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Justificacion de la tesis

A pesar de que la incidencia del cancer gastrico muestra una tendencia decreciente
en los ultimos afios, esta neoplasia sigue siendo una de las mas frecuentes en los
paises occidentales. El tipo histolégico mas frecuente dentro del cancer gastrico es
el adenocarcinoma, dentro del cual se engloban entidades muy diferentes. El tipo
intestinal es la forma mas frecuente en las zonas geograficas con una mayor tasa de
enfermedad y su desarrollo se ha relacionado fundamentalmente con factores
ambientales. Por el contrario, el cancer gastrico de tipo difuso se presenta en zonas

con una menor prevalencia y su aparicion se ha relacionado con factores genéticos.

Distintos estudios epidemiologicos han demostrado que la gastritis cronica precede
en la evolucidon al carcinoma gastrico de tipo intestinal, determinando también una
secuencia de cambios histoldgicos progresivos que ocurren desde la mucosa normal

a este tipo de neoplasia.

En general, el modelo de carcinogénesis gastrica mas ampliamente aceptado
sugiere que la mucosa normal desarrolla primero una gastritis cronica no atréfica,
gue evoluciona posteriormente a gastritis cronica atréfica y finalmente a metaplasia
intestinal y displasia que preceden a la aparicion del adenocarcinoma. En esta
secuencia parece que el desarrollo de atrofia es el punto fundamental en el proceso

de la carcinogenesis.

Distintos estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacion positiva ente la
infeccion por Helicobacter pylori, la atrofia progresiva de la mucosa gastrica y la

aparicion del cancer gastrico. Estas observaciones epidemioldgicas han llevado a la



Justificacion de la tesis

Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) a reconocer a
Helicobacter pylori como una agente cancerigeno para el ser humano, y en la
actualidad se considera que la infeccion por esta bacteria tiene un papel
fundamental en la aparicion de las lesiones histologicas que preceden al cancer

gastrico.

Sin embargo, los mecanismos responsables del proceso de carcinogénesis gastrica
son desconocidos y posiblemente multifactoriales. En este sentido, se sabe que
aunque todos los pacientes infectados por Helicobacter pylori desarrollan una
gastritis cronica, tan solo una parte de ellos se veran afectados por un carcinoma
gastrico. Probablemente, esto se deba a la modulacién del proceso inflamatorio por
una serie de factores ambientales o dependientes de la virulencia de la bacteria, asi
como del desarrollo de diferentes respuestas inflamatorias dependientes del

huésped.

Por tanto, el cancer gastrico seria la consecuencia de un proceso inflamatorio
iniciado por un agente infeccioso (Helicobacter pylori), y de la interaccién de factores
dependientes del huésped y de distintos factores ambientales, entre los que destaca

la dieta.
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Introducciéon

1. CONSIDERACIONES GENERALES RESPECTO AL CANCER GAS TRICO

Las estimaciones mas recientes indican que actualmente esta neoplasia es el
segundo tipo de cancer mas frecuente después del de pulmén. Aunque se ha
observado una disminucion progresiva en la incidencia de cancer gastrico en la
mayor parte de los paises industrializados en las ultimas décadas (Haenszel W, 1975),
en muchas areas la mortalidad por este tumor sigue siendo todavia muy elevada. En
este sentido hay que tener en cuenta que a pesar de la disminucion de su incidencia
y del descenso de las tasas de mortalidad por esta neoplasia, el nUmero absoluto de
nuevos casos diagnosticados crece cada afo, debido principalmente al aumento y al

envejecimiento de la poblacion, especialmente en los paises desarrollados.

La incidencia de cancer gastrico se caracteriza por presentar una elevada
variabilidad segun el area geografica considerada (Parkin DM, 1992). Existen areas en
las que la incidencia es muy elevada como Costa Rica, Chile, Ecuador o Japon
donde la mortalidad por este tumor supera los 80 casos por 100.000 habitantes y
aflo, mientras que en otros paises como Australia, Estados Unidos o Canada
presentan tasas inferiores a 10 casos por 100.000 habitantes (Whelan SL, 1993. Doll R,
1978. Miller AB, 1983. Miller AB, 1982. Wynder EL, 1976). En el hemisferio norte se ha
descrito también una tendencia hacia un gradiente norte-sur en la incidencia
describiéndose mayores tasas de incidencia en las zonas meridionales. En general,
en los paises de Europa occidental las tasas de mortalidad por esta enfermedad se

encuentran entre estos dos extremos.
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Sin embargo, los datos sobre la incidencia de estos tumores no pueden considerarse
de forma global ya que se han observado variaciones muy notables a nivel regional

dentro de un mismo pais e incluso a nivel comarcal (Webb PM, 1995).

Estas diferencias en la distribucion geografica han permitido postular la importancia

de ciertos factores ambientales en el desarrollo de este tumor.

En este sentido se han realizado distintos estudios epidemioldgicos sobre el efecto
de los movimientos migratorios de poblaciones desde zonas de bajo riesgo a otras
de un riesgo elevado. En estos estudios se ha podido demostrar que la incidencia de
cancer gastrico se adapta en la segunda o tercera generacion a la incidencia de la
poblacién nativa (Haenszel W, 1972 y 1961). Se ha observado también que estos
cambios no llegan a afectar a la poblacion que emigra en la edad adulta a estas
zonas. Esta influencia de la migracion en la incidencia del cancer gastrico viene a
sugerir que la exposicion a ciertos agentes etioldgicos a una edad temprana

desempeia un papel muy importante en el desarrollo de esta enfermedad (Correa P,

1985).

La mayoria de los estudios epidemiolégicos han demostrado que las tasas mas
elevadas de cancer gastrico se encuentran en las clases sociales de menor nivel
socio-economico (Howson CP, 1986) lo que apoya la hipétesis de que los factores
exdgenos, sobre todo nutricionales, desempefian un importante papel en su

etiopatogenia.
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A pesar de la disminucion progresiva en la incidencia de cancer gastrico en los
paises industrializados en los ultimos afos, se ha descrito un aumento progresivo en
la tasa de los tumores de la zona cardial lo que sugiere que las neoplasias de esta

localizacion tienen un comportamiento biolégico diferente (Blot W, 1991. Kabat G, 1993.

Clark G, 1994).

2. TIPOS HISTOPATOLOGICOS DE CANCER GASTRICO

La mayor parte de los tumores primarios del estomago se generan a partir del
epitelio gastrico aunque también pueden encontrarse otros que se forman a partir del

musculo, el tejido adiposo y las células linfoides del estbmago.

Dentro de las neoplasias gastricas, la variedad mas frecuente es el adenocarcinoma

qgue representa mas del 90% del total.

Dentro del adenocarcinoma se distinguen dos entidades histopatolégicas bien
diferenciadas, denominadas cancer gastrico de tipo intestinal o expansivo y el tipo
difuso o infiltrativo. Ademas de las diferencias histolégicas que caracterizan a estos
tumores, se ha observado que ambos tipos presentan varias diferencias no sélo en
cuanto a su comportamiento biolégico y sino también desde el punto de vista

epidemioldgico (Lauren P, 1993).
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2.1 ADENOCARCINOMA DE TIPO INTESTINAL

El cancer tipo intestinal se origina con frecuencia a partir de la mucosa antral y suele
presentarse como lesiones ulceradas. Desde el punto de vista histolégico presenta
estructuras glandulares bien definidas, similares a las del adenocarcinoma colénico y
que forman nodulos de crecimiento expansivo caracterizados por su cohesion
celular. Generalmente en el vértice apical, las células contienen una vacuola de
mucina, que posteriormente se deposita en la luz glandular. Esta variedad
histoldgica es mas frecuente en las areas geograficas de mayor incidencia de cancer
gastrico (Mufioz N, 1968), aparece a una edad mas avanzada, con una mayor
frecuencia en varones y se asocia a determinados condicionantes que sugieren que

existe un importante componente ambiental en su génesis

2.2 ADENOCARCINOMA DE TIPO DIFUSO

El carcinoma de tipo difuso puede desarrollarse en cualquier localizacion del
estbmago, aunque con preferencia a nivel del cardias, aparece a menudo en
personas mas jovenes y en general se considera de peor pronéstico. En la génesis
de este tipo histolégico se sospecha que interviene un factor hereditario, ya que se
asocia al grupo sanguineo A y presenta una asociacion familiar fuerte.
Histoldgicamente el carcinoma tipo difuso se caracteriza por la presencia de camulos
de células con escasa cohesion entre ellas, que presentan abundantes mucinas
citoplasmaticas PAS positivas que rechazan el nucleo y que forman las

caracteristicas células en anillo de sello (Lauren PA, 1993).
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3. SUSTRATO ANATOMOPATOLOGICO. DE LA GASTRITIS AL C ANCER:

SECUENCIA DE CORREA

Pelayo Correa propuso una hipétesis de carcinogénesis gastrica que actualmente es
comunmente aceptada y que sugiere que la variedad intestinal del adenocarcinoma
gastrico es el resultado final de la progresion de unas lesiones histolégicas previas
consideradas como preneoplasicas.

Este proceso que se conoce como la secuencia de Correa (corea P, 1988) queda

esquematizado en la figura siguiente.

Mucosa gastrica normal

l

Gastritis aguda

|

Gastritis cronica no

atréfica
h 4
Metaplasia de intestino Metaplasia colénica
delgado 4— Gastritis crénica atréfica [P
v
Displasia

Adenocarcinoma
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En este modelo, la gastritis crOnica progresivamente evoluciona a atrofia y a

metaplasia intestinal.

En algunos sujetos el epitelio metaplasico, bajo la influencia de alteraciones
genomicas Yy fenotipicas, evoluciona a la displasia y posteriormente puede progresar
a una neoplasia invasiva. Recientemente, el paradigma ha sido modificado al

insertar a Helicobacter pylori al comienzo de la secuencia (Correa P, 1991 y 1992).

3.1. GASTRITIS

El término general de gastritis se ha utilizado de forma profusa, y en ocasiones
erroneamente, para describir desde cuadros clinicos hasta alteraciones
macroscopicas de la mucosa gastrica vistas por endoscopia. En sentido estricto este
término soOlo deberia utilizarse para hacer referencia a las alteraciones
anatomopatoldgicas ocurridas sobre la mucosa gastrica (Green LK, 1990). La mayoria
de los autores, basandose en la clasificacion de Whitehead (Whitehead R, 1972 y 1985),
distinguen cinco categorias en funcion del grado de distorsion morfologica de la
mucosa y de la hiperplasia foveolar: mucosa normal, gastritis superficial, gastritis
cronica sin/con atrofia y metaplasia intestinal. La gastritis se considera “cronica”
cuando existen células mononucleares en la lamina propia, fundamentalmente
linfocitos y células plasméticas y “activa” si existe un infiltrado de leucocitos

polimorfonucleares.

10
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3.2. GASTRITIS CRONICA

Los componentes basicos de la gastritis cronica son la degeneracion epitelial, el

infiltrado inflamatorio, la atrofia glandular y la metaplasia intestinal.

La degeneracion epitelial es un hallazgo constante en grado variable en la

gastritis crénica.

El infiltrado inflamatorio puede ser agudo o crénico y esta constituido por

neutréfilos o células plasmaticas y linfocitos, respectivamente. El grado de
inflamacion aguda determina el grado de actividad de la gastritis. En general, la
intensidad de la inflamacion se correlaciona de forma directa con la densidad de
la colonizacién por Helicobacter pylori (Sobala GM, 1993. Bayerdorffer E, 1992). La
presencia de foliculos linfoides es caracteristica de la gastritis asociada a
Helicobacter pylori (Genta R, 1983).

La atrofia glandular consiste en la perdida de tejido glandular que produce un
adelgazamiento de la mucosa gastrica. Esta perdida debe referirse a glandulas
“apropiadas”, es decir, a las propias de la mucosa de una determinada area del
estomago (Owen DA, 1986). El lugar de las glandulas puede ser ocupado por
fibrosis, o por otro tipo de glandulas “inapropiadas”, es decir, de un tipo que no
deberia estar en esa localizacion (Genta RM, 1995). En el antro, en la zona
prepilorica las glandulas nativas son mucosas, mientras que en el cuerpo las
glandulas son oxinticas. El cardias puede considerarse similar al antro, mientras
gque una mezcla de los dos tipos de glandulas se encuentran en la zona
transicional.

En la metaplasia intestinal se produce una sustitucién del epitelio gastrico normal

por células de tipo intestinal.

11
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3.3. GASTRITIS CRONICA CON METAPLASIA INTESTINAL

En la metaplasia intestinal las células mucosas del epitelio normal se reemplazan
por otras similares a las células del intestino, generalmente con un fenotipo de
intestino delgado, y menos frecuentemente similar a las de intestino grueso. En
dependencia del tipo celular existente y de la expresion de las distintas mucinas se

distinguen tres tipos de metaplasia intestinal:

+ Metaplasia intestinal tipo |

La metaplasia intestinal tipo | es la forma mas frecuente de metaplasia y se
relaciona con la de tipo intestino delgado o completa. Se caracteriza por la
presencia de células columnares maduras no secretoras que muestran un borde
en cepillo bien definido, por células caliciformes de vacuola Unica que secretan

sialomucinas y por algunas células de Paneth.

+ Metaplasia intestinal tipo |l

En este tipo de metaplasia, las criptas presentan un grado intermedio de
distorsion de la arquitectura y las glandulas son mas irregulares con células
columnares con distintos grados de maduracion y que secretan mucinas neutras

0 pequefias cantidades de sialomucinas.

*« Metaplasia intestinal tipo Il

La desestructuracion de la arquitectura de las criptas y la presencia de células
columnares con un mayor grado de desdiferenciacion y atipia son caracteristicas

de esta forma de metaplasia. Los enterocitos absortivos tipicos pierden el borde
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en cepillo definido y son reemplazados por células columnares que secretan
sulfomucinas y por células caliciformes que muestran grandes vacuolas de
diferentes tamafios y que secretan tanto sulfomucinas como sialomucinas.

La metaplasia intestinal de tipo colonica o incompleta incluye los tipos Il y Il de

metaplasia.

3.4. DISPLASIA

En los dltimos afios se han podido objetivar considerables diferencias en la
prevalencia de la displasia epitelial gastrica que probablemente son un reflejo de las
diferencias en los criterios morfologicos usados para su diagnostico y gradacion. A la
hora de definir la displasia se tienen en cuenta criterios citolégicos (atipia,
estratificacion y perdida de la polaridad nuclear) y arquitecturales (ramificacion,
crecimiento papilar o adosado de las glandulas). La clasificacion mas empleada
divide a las displasias en dependencia de las alteraciones citolégicas vy
arquitecturales en displasias de bajo y alto grado. La displasia de alto grado se

considera sindnimo de carcinoma in situ y es dificil encontrarla de forma aislada.

Desde 1998, siguiendo la clasificacion de Padua se puede también estratificar a la
displasia en 5 grupos:

1. Negativo para displasia. Este grupo incluye a la mucosa normal, a la hiperplasia

reactiva foveolar y a la metaplasia intestinal.
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. Indefinido para displasia. En estos casos se observa un gradiente de maduracion

desde las capas mas profundas de la mucosa que ayuda a distinguir los

artefactos propios de un material de biopsia inadecuado (Torrado J, 2000. Haggitt RC,
1994. Levine DS, 1993).

. Neoplasia no_invasora. Incluye a la displasia de alto y bajo grado. Algunos

autores, incluso en ausencia de invasion de la lamina propia consideran a las
displasias de alto grado como carcinoma.

