momios

Continua:
razon de los
momios e
intervalo de

confianza.




35

Anexo 2. Indicadores de los modelos de regresion logistica para el polimorfismo COX2 -
1195 G/A en combinacién con otros factores

Cuadro 8. Indicadores de los modelos de regresion logistica para el polimorfismo COX2 8473 G /A
en combinacion con otros factores

Modelo Variables Hosmer y AIC BIC
Lemeshow

1 Edad, Sexo, Anticuerpos anti- H. pylori, 0.836 122.608 145.626
Anticuerpos Anti-CagA, Genotipo COX-2 -
1195 G/A

2 Edad, Sexo, Anticuerpos anti-H. pylori, 0.774  85.123 104.853
Genotipo COX-2 -1195 G/A

3 Edad, Sexo, Anticuerpos Anti-CagA, 0.832 89.065 108.794

Genotipo COX-2 -1195 G/A
4 Edad, Sexo, Genotipo COX-2 -1195 G/A 0.871 53.646  70.087
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Anexo 3. Indicadores de los modelos de regresion logistica para el polimorfismo VEGFA -
2578 C/A en combinacion con otros factores

Cuadro 9. Indicadores de los modelos de regresion logistica para el polimorfismo VEGFA -2587
C/A en combinacion con otros factores

Modelo Variables Hosmer y AIC BIC
Lemeshow

1 Edad, Sexo, Anticuerpos anti- H. pylori, Anticuerpos 0.836 122.608 145.626
Anti-CagA, Genotipo VEGFA -2578 C/A

2 Edad, Sexo, Anticuerpos anti-H. pylori, Genotipo 0.774  85.123 104.853
VEGFA -2578 C/A

3 Edad, Sexo, Anticuerpos Anti-CagA, Genotipo 0.832  89.065 108.794
VEGFA -2578 C/A

4 Edad, Sexo, Genotipo VEGFA -2578 C/A 0.871 53.646  70.087
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