. Sospechoso de cancer gastrico invasor. Se considera una lesion irreversible y

subsidiaria de reseccion aunque no se compruebe la existencia de invasion (Rugge
M, 1994).

. Carcinoma_invasor. Se recomienda la reseccidon quirdrgica siempre que sea

posible.
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4. ETIOPATOGENIA DEL CANCER GASTRICO

En un principio se pensé que los mayores determinantes del microambiente gastrico
que favorecian la transformacion de células neoplasicas eran de naturaleza

dietética.

Algunas observaciones epidemioldgicas posteriores, como las importantes
variaciones geograficas en la incidencia de este tumor (Parkin DM, 1992), su tendencia
temporal decreciente (Haenszel W, 1975), y las claras variaciones del riesgo en las
poblaciones que emigran (Haenszel W, 1972), sugirieron la influencia de otros factores

ambientales en el proceso de la carcinogénesis gastrica (Correa P, 1985).

Se observo también que las variaciones en la incidencia de cancer gastrico se
producen sobre todo a expensas de la forma intestinal ya que la fraccion atribuible al
subtipo difuso permanece mas constante, o que puede sugerir una mayor influencia

de los factores ambientales en la génesis del cancer géstrico de tipo intestinal.

Por otra parte, desde hacia décadas se conocia la existencia de una asociacion
clara y constante entre cancer gastrico y gastritis (Siurala M, 1981). En un primer
momento las investigaciones se centraron en la epidemiologia de la gastritis y en su

asociacion con distintos factores ambientales y en especial con la dieta.

Posteriormente distintos estudios han confirmado que Helicobacter pylori es la causa

principal de gastritis cronica (Hu PJ, 1994). En la mayoria de los pacientes, la gastritis

cronica no provoca enfermedad clinica, lo que sugiere que la agresion de
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Helicobacter pylori sobre la mucosa gastrica esta modulada a su vez por otros

factores etioldgicos.

Por otra parte, las evidencias epidemiolégicas que relacionan esta bacteria con el

cancer gastrico, aun siendo altamente sugestivas, resultan menos claras (Parsonnet J,

1991. Forman D, 1991. Nomura A, 1991).

4.1. FACTORES AMBIENTALES

La influencia de las migraciones en la incidencia del cancer gastrico sugiere que la
exposicibn a un agente etiolégico de forma temprana en la vida puede ser
responsable de esta enfermedad, aunque la naturaleza de este agente todavia no ha

sido aclarada (Correa P, 1985. Haenszel W, 1961 y 1972).

Dado que el estbmago es el primer punto de contacto prolongado con los alimentos,
distintas sustancias de la dieta han sido incriminadas como potenciales
carcindégenos. A pesar de la dificultad para la realizacion de estos estudios basados
en el andlisis retrospectivo de los habitos dietéticos en edades tempranas, se ha
sugerido una relacion entre el consumo de determinados alimentos y el cancer

gastrico.

Distintos estudios sugieren una asociacion aumentada entre esta enfermedad y una
alimentacion rica en sal y en alimentos ahumados, hidratos de carbono refinados,
cereales, tubérculos y determinadas conservas (Li JY, 1989. Chen VW, 1990. Henderson
BE, 1990). De forma opuesta, el consumo de vitamina C, de carotenos y de calcio

parece ejercer un efecto protector en la génesis del cancer gastrico (Blot WJ, 1993).
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Por otra parte, la ingesta de leche entera, el consumo de verduras y frutas frescas,
especialmente citricos y el uso de frigorificos parecen asociarse también de forma

inversa con el cancer gastrico (Steinmetz KA, 1991).

No se ha establecido una relacion clara entre el consumo de alcohol o tabaco y un
aumento del riesgo de adenocarcinoma gastrico (Chyou P, 1990. Nomura A, 1990. Kneller
R, 1992). Si bien parece existir una relacion establecida entre el benzopireno, el

asbesto, el cloruro de vinilo y el cromo con el cancer de estdmago.

Otras sustancias que se han involucrado potencialmente en el desarrollo del cancer
gastrico son los nitratos y los nitritos, si bien esto no ha podido ser confirmado en
todos los estudios (Beresford SAA, 1985). Los nitratos forman parte habitual de nuestra

dieta y se encuentran fundamentalmente en las verduras, la carne curada y el agua.

Muchos compuestos nitrosos, algunos derivados de la nitrosacion de alimentos

como las habas y la col china, son mutagenos y carcinégenos potenciales

(Wakabayashi K, 1985. Yang D, 1984).

Los nitratos de la dieta son convertidos a nitritos, los que posteriormente pueden ser
nitrosados, es decir, combinados con aminas y amidas, para formar nitrosaminas y
nitrosamidas. Los componentes nitrosos son conocidos carcindgenos gastricos en
estudios experimentales en animales (Sugimura T, 1978), Y aunque no se han
establecido definitivamente como causa de cancer gastrico en el hombre, existen

evidencias circunstanciales que pueden apoyar esta hipétesis.
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En este sentido se ha observado una alta concentracion de nitratos en el suelo y en
el agua de ciertas regiones con tasas elevadas de mortalidad por cancer gastrico,
aun cuando algunos estudios realizados en Gran Bretafia no lo han confirmado
(Beresford SAA, 1985). Se ha comprobado un incremento de bacterias formadoras de
nitritos en el tracto gastrointestinal de poblaciones con secrecion reducida de acido
clorhidrico por el estomago, lo cual no es infrecuente en personas con cancer

gastrico o con predisposicion a padecerlo (anemia perniciosa y gastritis atréfica)

(Ruddell WSJ, 1978).

Se piensa que la reduccién del acido permite la colonizacién del estomago por
bacterias catalizadoras de las reacciones de N-nitrogenacion. La atrofia lleva a una
disminucién de la secrecion de acido clorhidrico y pepsina, con la consecuente
elevacion del pH géstrico y exceso de crecimiento de las bacterias anaerdbicas
dentro del lumen géstrico. Muchas de estas bacterias tienen reductasas que
convierten los nitratos en nitritos, con el potencial de generar compuestos de N-

nitroso incluso con pH gastricos altos (Keefer LK, 1973).

Se ha confirmado también una elevacion de las concentraciones de nitritos y
nitrosaminas en pacientes sometidos a cirugia gastrica, circunstancia que también

se ha relacionado con el cancer gastrico (Schalg P, 1980).

Algunos estudios han demostrado una elevada concentraciéon de nitritos en los
sujetos con cancer gastrico (Ruddell WSJ, 1976. Hall CN, 1986) respecto a los pacientes
con Ulcera y los controles. Dado que las bajas temperaturas inhiben la conversion de

los nitratos en nitritos, la generalizacion del uso de los frigorificos y la menor
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utilizacion secundaria de productos quimicos para la conservacion de los alimentos

podria justificar en parte la reciente disminucion del carcinoma gastrico.

Otros estudios han establecido también una relacién inversa entre el consumo de
fibra y el riesgo de cancer gastrico basada en la reduccion de la concentracion de

nitritos en estomago derivada de su consumo (Lyon JL, 1983).

Los alimentos ricos en vitamina C, tales como los citricos parecen tener un efecto
protector en la génesis del cancer gastrico. El acido ascérbico, la forma reducida de
la vitamina C, es un potente antioxidante de importancia potencial en la prevencion
del cancer gastrico (Mirvish SS, 1986. Kyrtopoulos SA, 1987), Si bien se sabe poco acerca

de los factores que afectan su concentracion.

Se ha comprobado en estudios caso control y en muestras amplias de poblacion que
la ingesta elevada de alimentos ricos en vitamina C se asocia con una reduccion de

la incidencia de cancer gastrico (Haenszel W, 1972. Graham S, 1972. Bjelke E, 1979. Cuello C,

1976).

El acido ascorbico tiene un potencial antioxidante bien conocido, lo cual podria tener

un papel crucial anticarcinogénico previniendo la oxidacion del DNA.

El &cido ascorbico es transportado activamente de la sangre al lumen gastrico (Sobala

GM, 1989). Los mecanismos mediante los cuales tiene lugar esta transferencia, al

igual que su funcion, son desconocidos.
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Existen estudios recientes que sugieren que la vitamina C es secretada activamente
en estdmago por un mecanismo independiente de la secrecion acida, y se ha
observado que este proceso se encuentra alterado en algunas patologias como la

gastritis crénica.

Se ha comprobado también que los pacientes con hipoclorhidria tienen una
reduccion marcada en el total de vitamina C gastrica y en los niveles de &cido

ascorbico.

Se ha observado también que los individuos infectados por Helicobacter pylori tienen
menores concentraciones de acido ascoérbico en el jugo gastrico que los no
infectados. Después del tratamiento efectivo de la infeccion, la concentracion de
acido ascorbico en el jugo gastrico aumenta a niveles similares a individuos no

infectados (Ruid B, 1994).

No se ha determinado todavia si los niveles bajos de acido ascoérbico en el jugo
gastrico de los individuos infectados refleja una disminucion de la secrecion o un
aumento de la oxidaciébn de acido ascoérbico después de que alcanza el lumen

gastrico.

El primer mecanismo esta apoyado por el hecho de que los bajos niveles de acido
ascorbico en el jugo gastrico estan relacionados con la extension del dafio a las
células epiteliales (que se observa mas claramente por la pérdida de mucus)

causado por la infeccion por Helicobacter pylori. Esta asociacién continda siendo
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importante en analisis con multivariables después de controlar otros factores que
pueden producir el mismo efecto, como niveles de acido ascoérbico en el plasma, la
atrofia de la mucosa, el grado y tipo de infiltrado inflamatorio, la existencia de Ulcera

péptica y el pH gastrico (Ruid B, 1994. Eood JC, 1994).

Un mecanismo basado en el aumento de la oxidacién esta apoyado por el hecho de
que en el mismo analisis de multivariables el pH gastrico muestra un efecto
independiente, reduciendo la concentracion de acido ascorbico en el lumen gastrico.
Es posible que ambos mecanismos operen para disminuir la disponibilidad de acido
ascorbico en el lumen gastrico, interfiriendo asi con su capacidad oxidante. Un
ejemplo de este efecto esta en el hecho de que el acido ascorbico, pero no su forma
oxidada, reacciona con el nitrito gastrico, bloqueando la capacidad de sintetizar

compuestos nitrosos en el lumen gastrico.

Los nitratos pueden reaccionar con las aminas y amidas de la dieta para crear
compuestos N-nitroso directamente a pH 4 (Mirvish SS, 1975) 0 catalizados por
bacterias reductoras a pH alto (Caimels S, 1985). El 4cido ascorbico se adapta mejor
que otros antioxidantes a la formacion de compuestos nitrosos ya que el pH 6ptimo

al que reacciona es 4, aproximadamente el encontrado en el estbmago postprandial

(Mirvish SS, 1972).
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4.1.1. HELICOBACTER PYLORI

En 1982, Warren y Marshall describieron la presencia en la mucosa gastrica de un
tipo de bacteria curva y espirilar y basandose en sus caracteristicas morfoldgicas la

denominaron Campilobacter pyloridis.

Estudios posteriores determinaron diferencias importantes de este microorganismo
con el género Campilobacter, lo que determinGd la creacion del nuevo género
bacteriano llamado Helicobacter. Desde entonces, esta bacteria que parecia tener
una elevada predileccion por la capa de moco gastrica pasd6 a denominarse

Helicobacter pylori (Goodwin CS, 1989).

En los ultimos afos, la determinacion del papel etiolégico y fisiopatologico de
Helicobacter pylori en la enfermedad péptica gastroduodenal ha supuesto una

revolucién en el mundo de la gastroenterologia.

Distintos estudios han demostrado que esta bacteria tiene una elevada prevalencia y
se considera un patdgeno reconocido que infecta de forma cronica a mas del 50%

de la poblacién humana mundial.

Aunque distintos estudios han demostrado que Helicobacter pylori es sensible a
varios antibiéticos in vitro, ha sido necesario ensayar varias pautas antibidticas,
asociadas a farmacos antisecretores para conseguir la erradicacion de esta bacteria

in vivo.
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4.1.1.1. Aspectos microbioldgicos de Helicobacter p ylori

4.1.1.1.1. Microbiologia de H. Pylori y estructura de su pared

Helicobacter pylori es un bacilo curvo gramnegativo, microaerofilo, catalasa y
oxidasa positivo, de pequefio tamafo (3 x 0.5 micras aproximadamente), y que se
caracteriza por su potente actividad ureasa. Helicobacter pylori fermenta la glucosa y
otros hidratos de carbono como el fumarato para generar ATP, es decir, energia
metabdlica (Mendz GL, 1993). La mayoria de los bacilos son méviles ya que presentan
varios flagelos polares cubiertos por una envoltura, con una estructura terminal en

forma de bulbo.

En condiciones adversas, Helicobacter pylori adopta formas cocoides, que se

consideran formas latentes de la bacteria, es decir, formas de resistencia a los

agentes externos (Goodwin CS, 1993).

La pared celular de Helicobacter pylori consta de una membrana interna y una

externa en la que se han descrito varias proteinas y porinas.

Por altimo, la pared presenta también un lipopolisacarido con actividad inmunoldgica

débil y que induce la produccién de algunas citoquinas proinflamatorias.
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4.1.1.1.2. Caracteristicas del genoma

Helicobacter pylori posee un pequefio genoma (1,6 -1,73 Mb), incluido en un solo
cromosoma circular, que contiene un pequefio numero de genes para su
metabolismo, y tan solo cuatro sistemas de regulacion, que le permiten vivir durante

décadas en el estbmago humano.

Se ha demostrado que este microorganismo tiene una gran diversidad genética, con
una variacion en su secuencia de nucleotidos del 3% al 5% y aunque las marcas
genéticas de la bacteria se mantienen a lo largo de los afos, la bacteria se

encuentra en continua evolucion.

La diversidad en muchos de sus locus es atribuible a sustituciones aparentemente
aleatorias de nucleétidos (microdiversidad), pero en otras ocasiones proviene de
delecciones, duplicaciones, transferencias horizontales o0 reagrupamientos
cromosomicos (macrodiversidad), lo que supone un fendbmeno novedoso dentro de

las bacterias gramnegativas (Logan RP, 1996).

Existe una evidencia progresiva que indica que Helicobacter pylori tiene una
estructura recombinacional (Suerbaum S, 1999), lo que determina que la cepa residente
puede intercambiar material genético con otras cepas transitorias de la bacteria en el
estbmago. De esta manera, Helicobacter pylori podria adaptarse a los cambios en la

ecologia del estomago por medio de variaciones detectables a nivel gendmico (Blaser

MJ, 1997).

24



Introducciéon

Sin embargo, esto no significa que el genoma del Helicobacter pylori sea inestable.
Al contrario, se ha visto que su capacidad de recombinacion tiende a eliminar las
variaciones clonales o alélicas (Blaser MJ, 1999) con lo que las cepas mantienen sus

caracteres durante meses o afos.

4.1.1.1.3. Factores de virulencia y patogenicidad d e H. pylori

Los estudios sobre los factores de virulencia bacteriana se han basado en
determinar si existen ciertas cepas de Helicobacter pylori mas virulentas que otras y
si esto es asi, relacionar estas con un papel patogénico l6gico en el desarrollo de

enfermedad.

4.1.1.2. Factores de colonizacion de la mucosa gast rica

4.1.1.2.1. Flagelos

Uno de los factores esenciales en la colonizacion de la mucosa gastrica es la
movilidad de la bacteria. Los flagelos permiten a la bacteria desplazarse a través de
la viscosidad del moco gastrico y asi alcanzar la zona inferior de pH mas neutro. En
este sentido, se ha observado que en modelos experimentales de cerdos, las
bacterias defectivas para los genes flagelares son incapaces de colonizar la mucosa

gastrica (Eaton KA, 1989).

Helicobacter pylori tiene de cinco a siete flagelos unipolares cubiertos por una
envoltura, formada por una doble capa de fosfolipidos, que la protege de la acidez
del estbmago y una terminacién en forma de bulbo de la que se desconoce su

funcion.
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Estos flagelos estan formados por dos subunidades poliméricas que se denominan
flagelina principal (FlaA) y flagelina menor (FlaB). Se han descrito variaciones
alélicas en los genes que codifican estas subunidades lo que podria comportar
diferencias en la motilidad de las cepas de Helicobacter pylori, aunque no ha podido

demostrarse que esta variabilidad posea relevancia clinica (Leying H, 1992. Suerbaum S,

1993).

En el genoma de Helicobacter pylori se han observado también otros genes
relacionados con la formacion, secrecion y ensamblado de los flagelos, entre los que
destaca el gen flgE, flgK y fliD (0" Toole PW 1994) que codifican proteinas de union del

flagelo a las células.

Otras proteinas relacionadas con la motilidad de la Helicobacter pylori son las

proteinas MotA y MotB (Berry M, 1999) y la proteina codificada por el gen flbA.

4.1.1.2.2. Quimiotaxis

En los ultimos afios se ha postulado que la quimiotaxis puede tener un papel
fundamental en la colonizacién de la mucosa gastrica por Helicobacter pylori.
Recientemente se han descrito genes asociados con quimiotaxis que sugiere que el
Helicobacter pylori puede reptar hacia estimulos positivos y evitar las sustancias

toxicas (Worku M, 1997. Yoshiyama H, 1997. Nakamura H, 1998).
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Entre las distintas moléculas relacionadas con la quimiotaxis destaca la proteina
activadora de neutrofilos (NAP) que es una proteina oligomérica compuesta de unas
10 a 12 copias de un polipéptido de 17k-D y que esta relacionada con las proteinas
transportadoras de hierro. Como su nombre indica, esta proteina tiene la capacidad
de activar los neutréfilos y parece estar implicada en el reclutamiento de estas

células hacia la mucosa gastrica, lo que contribuiria a la respuesta inflamatoria.

Es posible diferenciar dos tipos distintos de cepas de Helicobacter pylori segun su
comportamiento en base a la activacion directa de los neutrdfilos en cultivos. Uno de
los grupos induciria una fuerte y rapida reaccion oxidativa mientras que el otro

presentaria una activacion mas lenta y suave.

4.1.1.2.3. Adhesinas

Una vez que Helicobacter pylori pasa la barrera de moco, un pequefio porcentaje de
bacterias se unen intimamente a la superficie de las células del epitelio gastrico
(Hessey S, 1990. Lee A, 1993). Se ha visto que la unién de la bacteria al epitelio
comporta modificaciones del nimero de microvilli y del citoesqueleto de la célula

epitelial (Smoot DT, 1993).

La adhesiéon de Helicobacter pylori a las células del epitelio gastrico ademas de
permitir una transferencia eficiente de toxinas bacterianas a la célula huésped,
ayuda a la bacteria protegerse de la accién de los mecanismos defensivos locales
inespecificos, como el peristaltismo, la actividad ciliar, el turnover celular y la capa

de moco.
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Las moléculas bacterianas implicadas en la adhesion son diversas y no todas se
conocen con precision. La mayoria de ellas son glucoconjugados (glucolipidos o
glucoproteinas), por lo que tienen una gran variabilidad isomérica. Dado que la
colonizacion bacteria es muy especifica para la mucosa gastrica todo parece indicar

que existen también unos factores de adherencia especificos del epitelio (Saitoh T,

1991. Krivan HC, 1992).

En este sentido, se han descrito las proteinas Alp, que se encuentran dentro de la
membrana externa de Helicobacter pylori y no estan presentes en todas las cepas

del microorganismo (Odenbreit S, 1999. Suerbaum S, 1999).

La adhesina mejor caracterizada en Helicobacter pylori es una proteina (BabA) que
se une al antigeno b de Lewis que predomina en la superficie del epitelio gastrico.
(Iver D, 1998). A nivel experimental, se ha observado la union de Helicobacter pylori in
vitro a las células que expresan el antigeno Le®, pero no a las que expresan otros

antigenos (Wadstrém T, 1996).

Sin embargo, la contribucion de este antigeno expresado en el epitelio gastrico en la
adhesion de Helicobacter pylori sigue siendo un tema controvertido. Se ha
observado que los liposacaridos de algunas cepas de Helicobacter pylori contienen
estructuras idénticas a los antigenos fucosilados de los grupos sanguineos de Lewis
X y de Lewis y expresados en la mucosa gastrica, lo que podria suponer una
tolerancia inmunoldgica a los patégenos o una induccion de autoanticuerpos que
reconocen las células epiteliales, lo que se observa con frecuencia en pacientes con

gastritis crénica activa (Appelmelk BJ, 1997).
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Entre las observaciones que ponen de manifiesto la importancia patogénica de la
adhesividad de Helicobacter destaca el hecho de que la intensidad de los
fendbmenos de adhesion de la bacteria al epitelio gastrico esta relacionada con la

gravedad de las lesiones histolégicas (Caselli M, 1989. Noach LA, 1994).

4.1.1.2.4. Enzimas de Helicobacter pylori

4.1.1.2.4.1. Ureasa

Cuando Helicobacter pylori entra en el estbmago se enfrenta a una gran cantidad de
acido. Helicobacter pylori no es acidofilico, es decir, no crece, ni siquiera sobrevive a
pH bajo, por lo que debe protegerse del acido. La hidrélisis de la urea proporciona a
la bacteria amonio que neutraliza el acido clorhidrico del estomago. El desarrollo de
esta transitoria aclorhidria genera un microambiente neutro durante un tiempo que
permite al Helicobacter pylori excavar a través del moco gastrico hasta un sitio mas

hospitalario.

La ureasa tiene un peso molecular de 540 kD y esta formada por dos subunidades
(UreA y UreB), unidas por dos iones de niquel, que se acoplan para formar un
hexamero. Es uno de los pocos metaloenzimas que contienen niquel en la

naturaleza y necesita este catién bivalente en un lugar especifico para actuar.

La presencia de la enzima ureasa es esencial para la supervivencia de Helicobacter
pylori y para la colonizacion de la mucosa gastrica. En estudios experimentales se
ha comprobado que los mutantes desarrollados como ureasa-negativos son

incapaces de colonizar la mucosa gastrica en modelos animales (Eaton KA, 1994).
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También hay evidencias de que la ureasa tiene una capacidad quimiotactica directa
para los leucocitos lo que produce un aumento de la inflamacién. En tinciones
inmunocitoquimicas se ha observado que la ureasa entra en estrecha asociacion
con las células de las criptas donde atrae los leucocitos y provoca la inflamacion. El
reclutamiento de células inflamatorias produce secrecion de citokinas y liberacion de
moléculas reactivas de oxigeno, que provocan un dafio indirecto en el epitelio

gastrico (Suzuki M, 1992).

Existen datos que sugieren que el amonio puede tener también un efecto citotdxico
local, ya que la union del amonio con el agua produce hidréxido de amonio que es
un citotéxico directo. Ademas se ha propuesto que el amonio puede interferir con la
retrodifusion de hidrogeniones a través de la mucosa, provocando citotoxicidad
(Hazell SL, 1986). En este sentido, se ha comprobado que la adicion de inhibidores de

la ureasa a los cultivos celulares mejora la viabilidad de estos (Barere MR, 1988. Smoot

DT, 1990).

También existen estudios que demuestran que el hidréxido de amonio impide el ciclo
de progresion de las células epiteliales, causando un retraso en la progresion de las

células desde la fase-S (turnover).

Se postula también que Helicobacter pylori podria utilizar el amonio resultante de su
accion ureasa como fuente de nitrégeno para la sintesis de las proteinas necesarias

para la adhesién bacteriana.
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41.1.2.4.2. Catalasa

Esta enzima se encuentra en todas las cepas y es la responsable de la eliminacion
de los radicales libres de oxigeno, especialmente peroxido de hidrogeno, generados
por los neutréfilos en la mucosa gastrica, o que permite a la bacteria adaptarse

mejor al ambiente.

4.1.1.2.4.3. Proteasas v lipasas

Estas enzimas favorecen la colonizacion de la bacteria al disminuir la viscosidad del

moco gastrico y romper los lipidos de la mucosa.

4.1.1.3. Factores relacionados con el dafo tisular

4.1.1.3.1. VacA

A pesar de que sOlo un 50% de las cepas muestran una actividad citotoxica
detectable, el gen VacA esta presente en todas las cepas de Helicobacter pylori. La
VacA forma parte de un complejo multimérico biolégicamente activo, de

aproximadamente 100kD y que contiene al menos dos partes variables (Leunk RD,

1988. Phadnis SH, 1994).

Estudios experimentales efectuados en animales de laboratorio indican que VacA
desempefia un papel prominente en la induccién del dafio epitelial causado por la
infeccion. Esta citotoxina, que es activada por la exposicién a un pH bajo, causa la
degeneracion vacuolar de las células diana al interferir con la fusion intracelular de
membranas. Las vacuolas parecen ser un hibrido entre los lisosomas y los
compartimentos endosomicos. Mas recientemente, se ha demostrado que esta

toxina reduce también la resistencia transepitelial por pérdida de uniones estrechas.
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Se han descrito unas zonas variables y otras conservadas en la estructura del gen
vacA. Las zonas variables se encuentran especialmente en su region central (m1,
m2, ml-like y ml-like-m2) y en la region que codifica el péptido sefal (sl y s2). En
las cepas sl se han identificado tres subtipos (van boom LJ, 1998): sla, slb y slc y dos
en el tipo m2: m2a y m2b (van Doorn LJ, 1998). La estructura final es la de un mosaico

y es posible encontrar todas las combinaciones excepto s2/m1.

4.1.1.3.2. Isla de patogenicidad cagA

El gen cagA esta presente en los paises occidentales en sélo un 60-70% de las
bacterias aisladas (Tummuru MK, 1993. Miehlke S, 2000) y SU presencia se asocia con la

expresion de actividad vacuolizante de la citotoxina.

El producto del gen cagA es una proteina de membrana externa hidrofilica, con un
peso molecular de entre 120K y 130K (Covacci A, 1993. Tummuru MK, 1993). La variacion
en el tamafio de la proteina CagA depende de la presencia de un nimero variable
de secuencias repetidas en la regiébn 3’del gen (Covacci A, 1993. Maeda S, 1997).
Yamaoka et al comprobaron que las cepas con mas de tres regiones repetidas en la
region 3’del gen cagA se asociaban con un mayor dafio histolégico y con una

supervivencia disminuida en medio acido (Karita M, 1998. Yamaoka Y, 1999).

Ademas del gen cagA, se ha estudiado también la expresion de otros genes

situados por delante del gen CagA, como los genes picA y picB (Tummuru MKR, 1995).
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En la actualidad se sabe que tanto el gen cagA como los genes picA y picB
forman parte (Censini S, 1996) de un islote de patogenicidad que contiene mas de 40
genes, algunos de los cuales presentan homologia con translocasas, permeasas

o proteinas flagelares de otras especies bacterianas.

La isla patogenética cag se divide en dos partes (Maeda S, 1999): la region superior
llamada cagll que contienen al menos 14 genes y la regién inferior llamada cagl
que contiene 16 genes. El gen cagA se localiza en la parte mas inferior de la
region cagl. En algunas cepas, entre las dos regiones se interpone un segmento
llamado “insertion secuence 605" (IS605). Este segmento es una secuencia movil
que en algunas cepas puede interrumpir, mutilar, o incluso eliminar partes de la

isla (Censini S, 1996).

Se ha postulado que IS605 fue adquirido por Helicobacter pylori con posterioridad
al islote de patogenicidad cag, y es un requisito previo para las delecciones del

cag (Atherton JC, 1999).

Se ha observado que estos genes tienen un contenido guanina-citosina diferente a

otros genes de H. pylori por lo que se sospecha que pueden haber sido adquiridos a

partir de otras especies de bacterias. Seis de los genes de la isla patogénica cag son

homologos de genes presentes en otras bacterias como: Bordetella pertussis,

Agrobacterium tumefaciens, Eschelichia coli, Legionella pneumophila, Rickettsia

prowazekii, y Bnicella suis.
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Todavia no esta claro que es lo que esta isla patogenética codifica en su totalidad,
pero se ha sugerido que puede tratarse de un sistema de secrecion para otras
proteinas o de un mecanismo de interaccion intima con las células epiteliales. La isla
patogenética cag se ha relacionado también con la remodelacion de la superficie
celular con formacion de pedestales, la fosforilacion de algunas proteinas del
huésped, asi como la activacion de algunos factores de trascripcion, y de algunos

protooncogenes.

4.1.1.3.3. Relaciéon entre VacA, CagA y enfermedad g astroduodenal

Los estudios iniciales revelaron que cagA se hallaba presente en practicamente la
totalidad de las cepas aisladas en pacientes afectados de enfermedad ulcerosa,

mientras que este porcentaje era muy inferior en individuos con gastritis cronica.

Este hallazgo, asociado al hecho de que la expresién de CagA coincidia en la
mayoria de casos (Atherton JC, 1997. Tomb JF, 1997) con la existencia de actividad
vacuolizante (VacA), promovio la clasificacion de las cepas de H. pylori en dos tipos

(I'y II), en funcién de la presencia o ausencia de ambos factores de patogenicidad.

Se ha comprobado que la existencia de atrofia es mas frecuente con la infeccién de

cepas que expresan la citotoxina VacA y que su expresion es estadisticamente

mucho mas comun cuando el gen cagA esta también presente.

Varios estudios han comunicado que el fenotipo de Helicobacter pylori que expresa

cagA causa mayores grados de inflamacion aguda y crénica que los de fenotipo
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cagA-, en funcion de su distinta capacidad para producir citocinas. De hecho, en la
mayoria de los estudios se ha observado que la prevalencia de ulcera duodenal y el
riesgo de desarrollar cancer gastrico son significativamente mas elevados en los

pacientes infectados por cepas CagA+. (Crabtree JE, 1991 y 1995. Huang J. 1995. Sharma

SA, 1995. Blaser MJ. 1994).

En Hawai (Maeda S, 1999) se observo que los japoneses de la isla infectados por
cepas cagA+ desarrollaban con mas frecuencia adenocarcinoma gastrico que
aquellos con cepas CagA-. En Holanda los pacientes con cepas cagA+
desarrollaban gastritis atréfica y metaplasia intestinal, consideradas como

precursoras del adenocarcinoma gastrico, mas rapidamente que los CagA- (Kuipers E,

1995).

En un estudio realizado por Parsonnet et al (Parsonnet J, 1997) se determind por ELISA
la existencia de un anticuerpo frente a la proteina CagA en suero. Los pacientes
infectados por ambos fenotipos de Helicobacter pylori parecian tener un riesgo
mayor para desarrollar cancer difuso pero sélo las cepas cagA+ presentaban un
riesgo de sufrir cAncer de tipo intestinal considerablemente aumentado. Esto sugiere
gue los mecanismos de carcinogénesis imputados a la bacteria difieren en los dos

tipos de cancer.

Entre las razones que pueden explicar esta variacibn se piensa en la distinta
predileccion de las cepas para producir gastritis atréfica. En este sentido, un estudio
reciente muestra que la evolucion a atrofia es mas frecuente con la infeccion por

cepas que expresan esta citotoxina (Kuipers E, 1995. Basso D, 1998).

35



Introducciéon

No se conoce cuales son las moléculas diana de la isla patogenética cag, ni como

las sefiales que produce son integradas para aumentar la virulencia.

En humanos, hay una fuerte correlacion entre la infeccion por microorganismo cagA
y la incidencia de ulcera péptica y cancer. La mayoria de los estudios comprueban el
aislamiento de una sola colonia en cada paciente. Estos estudios indican que el 60
al 70 % son cagA+ salvo en casos excepcionales en Corea y Japon donde llegan

casi al 100%.

Sin embargo, se ha visto que casi todos los pacientes estan coinfectados por cepas
cagA+ y cagA- con idénticas marcas genéticas. Esto sugiere que, durante la
estancia en el estomago, las cepas escinden la isla patogenética cag y generan

cepas cagA- isogénicas.

Dependiendo de las condiciones del huésped, las cepas cagA- permanecen en
minoria, desaparecen o crecen temporalmente. De esta forma, existiria un equilibrio
dindmico entre ambas cepas modulado por el huésped, con periodos alternantes de
enfermedad y remisién. Dentro del estomago existirian distintas areas donde la

densidad y las poblaciones bacterianas serian diferentes.

En experimentos con animales infectados con varias cepas se ha visto que una cepa
usualmente domina la infeccion crénica. Se ha visto también que existe un tipo de
cepa que domina en cada especie animal existiendo por tanto, una especificidad

para el huésped que puede ser muy relevante en el desarrollo de enfermedad.
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Probablemente infecciones mudltiples transitorias suceden mas comunmente de lo
que se pensaba, incluso en paises desarrollados, lo que implica que el huésped

puede estar repetidamente expuesto a una variedad de cepas de Helicobacter pylori.

Como los factores individuales pueden variar de un individuo a otro, puede ser

importante determinar que cepa predomina en la infeccion.

También esto podria tener muy importantes implicaciones para el desarrollo de

vacunas (Logan RP, 1996).

4.1.1.3.4. Otros factores que pueden influir en la colonizacion

» IceA: Este potencial factor de virulencia se ha descrito recientemente y se
induce por contacto con el gen A epitelial. Al igual que el gen vacA, iceA se
encuentra siempre presente, aungque exhibe una notable variacion. En
estudios preliminares parece que el iceA de las cepas mas ulcerogénicas es

distinto del existente en otras cepas.

> Proteina inhibidora de acido: que puede inactivar la bomba de protones.

» Sistema de adquisicion de Fe: indudablemente posee un sistema para

adquirir Fe (celosamente guardado por el huésped) imprescindible para la

formacién de citocromos.
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» Proteinas de choque térmico: estas proteinas pueden explicar la capacidad
para tolerar transitoriamente las extremas condiciones que sufre la bacteria

en las etapas precoces de la colonizacion.

» Hemolisina: se ha relacionado con la actividad hemolitica de la bacteria.

» Proteina de 33-35 kD: se ha relacionado con el aumento de la producciéon de

interleukina 8 (Yamaoka Y, 1998).

4.1.1.4. Ligaz6n funcional de los factores de virul encia

Se ha visto que los factores de virulencia se encuentran a menudo asociados unos
con otros. Asi, por ejemplo, las cepas vacA sl son con frecuencia toxigénicas y
tienden a ser cagA+. La razon por la cual los factores de virulencia se encuentran
asociados es todavia desconocida, particularmente en aquellos que se encuentran

distantes en el cromosoma bacteriano (Tomb JF, 1997).

Si bien la estructura de Helicobacter pylori no parece ser predominantemente
monoclonal, una posible explicacion es que los determinantes de virulencia sean
marcadores clonales de la bacteria. La presencia de mosaicismo en particular
implica recombinacion genética in vivo, lo que significa que unas cepas adquieren
DNA de otras, mezclando su carga genética, algo similar a los que ocurre con la

reproduccion sexual en los animales.
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Otra posibilidad es que exista una forma de ligazén funcional, de forma que las

asociaciones que observamos serian expresion de una mejor adecuacion de

Helicobacter pylori para la supervivencia (Blaser MJ, 1997).

Factores bacterianos

Tipo de lesion

Enzimas: lipasas, proteasas,

ureasa

Disrupcion de la capa de moco

Darfio en las membranas celulares

Factores de virulencia: cagA,

vacA, GIF

Dafio directo epitelial

Inducen muerte celular y apoptosis

Adherencia

Puede aumentar la captacion de toxinas

dentro de las células epiteliales gastricas.
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4.1.1.5. Papel de la respuesta inflamatoria en la p atogenia de las lesiones

asociadas a Helicobacter pylori

A pesar de que diversas sustancias liberadas por Helicobacter pylori, como la ureasa
o la citotoxina vacuolizante, pueden lesionar de forma directa la mucosa gastrica,
existen multiples evidencias que otorgan a la respuesta inflamatoria desencadenada
por el germen un papel preponderante en la induccién del dafio epitelial asociado a

la infeccion.

Cuando Helicobacter pylori entra en contacto con la mucosa gastrica induce un
proceso inflamatorio por un doble mecanismo. La adhesion de Helicobacter pylori al
epitelio gastrico, ademas de producir un dafio directo sobre la mucosa, resulta clave

en la induccién de la liberacion de mediadores proinflamatorios (Evans DG, 1992.

Crabtree JE, 1994. Logan RP, 1996%).

La intensidad de la respuesta inflamatoria y la gravedad de las lesiones asociadas a
la infeccién es muy variable y no sélo depende de la cantidad de bacterias existente
en la mucosa sino también de la distinta capacidad de las cepas de Helicobacter
pylori para estimular la respuesta inflamatoria. En este sentido, se ha visto que las
cepas CagA positivas (Peek RM, 1995) y las cepas VacA sl (Atherton JC, 1997) inducen

una respuesta inflamatoria mas intensa.

Ademas, se ha observado que la llegada de los mediadores proinflamatorios

liberados a las capas subyacentes de la pared desencadena una respuesta

inmunitaria por parte del huésped que también resulta muy variable (Crabtree JE, 1996).
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4.1.1.5.1. Respuesta inflamatoria local

En la actualidad se postula que la adhesion de Helicobacter pylori a las células
epiteliales gastricas supondria uno de los estimulos mas potentes para
desencadenar la respuesta inflamatoria. La activacion subsiguiente de la célula
epitelial comporta la liberacién de diversos factores entre los que destacan TNF-alfa,
interferon, IL-1, IL-6 e IL-8, que actuan promoviendo el reclutamiento y la activacion
de los leucocitos polimorfonucleares, que son los responsables de la respuesta
inflamatoria inicial inducida por la infeccién por Helicobacter pylori, (Crabtree JE, 1994%)
asi como de la aparicion posterior de linfocitos, células plasmaticas y macrofagos en

el lugar de la infeccidn (Peek RM, 1995. Noach LA, 1994*, Moss SF, 1994).

La respuesta inflamatoria inicial es estimulada por factores directamente producidos
por Helicobacter pylori, como los lipopolisacaridos de la superficie bacteriana o la
proteina soluble activadora de neutréfilos (HP-NAP) (Evans DJ, 1995), que favorecen la
expresion de los leucocitos CD1 1b/CD 18 y la aparicion de moléculas de adhesion
intracelular tipo | (ICAM-I) que facilitan la adhesion de los neutrdéfilos a las células

endoteliales (Crabtree JE, 1994%).

Después de entrar en contacto con las células de la mucosa gastrica, los leucocitos
polimorfonucleares inician su migracion hacia la luz gastrica. Durante este proceso,
algunos degeneran y mueren desintegrandose lo que produce “explosiones
oxidativas” de 6xido nitrico y radicales hidroxilo, que por su capacidad deaminante
de aminoacidos son capaces de generar mutaciones de DNA que pueden inducir
mutaciones de genes como el p53 (Nguyen T, 1992) en las células epiteliales activas

en division.
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La infiltracion tisular por células inflamatorias es un proceso finamente regulado y
supone la culminaciéon de una serie de interacciones que se establecen entre la

superficie endotelial venular y los leucocitos.

El proceso de infiltracion tisular se inicia con un movimiento de rodamiento de los
leucocitos a lo largo del endotelio venular, al que sigue una activacion leucocitaria,

su adhesion firme al endotelio y, finalmente su migracion al espacio intersticial.

Los fendmenos de rodamiento leucocitario en la microcirculacion gastrica inducidos
por la infeccion por Helicobacter pylori han sido recientemente caracterizados en un
modelo animal, habiéndose demostrado que la interaccion inicial depende de las

moléculas L- y P-selectina 14.

Estas mismas moléculas participan en uno de los eventos microvasculares mas
caracteristicos de la infeccion por Helicobacter pylori, la formacion de agregados
plaquetarios, cuyo significado es todavia desconocido y que en animales de
experimentacion se asocia a un incremento en la expresion plaquetaria de la

molécula de adhesién P-selectina.

Este aumento de la expresion de P-selectina ha sido corroborado en muestras de
sangre de pacientes infectados por Helicobacter pylori, comprobandose su
desaparicion tras la erradicacion de la infeccion. Experimentalmente se ha
observado que a diferencia de lo que ocurre con otras bacterias, la activacion

leucocitaria inducida in vitro por extractos acuosos de Helicobacter pylori no induce
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la liberacion de L-selectina de la superficie leucocitaria, o que crea las condiciones
favorables para que los neutréfilos mantengan de forma mas prolongada las

interacciones de rodamiento con la superficie endotelial.

Tras los fenomenos de rodamiento, la adhesion firme de los leucocitos al endotelio
vascular se asocia a fendbmenos de degranulacion mastocitaria y a un incremento en
la permeabilidad vascular lo que pueden contribuir al dafio tisular ocasionado por la

infeccion.

La infiltracion tisular por los neutréfilos activados comporta la generacion de
productos metabdlicos con una marcada actividad téxica tisular, entre los que
destacan la mieloperoxidasa y los radicales libres de oxigeno, cuyos efectos
deletéreos sobre la integridad de la mucosa gastrica se ven potenciados por la
presencia de amonio. Ademas, los neutrofilos activados generan eicosanoides como

el leucotrieno C4 que potencian y amplifican la respuesta inflamatoria.

En todos los casos de infeccion por Helicobacter pylori aparece un infiltrado
inflamatorio crénico en el que se demuestra un marcado predominio de los linfocitos

T, predominantemente Th-1.

La produccion de 6xido nitrico (NO) por parte de las células inflamatorias también se

ha involucrado en el dafio tisular producido por la infeccion por Helicobacter pylori,

tras haberse comprobado un incremento en la actividad iINOS (6xido nitrico sintasa
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inducible) y de la COX-2 en los pacientes con gastritis cronica asociada a

Helicobacter pylori (Fu S, 1999).

La expresion de ambos genes es mas elevada en la mucosa gastrica infectada por
Helicobacter pylori que en la no infectada, y también en el antro donde la bacteria se
encuentra en una mayor densidad, lo que sugiere que el mismo Helicobacter pylori

contribuye directamente a la induccion de estos genes.

4.1.1.5.2. Respuesta inmunitaria

4.1.1.5.2.1. Inmunidad especifica

En la gastritis cronica presentan un infiltrado inflamatorio de linfocitos T y células
plasmaticas, lo que traduce una respuesta inmunitaria celular y humoral por parte del
huésped. En el caso de la infeccion Helicobacter pylori, se observa un predominio de
células T cooperadoras tipo Thl que contribuyen al dafio de la mucosa, estimulan la

produccion de enzimas proinflamatorias y de autoanticuerpos (Ernst PB, 1997).

En estudios experimentales se ha comprobado que las células de la mucosa gastrica
son capaces de secretar algunas moléculas como el asociado a la funcion linfoide
(LFA-3) que facilitan el aumento de estas células Thl para la presentacion de

antigenos (Fan XJ, 1994. Chavin KD, 1994).

Existen varios factores que contribuyen a la persistencia de la infeccion de

Helicobacter pylori de forma cronica. Por una parte, la respuesta mediada por

células Thl es poco eficaz para la eliminacién de la bacteria. Ademas, en la mucosa
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gastrica infectada por Helicobacter pylori existe un aumento de IL-10, que es
directamente proporcional a la intensidad de la gastritis, que actia como un potente

inhibidor de la fagocitosis y de la respuesta linfocitaria.

En general, la intensidad de la respuesta mediada por las células Thl puede verse

modulada en funcion de factores propios del huésped o de la cepa infectante.

4.1.1.5.2.2.Respuesta humoral

En los pacientes infectados por Helicobacter pylori se observa un aumento de

distintas inmunoglobulinas (IgM, IgA e IgG).

En la fase aguda de la infeccion por Helicobacter pylori se produce una respuesta
humoral de tipo IgM. Las inmunoglobulinas de tipo IgA producen un bloqueo de la
adhesion y la motilidad de Helicobacter pylori en la mucosa gastrica y de forma
secundaria neutralizan las toxinas bacterianas (Crabtree JE, 1996). En este sentido,
se ha observado un aumento de las IgA en los pacientes con gastritis crénica
(Crabtree JE, 1991). Paraddjicamente, las bacterias que quedan recubiertas por las
IgA pueden escapar de la fagocitosis, o que aumentaria su supervivencia (Aceti A,

1991).

La respuesta IgG facilita la destruccion de Helicobacter pylori por un mecanismo de

opsonizacién, la activacion de los leucocitos polimorfonucleares y la liberacion

secundaria de mediadores proinflamatorios. Los pacientes con gastritis crénica
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presentan un aumento de este tipo de Ig, y en particular de la subclase IgG1 (Valnes

K, 1989. Rathbone BJ, 1986).

4.1.1.5.2.3.Autoinmunidad

Se ha postulado que los fenomenos de autoinmunidad pueden contribuir en el
proceso inflamatorio de la mucosa gastrica infectada por Helicobacter pylori. En este
sentido, se ha descrito una homologia entre ciertos fragmentos proteicos de
Helicobacter pylori y del huésped lo que podria inducir la producciéon de
autoanticuerpos (Negrini R, 1991). Se ha comprobado que las cepas cagA +
expresan el antigeno Lewis, lo que determinaria la produccion de anticuerpos que

reaccionan contra el epitelio gastrico (Applemelk BJ, 1996).
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4.1.1.6. Respuesta de la mucosa gastrica a la infec  cion por Helicobacter pylori

4.1.1.6.1. Hiperproliferacion celular asociada a He licobacter pylori

Se ha comprobado que la proliferacion celular de la mucosa gastrica se incrementa
en la gastritis cronica asociada a Helicobacter pylori pero no en las formas de
gastritis cronica donde el organismo esta ausente. Esto sugiere que la inflamacion
cronica aislada no esta asociada a un aumento del recambio celular y que la

presencia de Helicobacter pylori es una condicidon necesaria para que ocurra (Lynch

DAF, 1995).

La infeccion por Helicobacter pylori se ha asociado con un aumento del indice de
proliferacion del epitelio gastrico (Abdel-Wahab M, 1997) que puede suponer una

respuesta compensatoria directa a una pérdida celular acelerada.

Distintos estudios han demostrado un aumento de la expresiéon de distintos
marcadores de proliferacion celular como los organizadores nucleolares (NOR) vy el
antigeno de proliferacion celular (PCNA) en la mucosa gastrica infectada por
Helicobacter pylori. Los niveles de NOR en las células epiteliales de la mucosa
gastrica se han correlacionado con un aumento del numero de leucocitos
polimorfonucleares, pero no esta claro si su exceso esta directamente provocado por

los leucocitos o la bacteria (Correa P, 1994).
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La hiperproliferacion celular en el epitelio gastrico observado en la infeccion por
Helicobacter pylori se ha relacionado también con un aumento de la actividad de los
factores de crecimiento que presentan una expresion aumentada en la zona
proliferativa del epitelio gastrico (Bechi P, 1996. Fan XG, 1996) y que pueden alterar la

funcién del tejido linfatico local (lwanaga T, 1993. Croitoru K, 1993).

La hiperproliferaciéon celular de la mucosa gastrica infectada por Helicobacter pylori
se ha relacionado también con la conocida capacidad del amoniaco para estimular la
duplicacién celular (Tsujii M, 1992) que es liberado abundantemente en la vecindad de
las células epiteliales gastricas por la potente accién ureasa de la bacteria (Brenes F,
1993. Tsujii M, 1992. Mulder JWR, 1995. Murakami M, 1995). Asi mismo, se ha comprobado
gue las cepas cagA+ de Helicobacter pylori estan asociadas con un mayor grado de

inflamacion y con una mayor hiperproliferacion celular.

También se han realizado estudios para analizar la actividad proliferativa del epitelio
gastrico en los estadios progresivos de la infeccion por Helicobacter pylori y se ha
comprobado un progresivo incremento de la proliferacion epitelial desde la gastritis a
la metaplasia intestinal (Panella C, 1996). El nivel mas alto de PCNA se ha encontrado

en los casos de metaplasia intestinal incompleta (Jass JR, 1979 y 1980. Rokkas T, 1991).

Se sabe que la hiperproliferacién celular es una de las alteraciones mas tempranas
en el proceso de carcinogénesis. Por lo que se postula que una duplicacion celular
excesiva puede potenciar la accion de cualquier carcindbgeno que ataque el DNA lo

gue aumenta la posibilidad de que se produzcan cualquier error en la duplicacion
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celular, que si se perpetian pueden ser expresados en generaciones subsecuentes

(Ames BN, 1990. Preston M, 1990).

En este sentido, se ha comprobado que las células en proliferacibn que se
encuentran proximas a la luz son mas susceptibles a los carcinégenos que aquellas

que estan situadas en la zona mas profunda de las glandulas gastricas.

Por otra parte, se ha observado que los marcadores de hiperproliferacién celular
declinan significativamente en frecuencia después de la erradicacion de la infeccion

por Helicobacter pylori (Brenes F, 1993. Correa P, 1994).

Se ha visto que la proliferacion celular vuelve a la normalidad cuatro semanas
después de la triple terapia, independientemente del status Helicobacter del
paciente. Aquellos en los que la erradicacion de Helicobacter pylori se mantiene en
el tiempo tienen una tasa de proliferacion mucosa normal pero aquellos en los que
no se consigue la erradicacion, la proliferacion celular con el tiempo vuelve a

elevarse (Lynch DAF, 1995).

4.1.1.6.2. Apoptosis celular

La apoptosis se puede definir como la secuencia altamente caracteristica de
cambios morfologicos que llevan a la muerte no necrotica de la célula sin secuelas

inflamatorias (Kerr JFR, 1972).

Actualmente el término se ha equiparado al concepto de muerte celular programada,

aunque en algunos casos la morfologia de la apoptosis se adquiere sin llegar a
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activar la maquinaria celular para la muerte programada (Zakeri Z, 1995). La apoptosis,
en contraste con la necrosis, afecta a células aisladas, en respuesta a la expresion

de genes especificos celulares y puede ser considerada un tipo de suicidio celular.

Se ha visto que esta forma de muerte es una parte esencial del ciclo de recambio
celular de muchos tejidos, incluyendo el tracto gastrointestinal. Es mas,
recientemente se ha visto que en el tracto gastrointestinal la perdida casi total de las
células ocurre debido a la muerte celular por apoptosis. Asi, salvo inhibicion por
factores externos, se piensa que todas las células siguen un camino indefectible

hacia la apoptosis.

Ademas de esta muerte al final de la vida celular, Potter y colaboradores
determinaron otra posible ruta hacia la apoptosis como una forma altruista o de
autodefensa en respuesta a un dafo grave del DNA. La finalidad de esta muerte
seria eliminar las células mutadas antes de que puedan proliferar y formar un clon

neoplasico (Potter CS, 1992).

En la actualidad, se sabe muy poco sobre la contribucién relativa de estas dos
formas de apoptosis en la pérdida celular en el tracto gastrointestinal. No se conocen
buenos marcadores para diferenciar estas dos rutas, aunque p53 probablemente

estd mas relacionado con la muerte celular “altruista”.

Para conseguir la homeostasis en el tracto gastrointestinal debe existir un balance

entre la tasa de proliferaciéon celular y la perdida celular por apoptosis.
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Las alteraciones en el balance entre apoptosis y proliferacion pueden llevar a
enfermedades caracterizadas por alteraciones en el crecimiento tisular (Thompson CB,
1995). Asi, por ejemplo, atrofia cuando la perdida celular es excesiva, y neoplasia en

el caso contrario.

4.1.1.6.2.1. Helicobacter pylori v la apoptosis cel ular en el epitelio gastrico

Ya que la infeccion por Helicobacter pylori puede producir situaciones clinicas muy
diversas, en la actualidad se ha estudiado el efecto del microorganismo en el

balance entre apoptosis y proliferacion celular en el epitelio gastrico (Moss SF, 1996).

La apoptosis se induce a través de receptores especificos de la superficie celular
(SC-1, Fas/APO-1/CD95) y es corregulado por moléculas intracelulares (bcl-2, p53),

dependiendo el éxito del proceso de apoptosis de la expresion de estas sefales.

En la gastritis por Helicobacter pylori donde hay un aumento de la proliferacion
celular y existe escasa 0 nula muerte celular no necrética, se postula que el aumento
de la proliferacion celular se acompafia de un aumento de la muerte celular
programada o apoptotica (Moss SF, 1996). Se ha observado que la inflamacion crénica
inducida por la bacteria conduce a la atrofia de la mucosa, a la metaplasia intestinal,

y a un aumento de la proliferacién celular.

Existen evidencias recientes de que la apoptosis esta significativamente reducida en

la metaplasia intestinal relacionada con Helicobacter pylori y con el tipo intestinal de

cancer gastrico (Unger Z, 2003. Xia HH, 2001).
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Si genéticamente las células dafiadas no son eliminadas la mutacion de los genes
qgue controlan el crecimiento celular pueden acumularse y transformarse en un tejido
neoplasico. Sin embargo, los mecanismos por los cuales Helicobacter pylori
contribuye al desarrollo del cancer gastrico no estan todavia determinados. Existen
datos que indican que las células de los los carcinomas de tipo intestinal y difuso
difieren en la expresion de los receptores SC-1 y Fas y en el gen p53 supresor de
tumores (Vollmers HP, 1997). La diferencia en la expresion de estos receptores
especificos y de las sefales intracelulares podria explicar la patogénesis molecular

distinta de los dos tipos de adenocarcinoma gastrico.

Distintos estudios han comprobado que el proto-oncogén bcl-2 es fundamental en el
control de la apoptosis y se ha relacionado con la fase inicial del cancer (Hockenberry
DM, 1990. Reed JC, 1993). Se ha comprobado también que la expresion del gen bcl-2 no
estd alterada en los pacientes con gastritis crénica, a pesar de la infeccion por
Helicobacter pylori, lo que indica que la apoptosis ocurre por un mecanismo
independiente de la expresion del gen bcl-2 (Chen G, 1997) mientras que la expresion
del gen bcl-2 esta preservada en los canceres gastricos tempranos y es indetectable

en las formas avanzadas.

También se ha observado una distinta capacidad de las distintas cepas de
Helicobacter pylori para inducir apoptosis. En este sentido, se ha comprobado que
los sujetos infectados por cepas cagA+ tienen unos indices de apoptosis
significativamente mas bajas que los cagA- (Peck RM, 1997) y similar a las personas no
infectadas (Rokkas T, 1999) ya que las cepas cagA+ son inductoras del factor nuclear

kappa B supresor de la apoptosis (NF-KB).
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Este hecho determina un disbalance en el epitelio gastrico ya que las cepas cagA+

promueven la proliferacion sin producir un aumento de la apoptosis.

Se ha postulado también que el grado de apoptosis inducido en el estomago puede
depender no soélo de Helicobacter pylori y sus productos, sino también de la
respuesta inflamatoria asociada a la infeccion. Se ha comprobado que extractos
solubles de la bacteria o altas dosis de su lipopolisacéarido purificado pueden inducir

la apoptosis (Piotrowski J, 1997).

En algunos cultivos se ha observado que la apoptosis es inhibida parcialmente por
bloqueo en la expresion de los antigenos MHC de clase I, lo que sugiere un papel

de estas moléculas en la induccion de este proceso (Fan X, 1998).

Se ha observado que la apoptosis mediada por Helicobacter pylori puede alterar la
expresion de ciertos factores de crecimiento, tales como el factor P de crecimiento
tumoral (TGF-P) o cambiar las concentraciones circulantes de los péptidos de

regulacion gastricos.

La induccién de apoptosis por Helicobacter pylori in vivo puede suponer un estimulo

para la respuesta hiperproliferativa asociada o bien puede ser una respuesta a la

hiperproliferacion en un intento de reducir el crecimiento tisular.
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4.1.1.6.3. Dano del DNA celular

El epifendmeno mas frecuente en la alteracion del DNA es la activacion de
oncogenes y/o la mutacién de genes oncosupresores (Carneiro F, 1994. Levine AJ, 1991).
El papel de estos genes ha sido estudiado en el proceso de carcinogénesis del colon
(Mulder JWR, 1995. Starzynska T, 1992) y en menor medida en el estbmago (Starzynska T,
1992. Tatsuta M, 1994). La inestabilidad gendmica adquirida, que es tipica de la
expresion fenotipica de las lesiones precancerosas, generalmente precede a la
expansion neoplasica clonal (Bishop JM, 1995. Levine DS, 1994). Por esta razon, la
presencia de DNA aberrante se considera un indicador prondéstico de cancer (Marrero

JM, 1996. Ohyama S, 1990. Kitayama Y, 1995) de forma independiente (Flyger HL, 1995).

La aneuploidia se ha asociado de forma significativa con la expresion de c-Myc y/o
p53, que también son usados como marcadores de inestabilidad gendmica. En este
sentido se ha observado que la mitad de los pacientes con aneuploidia y que
expresan c-Myc, poseen una sobreexpresion del p53 (Nardone G, 1999). El oncogén c-

Myc se ha implicado con la transformacién y la progresion de las células mutadas

(Vaux DI, 1988. Fanidi A, Nature 1992).

Se ha visto un aumento de la expresion de c-Myc en el adenocarcinoma gastrico y
en las formas de gastritis asociadas a Helicobacter pylori. Sin embargo, la
aneuploidia, la expresion de p53 y c-Myc no se detectan en ausencia de gastritis
atrofica, lo que sugiere la necesidad de la presencia de la infeccidon cronica por

Helicobacter pylori y de gastritis cronica para que aparezca inestabilidad genémica

(Mulder JWR, 1995. Starzynska T, 1992. Tatsuta M, 1994 Murakami M, 1995. Peek RM, 1997%).
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4.2. FACTORES DEL HUESPED

4.2.1. SISTEMA HLA

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) es el nombre genérico que fue
usado primeramente para describir un grupo de genes, a los que originalmente se
atribuyé un papel fundamental en la respuesta al injerto, y que posteriormente se

denomin6 sistema HLA en humanos.

Los genes del sistema HLA controlan una gran variedad de funciones inmunes e
influencian la susceptibilidad individual a muchas enfermedades, muchas de las
cuales tienen un componente autoinmune (Klein J, 1986. Corzo D, 1995). Algunas
investigaciones posteriores han relacionado algunos alelos del sistema HLA con la

incidencia y progresion del cancer.

Distintos enfermedades han sido asociadas con una frecuencia aumentada de
ciertos genes y antigenos del sistema HLA, como por ejemplo, la enfermedad de
Hodgkin (Amiel JL, 1967), el carcinoma de cérvix (Wank, R, 1991. Helland A, 1992) y la

leucemia-linfoma asociadas al HTLV-1 (Uno H, 1988).
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4.2.1.1. Estructura del sistema HLA

Los genes del sistema HLA estan localizados en una region de 3600 Kb situada en
el cromosoma 6 y el gen que codifica la B2-microglobulina, una proteina relacionada

con este sistema, se encuentra en el cromosoma 15.

Los genes del sistema HLA se pueden subdividir en dos tipos fundamentalmente: los
de la clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y los de la clase Il (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR). Existen también otros genes situados en la region de la clase I, tales como los
loci HLA-E, HLA-F y HLA-G. También se pueden encontrar pseudogenes, que no
codifican proteinas, en la region de la clase | y Il. Entre los genes de la clase 1 y |l
existen otros muchos genes, algunos de los cuales poseen funciones relacionadas
con la respuesta inmune. Un ejemplo de estos ultimos serian los genes que

codifican el factor de necrosis tumoral (TNF) Ay B.

Entre DQ y DP se encuentran algunos loci que permiten la codificaciébn de una
nueva clase de transportador de proteinas (TPA), que son responsables de
seleccionar los péptidos, de 8 a 9 aminoacidos para la clase | y de 12 a 25 para la
clase Il, a través del reticulo endoplasmico hasta los lugares de la membrana donde

el complejo HLA-péptido es reconocido por los linfocitos T.
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4.2.1.2. Reconocimiento inmunoldgico

Los fragmentos peptidicos que seran transportados por el sistema HLA derivan de
proteinas enddgenas, tales como las oncoproteinas, o bien de proteinas exdégenas,

como por ejemplo los antigenos de los parasitos intracelulares.

La educacion del timo durante la maduracion del sistema inmune hace que los
linfocitos T desarrollen una tolerancia, es decir, reconozcan como propios a los

péptidos del propio organismo que son presentados por las moléculas del MHC.

Los antigenos HLA son las proteinas del sistema que se expresan en la superficie
celular y estan formadas por un heterodimero compuesto de una cadena alfa y una

beta.

Las moléculas de clase | estan compuestas por una cadena pesada asociada a la
B2-microglobulina. En general, estas moléculas de clase | son propias de las células
nucleadas y de las plaguetas, presentando los antigenos a los linfocitos T CD8,

principalmente de fenotipo citotoxico.

Las moléculas de clase Il estan también compuestas por dos cadenas, codificadas
respectivamente por los genes A y B. Estas se encuentran en las células B, las
células dendriticas, los linfocitos T activados, y los macréfagos. Las moléculas de
clase Il presentan los péptidos a los linfocitos T CD4, fundamentalmente con funcién

“helper”.
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Para poder completar la presentacion antigénica a las células T es necesaria la
presencia de un péptido de union, que sirve de nexo entre las moléculas de clase | y

Il (Brown JH, 1993).

Cada locus de las distintas regiones del sistema HLA esta ocupado por un alelo.
Cada alelo quedaria determinado por una secuencia distinta de la hebra de DNA.
Los distintos alelos, que son por tanto versiones de un mismo gen, pueden ocupar
un determinado locus lo que determinaria un rasgo fundamental del sistema MHC,
es decir, su polimorfismo (Parham P, 1995. Bodmer JG, 1994). En algunos casos, se han

descrito mas de 100 variantes alélicas.

Los alelos HLA fueron inicialmente identificados por tipaje serolégico quedando
designados por una letra, para determinar el locus, seguida de un numero, por

ejemplo HLA-B27.

La aplicacion de métodos de reaccidbn en cadena de la polimerasa permitio
establecer un mayor polimorfismo basado en la secuencia del DNA alélico, lo que

permitié el desarrollo de una terminologia mas compleja, por ejemplo DQB1*0301.

Uno de los descubrimientos mas recientes en este sentido, se basa en la

importancia que tiene el péptido de unioén, al que antes se hacia referencia, como

pieza clave en el establecimiento de este polimorfismo molecular.
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Este polimorfismo determina que los péptidos con caracteristicas antigénicas seran
presentados a las células T por medio de receptores especificos para ellas. De esta

manera, las células T quedan activadas al reconocer el complejo HLA-péptido.

De este modo, el polimorfismo HLA determina la gran variedad de posibilidades de
la respuesta inmune. Este polimorfismo, combinado con el papel fundamental de las
moléculas HLA, particularmente las de clase Il, en la regulacién la respuesta inmune,

son la base de la asociacion entre los alelos HLA y determinadas enfermedades.

Un segundo rasgo muy importante que caracteriza al sistema HLA es el llamado
desequilibrio de union entre ciertos pares de alelos de diferentes loci (Thomson G,
1995). Esto determina que ciertas combinaciones de dos alelos ocurren con una
mayor frecuencia de la esperada considerando a ambos por separado si se

encuentran en desequilibrio de union.

Un ejemplo clasico que ilustra este concepto es la union entre los alelos A1y B8 en
personas de raza blanca. La frecuencia de Al y B8 es de 0,17 y 0,11,
respectivamente. Esto daria una frecuencia esperada de ocurrir ambos de 0,019

(0,17 X 0,11).

La frecuencia observada es, sin embargo, cuatro veces mas elevada. La diferencia
entre la frecuencia observada y la esperada (0,069) quedaria explicada por este
desequilibrio de ligazén. De esta manera, dos genes pasan de generacién en

generacion en bloque, lo que mantiene un equilibrio en sus frecuencias que no se
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conseguiria si el paso de ambos ocurriera de forma independiente en sucesivas
generaciones. Este desequilibrio de union puede deberse, por ejemplo, a un fuerte
efecto en la seleccion de la especie, de una nueva mutacion, de las migraciones o

de la mezcla de dos poblaciones.

La asociacion de un determinado alelo HLA con una enfermedad implica que la
frecuencia del alelo es diferente en la poblacion de pacientes que en la poblacion
control correspondiente. Asi por ejemplo, la asociacion de los alelos HLA-A3, -B7 y -

B14 con la hemocromatosis es ya un clasico para los gastroenterdlogos (Rigas B,

1995.).

4.2.1.3. Relacion del sistema HLA vy determinadas en fermedades

En los ultimos afios se ha investigado la asociacion potencial de otras enfermedades

tan importantes como el cancer y los antigenos HLA.

Como fruto de estos estudios, en las dos Ultimas décadas, ha sido posible acumular

una gran cantidad de informacién sobre el papel de los antigenos HLA en el cancer.

La idea central en torno a la cual giran la mayor parte de los descubrimientos en
este campo es la vigilancia inmunolégica (Bodmer WF, 1993). En condiciones normales
las células tumorales deberian ser reconocidas como extrafias por el sistema
inmune y de esta forma serian eliminadas. El que las células neoplasicas sean
capaces de sobrevivir y multiplicarse hasta al punto de matar al organismo huésped
es una muestra de que las células tumorales escapan a la vigilancia inmune del

organismo.
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Determinar el mecanismo por el cual estas células son capaces de evitar la barrera
inmunologica representa el problema crucial en la inmunologia tumoral. Una
explicacion potencial para explicar este fallo en la vigilancia inmunoldgica es que las
células tumorales supriman la expresion de los antigenos HLA. En ausencia de
estas moléculas criticas, las proteinas asociadas al tumor no pueden ser
presentadas a las células T y de esta forma, las células tumorales proliferaran de
manera incontrolada para el sistema inmune. De hecho, hay algunas evidencias de

gue es esto lo que puede ocurrir en algunos tumores.

El caso mejor estudiado en el tracto gastrointestinal es el cancer colonico (McDougall
CJ, 1990. Tsioulias GJ, 1993). Los antigenos de clase Il, incluyendo DQ7, que es la
proteina producto del HLA-DQB1*0301, han sido implicados en la respuesta inmune
a los adenocarcinomas gastrointestinales. Asi, por ejemplo, se ha observado en los
pacientes con carcinoma colorrectal que la respuesta inmune de las células T DQ7
restringidas a los péptidos K-ras mutados se ha asociado con un estadio de
presentacion mas favorable (Fossum B, 1994). Algunas investigaciones han
demostrado una presencia disminuida, y a menudo ausente, en los antigenos de

clase | y Il en el cancer de colon.

Esta expresion disminuida de los antigenos HLA ha sido observada incluso en las
etapas mas tempranas del proceso neoplasico. Sin embargo, se ha comprobado que
la expresion de estas moléculas no estd completamente abolida, especialmente
durante las fases iniciales del desarrollo tumoral, cuando la neoplasia inicial podria

ser mas facil de eliminar.
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Por tanto ademas de lo anterior, otras explicaciones alternativas o complementarias
deben ser consideradas. Por ejemplo, las células de un determinado individuo
pueden expresar el alelo o los alelos del HLA unidos a péptidos anormales del
tumor, lo que conduciria a una repuesta inmune modificada al tumor. HLA-DQB1
parece controlar la susceptibilidad a una gran variedad de enfermedades cronicas
infecciosas como la esquistosomiasis (Hirayama K, 1987), la lepra (Salgame P, 1991), la

malaria (Riley EM, 1993) y hepatitis por virus B (Sera HM, 1993).

Lee et al (Lee JE, 1996) han demostrado de forma bastante convincente que el alelo
HLA DQB1*0301 aparece con una mayor frecuencia en personas de raza blanca con

cancer gastrico que en el grupo control.

Los resultados de estos estudios mostraban dos tipos de especificidad. La primera
fue que de varios alelos de clase Il que fueron investigados, sélo el DQB1*0301 fue
asociado al cancer gastrico. La segunda demostraba que de los tres canceres
(gastrico, coldnico y pancreatico) sélo el cancer de estomago se asocid con este

alelo.

La asociacion de un marcador genético con una enfermedad determinada implica
qgue el marcador se encontraria en un desequilibrio de unién con un locus que
predispone a la enfermedad o que el marcador por si solo influenciaria directamente

la susceptibilidad al cancer.
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Tratando de determinar si este gen se encontraba en desequilibrio de unién con
algun locus determinante de la enfermedad, los investigadores estudiaron la region

proxima a DQB1 en el cromosoma 6.

Los loci HLA-DQA1 y TAP2 son los genes mas proximos de funcion conocida al HLA
DQB1 (Okada K, 1993). Cada uno de estos loci codifica un producto inmunolégico
distinto: HLA-DQB1 es altamente polimorfico y codifica la subunidad beta del HLA-
DQ, HLA-DQA1 es menos polimorfo y codifica la subunidad alfa, y TPA2 es
moderadamente polimorfico y codifica los antigenos que transportan los péptidos a

través del reticulo endoplasmico hacia las moléculas de clase I.

Los alelos HLA-DQAL estan en desequilibrio de ligazén con los alelos HLA-DQBL.
No esta tan claro que los alelos TPA2 puedan estar también en desequilibrio con los
alelos HLA-DQB1.Los dos loci conocidos que podrian estar en desequilibrio de union
con DQB1 son el DQAL1 y TAP y ninguno de ellos se ha asociado de forma directa
con el cancer de estomago, por lo que esta hipétesis quedaria desechada. Sin
embargo, existe la posibilidad de que otro gen, todavia no identificado se encuentra

en la vecindad de DQB1 y contribuyera en la patogénesis del cancer gastrico.

Dada la complejidad del sistema inmune, el tratar de relacionar un rasgo genético
con una determinada enfermedad no es una labor facil. Ningin método puede
considerarse el mejor para detectar de forma inequivoca la relacibn de una
determinada regiébn genética a una predisposicion asociada a padecer una

enfermedad. (Thomson G*, 1995 )
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En el cancer gastrico, al igual que en otras enfermedades asociadas al HLA, el
establecer una relacion genética es una tarea compleja, ya que no se trata de una

herencia mendeliana simple.

En todos estos estudios basados en analisis genéticos es muy importante controlar
las posibles diferencias étnicas ya que la frecuencia de los alelos del HLA en los

distintos grupos étnicos puede variar de forma dramatica.

Intentando minimizar en lo posible estas variaciones, ademas de estos estudios que
comparan una poblacion paciente con unos controles adecuados, es posible realizar
estudios en nucleos familiares lo que reduce notablemente los problemas étnicos de

emparejamiento.

En uno de estos estudios se ha observado una asociacion significativa entre una
historia familiar de cancer gastrico y el desarrollo de esta enfermedad con un riesgo
relativo de entre 2 y 3 y un riesgo aumentado directamente proporcional al nimero
de miembros de la familia afectados (Lee WJ, 2003). Es mas, el nUmero de miembros
de la familia afectados parece influir también de forma significativa al desarrollo de

esta enfermedad (Morita M, Cancer 1998).

Nakashima et al, al examinar el DNA del carcinoma gastrico por técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa, demostraron una inestabilidad microsatélite
con mas frecuencia en los carcinomas multiples que en los solitarios. Esta

inestabilidad genética podria tener un papel fundamental en la predisposicion a
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desarrollar cancer. De esta forma, se postula que ciertas anormalidades del

cariotipo, los oncogenes, podrian pasar de generacion en generacion.

Una predisposicion hereditaria al cancer gastrico podria determinar el desarrollo de
una hiperproliferaciébn de la mucosa. Los pacientes con una historia familiar de
cancer gastrico poseen una proliferacion mucosa aumentada comparados con los
pacientes sin este antecedente (Meinig A, 1998). Se sabe que la hiperproliferacion de
la mucosa es el primer paso en el desarrollo del cdncer de col6n, y aunque no
existen por el momento suficientes datos para sustentar esta hipotesis, o mismo

podria ocurrir en la carcinogénesis gastrica.

La infeccion por Helicobacter pylori se asociado también con una proliferacion
aumentada de la mucosa gastrica. Sin embargo, esto parece suponer un factor de

riesgo independiente en el desarrollo del cancer gastrico.

Se han realizado también analisis de parejas de gemelos para intentar relacionar
una predisposicion para la enfermedad con una region HLA. En estos estudios se
ha visto que existe una fuerte evidencia de la influencia genética en la adquisicion de
la infeccidn por Helicobacter pylori. Asi, al estudiar la infeccion por la bacteria en una
muestra de varios gemelos suecos se demostro la existencia de una clara influencia
genética en la susceptibilidad a la infeccion (57%), si bien el compartir un medio
ambiente similar durante la infancia puede contribuir a esta tendencia familiar en la

adquisicion de Helicobacter pylori (Malaty H, 1994).
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Por otra parte, hay que tener en cuenta que en este tipo de estudios es imposible

separar totalmente los factores ambientales de las influencias genéticas.

También es muy importante destacar, que aunque mas de la mitad de los pacientes
con cancer de estomago poseen el alelo DQB1*0301, la mayoria de los individuos
con este alelo no desarrollan la enfermedad. De este modo, el potencial diagnostico
del tipaje del HLA en el screening del cancer gastrico es en el mejor de los casos

probablemente muy limitado.

Debido a las limitaciones inherentes de metodologia, es necesario ser muy
cuidadoso a la hora de establecer conclusiones y seran necesarios otros muchos
estudios de confirmacion antes de establecer una asociacion inequivoca entre el

cancer gastrico y el sistema HLA.

Sin duda, todas estas cuestiones podran ser respondidas mas facilmente cuando el
proyecto del genoma humano haya llenado los huecos en nuestro conocimiento

sobre la estructura méas intima de los cromosomas.

De todo esto se puede concluir que el cancer de estomago es una enfermedad

compleja y probablemente multifactorial en cuya patogénesis quedan todavia

muchas cuestiones que resolver.
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Hipotesis

1. OBJETIVOS CONCRETOS

1. Realizar un estudio descriptivo de las lesiones histopatoldgicas de la mucosa
gastrica de pacientes afectos de dispepsia funcional y establecer la posible
relacion con factores ambientales (Helicobacter pylori, determinados habitos

toxicos, y dieta) y propios del huésped (HLA y grupo sanguineo).

2. Investigar la evolucion de las lesiones histopatoldgicas preneoplasicas gastricas
durante un periodo de tiempo superior a 5 afios en una cohorte de pacientes
diagnosticados previamente de gastritis cronica, gastritis cronica con atrofia
mucosa y gastritis cronica atrofica con o sin metaplasia intestinal en sus diversos

grados.

3. Determinar si la evoluciébn en el tiempo de las lesiones histopatologicas
preneoplasicas de la mucosa gastrica esté influenciada por:
- La existencia de infeccion por Helicobacter pylori y por las propiedades de la
cepa infectante (gen S, gen M, status CagA, VacA).
- Los diferentes habitos dietéticos o toxicos, con especial interés en la ingesta
de sal, tabaco y alcohol.

- Los diferentes polimorfismos HLA que presente el paciente.
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2. HIPOTESIS

1. La progresion de las lesiones histopatolégicas de la mucosa gastrica
consideradas como preneoplasicas esta condicionada por uno o varios de los
siguientes factores:

- La presencia de infeccion por una cepa de Helicobacter pylori mas agresiva.
- Una dieta rica en alimentos con alto contenido en sal.

- Determinados habitos como el consumo de alcohol y tabaco.

- La expresion de determinados polimorfismos HLA con caracter protector o

favorecedor en cuanto a la progresion de la lesion.

2. La influencia de los factores descritos en el punto anterior es diferente en los

sucesivos estadios de las lesiones preneoplédsicas (gastritis cronica, atrofia

gastrica, metaplasia intestinal y sus grados) de la mucosa gastrica.
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Métodos

1. DISENO

Se trata de un estudio observacional constituido por:

» Estudio 1: Estudio descriptivo de las lesiones histopatologicas de la
mucosa en relacion con factores ambientales y propios del huésped en
una poblacion afecta de dispepsia funcional. Los integrantes de esta

poblacion del estudio 1 se denominan « pacientes externos ».

» Estudio 2: Estudio cohorte de una poblacion seleccionada hace mas de 5
afios, denominados « pacientes casos », de los que se dispone de un
estudio histopatolégico completo de la mucosa gastrica y de informacion

sobre habitos dietéticos y toxicos en el momento de inclusion.

Ambos estudios se han sometido a las normas internacionales y nacionales de

caracter ético que regulan la realizaciéon de estudios clinicos y a la aprobacion por el

Comité de Ensayos Clinicos del Hospital Miguel Servet.
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2. PACIENTES

2.1. PACIENTES EXTERNOS

En este grupo se incluyen 135 pacientes, varones y mujeres, seleccionados entre los
enfermos atendidos en el centro de especialidades dependiente del Servicio de
Aparato Digestivo del Hospital Miguel Servet (Ambulatorio Ramén y Cajal de
Zaragoza), afectos de dispepsia funcional. Con el fin de unificar criterios
diagnosticos, la dispepsia funcional ha sido caracterizada siguiendo los Criterios de
Roma Il (Talley NJ. 1999). Se define como dispepsia funcional al trastorno
caracterizado por dolor o molestia epigastrica, distension abdominal, que no mejora
exclusivamente con la defecacion ni se asocia a cambios en la frecuencia o
consistencia de las deposiciones, en ausencia de enfermedades organicas que
puedan explicar los sintomas, que cursa con una gastroscopia normal y que persiste

al menos 12 semanas (no consecutivas) en los ultimos 12 meses.

2.2. PACIENTES CASOS

En este grupo se incluyen 56 pacientes procedentes de una poblacion diagnosticada
de gastritis créonica (con o sin atrofia) y/o metaplasia intestinal (completa o
incompleta) hace 5 afos. De todos los pacientes incluidos se dispone de un estudio
histopatoldégico de la mucosa gastrica realizado 5 afios antes, asi como de
informacion sobre sus habitos dietéticos y toxicos en el momento de la obtencion de

esas biopsias.
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3. CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyen aquellas personas que reuniendo los criterios para ser paciente externo

0 paciente caso, de ambos sexos, con edades comprendidas entre 18 y 90 afios de

edad y que aceptan libremente participar en el estudio.

4. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyen todas aquellas personas que presentan una o varias de las siguientes

condiciones:

Mujeres embarazadas

Pacientes con intervenciones gastricas previas

Pacientes afectos de polipos gastricos o cualquier tipo de cancer

Pacientes con alteracion o disminucion de sus facultades mentales

Pacientes en tratamiento con inhibidores de la bomba de protones (IBP) durante
los 3 meses anteriores al estudio

Pacientes en tratamiento con bismuto durante un periodo superior a 30 dias
durante los 6 meses anteriores al estudio

Pacientes en tratamiento con amoxicilina, claritromicina, tetraciclina o
metranidazol durante un periodo igual o superior a 14 dias durante los 6 meses
anteriores al estudio

Pacientes sometidos a tratamiento de erradicacion de Helicobacter pylori
Pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana o por los virus
de la hepatitisBo C

Pacientes en tratamiento con esteroides u otras drogas inmunosupresores

Pacientes diagnosticados de cualquier enfermedad grave
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5. METODOS

5.1. Consentimiento informado, Historia clinica y E xploracion fisica

Todos los pacientes candidatos a ser incluidos en ambos estudios han sido
entrevistados con el fin de explicarles las caracteristicas y fines del estudio. La
autorizacion del paciente ha quedado reflejada en todos los casos en la
correspondiente Hoja de consentimiento informado que ha sido firmada por el

paciente y el médico entrevistador.

Asi mismo, se ha realizado una historia clinica y una exploracion fisica completa de

cada paciente incluido.

5.2. Determinaciones sanguineas

A todos los pacientes se les ha practicado una extraccion sanguinea de 25 CC.
Del volumen de sangre extraido se han separado 20 CC para la determinacién de:

« Hemograma completo

* VSG

» Estudio de coagulacion

» Bioquimica incluyendo pruebas de funcion hepatica
» Serologia de hepatitisBy C

» Determinacion de grupo sanguineo

Los 5 CC de sangre restantes se han destinado para el aislamiento del DNA de los

pacientes (tipaje HLA-DQ).

74



Métodos

5.3 Cuestionario

A todos los pacientes se les ha entregado un cuestionario general previamente
validado, con el objeto de conocer sus habitos dietéticos actuales incidiendo
fundamentalmente en el consumo de sal. En este cuestionario se recogen también
otros datos referentes a la ingesta de alcohol y tabaco, asi como datos

epidemioldgicos de interés como la profesion, nivel de instruccion, etc.

Se establecen 4 categorias respecto al consumo de alcohol:

- No bebe.

- Esporadico: Menos de 2-3 vinos 6 3-4 cervezas 0 1 licor al dia.
- Moderado: 2-3 vinos 0 3-4 cervezas 0 1 licor al dia.

- Severo: Mas de 2-3 vinos 6 3-4 cervezas 0 1 licor al dia.

Se establecen también 4 categorias respecto al habito tabaquico:
- No fuma

- Menos de 10 cigarrillos al dia

- De 10 a 20 cigarrillos al dia

- Maés de 20 cigarrillos al dia

En los pacientes incluidos como « pacientes caso », este cuestionario se ha
ampliado con el fin de conocer también si sus hébitos dietéticos se han modificado

en los ultimos 5 afnos.
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5.4 Gastroscopia y biopsias

Previo ayuno de 12 horas, se practica una gastroscopia a todos los pacientes donde

se describe cualquier alteracion patolégica observada. En cada paciente se toman:

* 4 biopsias para estudio anatomopatoldgico: 2 muestras de la mucosa antral,
aproximadamente a unos 3 cm. de piloro y 2 muestras de la mucosa de cuerpo

gastrico (pared anterior y posterior).

» 2 biopsias de mucosa antral y de cuerpo gastrico para la extraccion de DNA para

el tipaje de las cepas de Helicobacter pylori infectante.

» Biopsias adicionales cuando se detectan alguna de las siguientes alteraciones:

¢ Cambio de brillo, coloracion (eritema, palidez, etc.) o patron normal de la

mucosa

¢ Signos inflamatorios o exudados

¢ Alteracion del patréon normal de pliegues gastricos o de la distensibilidad
con aire

¢ Friabilidad o rigidez de la mucosa

¢ Nodulos, pdlipos o neoformaciones

¢ Trama vascular submucosa visible o sufusiones hemorragicas

76



Métodos

5.5. Estudio anatomopatolégico de la mucosa gastri ca

Una vez realizado el estudio endoscopico, las biopsias de la mucosa gastrica se
remiten al Servicio de Anatomia patoldgico del Hospital Miguel Servet donde fueron
procesadas por una meédico especialista (Dra. C.Yus) experta en patologia gastrica

de este servicio.

Las muestras obtenidas por endoscopia se fijan en una solucién de formol
tamponado al 10% y posteriormente embebidas en parafina. Posteriormente se

realizan cortes de 4-6 p de grosor y se llevan a cabo las siguientes tinciones:

» Tincién basica convencional con Hematoxilina- Eosina
» Azul Alcian-PAS para valoracion de metaplasia intestinal y sus tipos

» Giemsa modificado para determinar la presencia o ausencia de Helicobacter pylori

El estudio anatomopatologico de las muestras gastricas se realiza de acuerdo con el

sistema Sydney, que incluye los siguientes parametros:

1. Inflamacion:

* Intensidad y patrén del infiltrado (difuso panmucoso o superficial,
presencia de foliculos linfoides con centro germinal)
* Presencia de leucocitos polimorfonucleares en la lamina propia y/o en el

epitelio glandular foveolar

2. Atrofia glandular: Disminucion o pérdida del epitelio glandular
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3. Metaplasia: Se consideran varios tipos:

* Metaplasia pilorica
* Metaplasia intestinal completa (tipo I= de tipo intestino delgado)

* Metaplasia intestinal incompleta (tipo 1l y Ill= tipo colénico)

4. Helicobacter pylori: Presencia o ausencia y densidad en el epitelio superficial y

foveolar.

Todos estos parametros se graduan de acuerdo a la intensidad en tres grados (leve,
moderada o grave) y siempre teniendo en cuenta su localizacion anatémica (cuerpo,

antro cardias, antropilorica o transicional).

Ademas, en el caso de encontrarse presentes, se reflejan otros parametros:

» Hiperplasia foveolar, reactiva o regenerativa, con o sin atipia arquitectural y/o
citologica.

» Erosion del epitelio superficial.

» Material fibrino-leucocitario y/o tejido de granulacién correspondiente a fondo de
ulcera.

» Hiperplasia de células endocrinas: lineal, micronodular, adenomatoide.

» Displasia generalmente asociada a la metaplasia intestinal incompleta y

estratificada como de bajo o alto grado.
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5.6 Extraccion de ADN

Con el fin de asegurar la confidencialidad, a cada paciente se le asigna un cédigo
formado por una letra y dos numeros que se ha mantenido durante todo el proceso

de laboratorio y posteriormente en el procesamiento de los datos.

Se realizan 2 extracciones de ADN: una a partir de leucocitos de sangre periférica
para posteriormente realizar el tipaje del HLA-DQ, y una segunda extraccion de ADN
a partir de biopsias de mucosa gastrica para realizar el tipaje de las cepas de

Helicobacter pylori.

5.6.1. Extraccion de ADN genémico a partir de sangr e

Para ello se obtienen 6 ml de sangre periférica en tubos con EDTA de cada paciente
0 caso. Las sangres se procesan en las primeras 24 horas siguientes a la extraccion

para obtener el pellet de leucocitos del que se obtiene posteriormente el ADN.

A los 6 ml de sangre se afiade buffer de lisis hematica frio (155 mM NH4CI, 10 mM
NH4HCO3, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) hasta alcanzar un volumen de 20 ml. Se mezcla
suavemente y se incuba durante 15 minutos en hielo. Posteriormente se centrifuga a

2800 rpm durante 15 minutos.

Tras la centrifugacién, se desecha el sobrenadante obtenido, y al pellet celular
obtenido se vuelve a afiadir 5 ml de buffer de lisis hematica.
El pellet se resuspende mediante agitacién con vortex, y se vuelve a incubar otros

15 minutos en hielo, tras los cuales se realiza una segunda centrifugaciéon de 15
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minutos a 2800 rpm. Se elimina el sobrenadante, y el pellet de leucocitos se

almacena a —20°C hasta realizar la extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realiza segun método estandar de digestion con proteinasa
K y extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v), seguido de

precipitacion con etanol.

El pellet de células blancas se resuspende en 5 ml de buffer TEN (10 mM TrisHCI

pH 8,0, 25 mM EDTA, 100 mM NaCl) mediante agitacion con vortex.

Se afiaden 300 pl de SDS 10% y 50 ul de Proteinasa K (10 mg/ml) y se incuba a
37°C durante 24 horas con agitacion suave. Una vez digerido el pellet de leucocitos,

éste se transfiere a tubos de polipropileno (resistentes al fenol/cloroformo).

Se afiaden 5 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico saturado pH 8.0, y se mezcla
bien durante 10 minutos. Posteriormente se centrifuga a 2800 rpm durante 15

minutos.

Tras la centrifugacion se observan dos fases, se toma la fase superior (acuosa que
contiene los &cidos nucléicos) y se transfiere a otro tubo, teniendo especial cuidado
de no coger nada de la fase fendlica. A este sobrenadante se afiaden 0,4 ml de

acetato sédico 3M y 12 ml de etanol absoluto previamente enfriado.

80



Métodos

Se mezcla suavemente hasta que precipita el ADN observandose una madeja
filamentosa. EIl ADN se recoge con una pipeta Pasteur y se transfiere a un tubo

eppendorf que contiene 1 ml de etanol 70%.

Posteriormente se centrifuga durante 5 minutos a 12000 rpm. Se decanta el etanol y
se dejan secar los pellet durante 10-20 minutos con objeto de que se evapore todo el
etanol. Finalmente el ADN se resuspende en 250 pl de TE (10 mMTrisHCI, 1 mM

EDTA pH 8,0) y se almacena a 4°C.

5.6.2 Extraccion del ADN a partir de mucosa gastric  a

Las biopsias gastricas se conservan en tubos eppendorf en 500 pl de buffer TENS
(10 mM TrisHCI pH 8.0, EDTA 25 mM, 100 Mm. NacCl, 0.5% SDS) en congelador

(<20°C) desde el momento de su recogida hasta el aislamiento del DNA.

A cada tubo se le asigna un cédigo formado por una letra y dos niumeros con el fin
de asegurar la confidencialidad de los pacientes y que se mantiene durante el

proceso de laboratorio y en el manejo posterior de los datos informaticos.

Una vez descongeladas las muestras, se afiaden 40 pl de proteinasa K 10 mg/ml.

Las muestras se incuban en bafio agitante a 37°C durante 24 horas. A la muestra

digerida se afiade el mismo volumen de fenol/cloroformo/ isoamiloalcohol (500 pl).

Tras mezclar por agitacion suave durante 10 minutos, centrifugamos 15 minutos a

12000 rpm. Se recoge la fase superior (acuosa) y se transfiere a un tubo eppendorf.
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Se aflade 1 ml de etanol absoluto previamente enfriado, y 40 ul de acetato sédico
3M. Se agita suavemente hasta que precipite el ADN, y posteriormente se deja
durante 1 hora a <20°C para facilitar la precipitacion. Se centrifuga durante 5

minutos a 12000 rpm.

Se decanta el sobrenadante y al pellet se afiaden 500 ul de etanol 70%. Se agita por
inversion para lavar bien el ADN y se centrifuga durante 3 minutos a 12000 rpm. Se
decanta el etanol y se deja secar al aire durante 10 minutos. Por ultimo se afiaden

50 ul de TE para resuspender el ADN y éste se almacena en la nevera.

5.7. Tipaje del HLA-DQ

La tipificacion de los alelos DQB1*0501, DQB1*0502, DQB1*0503, DQA1*0102 vy
DQA1*0301 se realiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con

cebadores especificos de secuencia (PCR-SSP).

Los cebadores utilizados fueron los descritos por Olerup et al (Olerup, 1993).

* Alelo DQB1*0501.:
Cebador 5: B-501: 5-CGGAGCGCGTGCGGGG-3
Cebador 3': B-3'01:5-GCTGTTCCAGTACTCGGCAA-3’

« Alelo DQB1*0502;
Cebador 5’; B-5'02: 5-TGCGGGGTGTGACCAGAC-3’
Cebador 3: B-3'02: 5-TGTTCCAGTACTCGGCGCT-3’

* Alelo DQB1*0503:

Cebador 5: B-5'03: 5-TGCGGGGTGTGACCAGAC-3’
Cebador 3': B-3'03: 5-GCGGCGTCACCGCCCGA-3’
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* Alelo DQA1*0102:
Cebador 5: A-5'03: 5-CATGAATTTGATGGAGATGAGC-3’
Cebador 3': A-3'01: 5-ATGATGTTCAAGTTGTGTTTTGC-3

* Alelo DQA1*0301:
Cebador 5: A-5’05: 5-TTCACTCGTCAGCTGACCAT-3'
Cebador 3': A-3'03: 5-CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT-3’

Todas las reacciones de PCR se llevan a cabo en un volumen final de 25 ul, que
contiene 0,5 uM de cada cebador, 0,1 mM de cada deoxinucleétido (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP), buffer (10 mM Tris-HCI pH 8,5-9, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,), 1 U de

TagDNA polimerasa y 1 pl de ADN.

Los programas de PCR utilizados han sido:

e Paralos alelos DQB1*0501, DQB1*0502 y DQB1*0503:
95°C 3 minutos/ 30 ciclos de 94°C 1 minuto/ 65°C 1 minuto/ 72°C 1
minuto/ extension final de 10 minutos a 72°C.

e Para el alelo DQA1*0102:
95°C 7 minutos/ 30 ciclos de 94°C 1 minuto/ 60°C 1 minuto/ 72°C 1

minuto/ extension final de 10 minutos a 72°C.

» Para el alelo DQA1*0301 el programa de PCR es:
95°C 7 minutos/ 30 ciclos de 94°C 1 minuto/ 59°C 1 minuto/ 72°C 1
minuto/ extension final de 10 minutos a 72°C.

Los productos de amplificacion se analizan mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% en el caso del alelo DQB1*0501, DQA1*0102 y DQA1*0301, 2.5%

para el alelo DQB1*0502 y 4% para el alelo DQB1*0503.
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Posteriormente se procede a tincion con Bromuro de etidio, visualizandose una
banda de 128 pares de bases en el caso del alelo DQB1*0501, 117 pares de bases
el alelo DQB1*0502 y 87 pares de bases en el caso del alelo DQB1*0503. En el
caso del alelo DQA1*0102 el fragmento amplificado es de 149 pares de bases y de

183 pares de bases el alelo DQA1*0301.

5.8. Tipaje de las cepas de Helicobacter pylori inf  ectante

El tipaje de las cepas de Helicobacter pylori se realiza mediante la amplificacion por
PCR del DNA extraido de las biopsias gastricas que contiene tanto el ADN genémico
del paciente como el de la bacteria en caso de estar presente en la mucosa gastrica.
Este tipaje incluye la presencia/ausencia del gen cagA, asi como las variantes

genotipicas de las regiones s y m del gen vacA.

5.8.1. Gen cagA

Para la amplificacion del gen cagA se utilizan los cebadores descritos por Lage

et al (Lage AP, 1995).

La secuencia de los oligonucledtidos es:

CagA-1: 5'- AAT ACA CCA ACG CCT CCAAG -3
CagA-2: 5-TTGTTGCCG CTTTTG CTC TC -3’

La reaccién se lleva a cabo en un volumen de 25 pl, que contiene 0,5 uM de cada
cebador, 0,1 mM de cada deoxinucleotido (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), buffer (10
mM Tris-HCI pH 8,5-9, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,), 1 U de TagDNA polimerasa y 1

ul de ADN.
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Las condiciones de temperatura en la PCR son: desnaturalizacion inicial a 95°C
3 minutos/ 30 ciclos de 95°C 1 minuto/ 55°C 1 minuto/ 72°C 1 minuto/ extension final

de 10 minutos a 72°C.

En todas las PCR se incluye como control positivo una muestra con ADN que ya
esta tipada y amplificada para el gen cagA, y un control negativo que contiene agua

en lugar de ADN.

A continuacion el producto amplificado se somete a electroforesis en gel de agarosa

al 1.5% y tincién con bromuro de etidio, visualizandose una banda de 400 pares de

bases cuando el gen cagA esta presente.

5.8.2 Gen vacA

Se analizan las variantes alélicas s1, s2 y ml, m2 del gen vacA descritas por

Atherton et al (Atherton, 1995).

Las condiciones de temperatura para todas las PCR son: desnaturalizacién inicial a

95° C 3 minutos/ 30 ciclos de 95° C 1 minuto/ 53° C 1 minuto/ 72° C 1 minuto/

extension final de 10 minutos a 72° C.

5.8.2.1, Reqgidn s del gen vacA

Para la amplificacion de esta region del gen vacA, se utilizan los cebadores descritos

por Atherton et al (Atherton, 1995).
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La secuencia de los oligonucledtidos es:
VALF: 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3

VAI1R: 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’

El producto de PCR se somete a electroforesis en gel de agarosa al 2.5% y tincion
con bromuro de etidio, observandose una banda de 259 pares de bases cuando la
cepa de Helicobacter pylori analizada presenta la variante alélica s1, o de 286 pares

de bases en el caso del alelo s2.

5.8.2.2. Region m del gen vacA

Para el tipaje de la region m del gen vacA se realizan dos PCR distintas:

- Alelo m1:
VA3-F: 5-GGTCAAAATGCGGTCATGG-3
VA3-R: 5’-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’

El producto de PCR se analiza mediante electroforesis en agarosa al 2% vy tincién
con bromuro de etidio, de manera que si la cepa de Helicobacter pylori presenta la
variante ml se observa una banda de 290 pares de bases, mientras que si es m2 no

amplifica.

- Alelo m2

VA4-F: 5'-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3’

VA4-R: 5’-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3
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En este caso, cuando la cepa infectante presenta el alelo m2 se observa una banda
de 352 pares de bases cuando se analiza en un gel de agarosa al 2%, mientras que

si es m1 no amplifica y no se observa ninguna banda.

5.9. Estudio estadistico

En primer lugar se ha realizado un analisis descriptivo, utilizando los estadisticos
basicos de centralizacion y dispersion de las principales variables cuantitativas y la

distribucion de frecuencias para las variables cualitativas.

Para la comparacion de proporciones se ha utilizado la prueba de X2 de Pearson y
para la comparacién de medias se ha utilizado la prueba t de Student-Fisher ya que
se trataba de variables independientes binarias. En el andlisis estadistico se ha

considerado significativo un valor de p<0,05.

Se han realizado analisis univariantes para evaluar las asociaciones entre diferentes
factores de riesgo y las siguientes variables independientes: presencia o0 no de
metaplasia, progresion o no de gastritis cronica a metaplasia y progresion o no de la
primera histologia a la segunda. La asociacion se estudié mediante el célculo de

odds ratios y sus intervalos de confianza al 95%.

Como técnica multivariante de ajuste estadistico para controlar los fenbmenos de

confusién e interaccién entre las variables, se ha utilizado el modelo de regresion

logistica. Se han obtenido por este método los odds ratios ajustados de los
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principales de riesgo asi como sus correspondientes intervalos de confianza al 95%.

El procesamiento estadistico de los datos se ha realizado mediante el programa

informatico SPSS 10.0.

6. MATERIALES

Acetato sodico (Merck, Darmstadt, Alemania)

Agarosa (Hispanlab, Madrid, Espafa)

Bromuro de etidio (Sigma Chemical, St Louis, USA)

Fenol/ Cloroformo/lsoamiloalcohol (Invitrogen, Paisley, UK)

dNTPS (deoxinucleotidos) (RocheDiagnostics, Manheim, Alemania)
Dodecil sulfato sédico (SDS) (Sigma Chemical, St Louis, USA)

EDTA (acido etilendiaminotetracético) (Sigma Chemical, St Louis, USA)
Etanol (Merck Darmstadt, Alemania)

Cebadores cagA y vacA (RocheDiagnostics, Manheim, Alemania)
Proteinasa K (Sigma; St. Louis, MO, USA)

Taq DNA polimerasa recombinante (RocheDiagnostics, Manheim, Alemania)

Trizma Base (Sigma, St Louis, MO, USA)
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Estudio 1

ESTUDIO 1: ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS LESIONES HIST OPATOLOGICAS

DE LA MUCOSA EN RELACION CON FACTORES AMBIENTALES E N UNA

POBLACION AFECTA DE DISPEPSIA FUNCIONAL.

1. DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA

1.1 DESCRIPCION POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO

Aplicando los criterios de inclusién y exclusion referidos en el apartado de material y

métodos, de septiembre de 1997 a diciembre de 1998, se han incluido finalmente

135 pacientes, de los cuales 64 (47,4%) son mujeres y 71 (52,6%) varones. La

distribucion de edad de los mismos se muestra en el grafico 1.

12+

10

EDAD (Afios)

20253035404550556065707580859

Gréfico 1

Como se puede observar en el grafico, el rango de edad va desde 22 a 89 afios,

siendo la edad media de 55,3 afios.
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1.2. ESTUDIO HISTOLOGICO

Los resultados del examen histolégico de la mucosa gastrica realizado a todos los

pacientes en el momento de la inclusiéon quedan recogidos en el grafico 2.

HISTOLOGIA
_ Displasia
Metaplasia 2 Gastritis
intestinal (1,5%) cronica
a7 sin atrofia
(34,8%) : o ] 64

e Y (47,4%)

Gastritis

cronica

atréfica

22
(16,3%)

Gréfico 2

La forma histolégica mas frecuente es la gastritis crénica sin atrofia (n=64), seguida
en frecuencia por la gastritis cronica con metaplasia intestinal (n=47) y la gastritis
cronica atrofica sin metaplasia (n=22). En tan so6lo 2 pacientes se observa displasia

en la mucosa gastrica.

Una vez revisadas todas las biopsias se aprecia actividad inflamatoria, es decir,

presencia de leucocitos polimorfonucleares en la mucosa gastrica en 114 pacientes

(84,4%).
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En el estudio histolégico de las muestras se comprueba la presencia de Helicobacter

pylori en 106 pacientes (78,5%).

Al estudiar el grupo de pacientes con metaplasia intestinal, se distribuyen en
metaplasia intestinal completa (18 pacientes) y metaplasia intestinal incompleta (29

pacientes).

TIPO DE METAPLASIA

Metaplasia
intestinal
completa

18
(38%)

Metaplasia
intestinal
incompleta
29
(62%)

Grafico 3

En cuanto a la distribucion topogréfica, la metaplasia intestinal se presenta de forma

mas frecuente en el antro, y en cuanto a la extension principalmente en la forma

focal, tal como queda recogido en los gréaficos 4y 5.
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DISTRIBUCION DE

METAPLASIA
Antro Cuerpo
4 1
(9%) (2%)

Antro y
cuerpo
42
(89%)

Grafico 4

EXTENSION DE METAPLASIA

Moderada Severa
13 4
(28%) (9%)

++++++

Focal
30
(64%)

Grafico 5
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1.3 TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI INF ECTANTE

Se realiza en todos los pacientes el tipaje de las cepas de Helicobacter pylori
mediante la amplificacion con PCR del DNA extraido de las biopsias gastricas,

verificando la presencia de la bacteria en 106 pacientes (78,5%).

De estos 106 pacientes infectados por Helicobacter pylori, en 50 pacientes (47,2%)
se comprueba la presencia del gen cagA en la cepa infectante, mientras que en 56

(52,8%) este gen resulta negativo.

El gen vacA es positivo en la forma s1 en 50 pacientes (47,2%) y en la s2 en 38
(35,8%), mientras que en 18 (17%) el resultado es no valorable. En 23 pacientes
(21,7%) se comprueba la amplificacion del gen vacA ml y en 65 (61,3%) del gen

vacA m2. Estos datos se muestran en el grafico 6.

TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER PYLORI
80 1 65
60 - 50 50 38

\s A N > 4 W@
AT 4\ \\(0'\0 Rl < @\O
eo eo
Grafico 6
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Ademas, al estudiar las distintas combinaciones de los genes de VacA, 23 pacientes
(21,7%) presentan una cepa de Helicobacter pylori con la combinacion slml, 27

pacientes (25,5%) con el tipo sIm2 y 38 (35,8%) con una cepa del tipo s2m2, tal

como se observa en el grafico 7.

COMBINACIONES GEN VacA

s2m2 // // // // 38
sim2 0 2
slml // // 23

Gréfico 7
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1.4 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

De los 135 pacientes, 26 pacientes (19,3%) presentan el alelo HLA DQ B1*0501, 4
pacientes (3%) el HLA DQ B1*0502 y 14 (10,4%) el HLA DQ B1* 0503. Respecto al
alelo HLA DQ A1*0102 se comprueba su positividad en 68 pacientes (50,4%) y en

24 pacientes (17,8%) para el alelo HLA DQ A1*0301, de acuerdo al gréafico 8.

TIPAJE DNA GENOMICO

HLA DQ B1*0501 777 26
HLADQ B1*0502 #4

HLADQ B1*0503 7] 14

HLADQ A1*0102 i 71 68

HLA DQ A1*0301 7 24

0 50 100

Grafico 8

1.5 CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

Los datos sobre este punto se extrapolaron de las respuestas dadas por los
pacientes en el cuestionario de dieta. De los 135 pacientes incluidos, se obtuvieron
s6lo respuestas validas en 127 pacientes, ya que en 8 casos el cuestionario no fue

cumplimentado adecuadamente.
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En cuanto al consumo de alcohol y tabaco, la mayoria de los pacientes se definen

como no consumidores habituales de estas sustancias (tabaco 60,6% y alcohol

63,8%).

TABACO
Fuma > 20
Fuma 10 - 20 11
24 (8,7%)
(18,9%) /
I 2 S o
o TN
Fuma <10 No I;;ma
15
0
(11,8%) (60,6%)
Grafico 9
ALCOHOL
Moderado Severo
Esporéadico 12 2
32 (9,4%) (1,6%)
(25,2%)

ooooooooo

N N N R s A A e

No Bebe
81
(63,8%)

Gréfico 10
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Con respecto al consumo de alimentos ricos en sal o un exceso de sal refinada, la

mayoria también negaba su ingesta (81, 9%).

1.6 GRUPO SANGUINEO

En cuanto al estudio del grupo sanguineo, la mayoria de los pacientes presentaban
el grupo O (50,4%) y el grupo sanguineo A (41,1%), tal como queda reflejado en el

grafico 11.

GRUPO SANGUINEO
0 A
68 56
(50,4%) - (41,5%)
AB B
4 7
(3,0%) (5,2%)
Grafico 11
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2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES SEGUN HISTOLOGI A

2.1 GASTRITIS CRONICA SIN ATROFIA

2.1.1 DESCRIPCION POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO
Al estudiar los 64 pacientes con gastritis cronica sin atrofia, 37 (57,8%) son mujeres
y 27 (42,2%) varones. La distribucion de edad de los mismos se muestra en el

grafico 12, y la media es 51,98 afios.

0 . -:“l

2025303540 455055 60 65 70 75 80 85 90
EDAD (Afios)

Gréfico 12
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2.1.2. TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI | NFECTANTE
En este grupo de pacientes con gastritis cronica sin atrofia, 52 (81,2%) estan
infectados por Helicobacter pylori, comprobado mediante amplificaciéon con PCR del

DNA extraido de las biopsias gastricas.

De estos 52 pacientes infectados por Helicobacter pylori, en 18 pacientes (34,6%) se

comprueba la presencia del gen cagA en la cepa infectante.

El gen vacA es positivo en la forma sl en 17 pacientes (32,7%) y en la s2 en 27
(51,9%). En 6 pacientes (11,5%) se comprueba la amplificacion del gen vacA mly

en 38 (73,1%) del gen vacA m2, como se muestra en el grafico 13.

TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER PYLORI
38

gg | 27
20 | 18 17 /

| 8 6 8
18 / ; /

q?" é\' o.(,l’ N (Q'» (@/ ,O\Q’

O O
Grafico 13
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Ademas, al estudiar las distintas combinaciones de los genes de VacA, 6 pacientes
(11,5%) presentan una cepa de Helicobacter pylori con la combinacion silml, 11
pacientes (21,2%) con el tipo s1m2 y 27 (51,9%) con una cepa del tipo s2m2, tal

como se observa en el grafico 14.

COMBINACIONES GEN VacA
s2m2 _ 27
s1m2 _ 11
siml _ 6

0 10 20 30

Grafico 14
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2.1.3 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

De los 64 pacientes con gastritis cronica con atrofia, 14 pacientes (21,9%) presentan
el alelo HLA DQ B1*0501, 3 pacientes (4,7%) el HLA DQ B1*0502 y 6 (9,4%) el HLA
DQ B1* 0503. Respecto al alelo HLA DQ A1*0102 se comprobo su positividad en 29
pacientes (45,3%) y en 8 pacientes (12,5%) para el alelo HLA DQ A1*0301, de

acuerdo al gréfico 15.

TIPAJE DNA GENOMICO

HLADQ B1*0501 777 14
HLA DQ B1*0502 3

HLADQ B1*0503 {776

HLA DQ A1*0102 74 29

HLA DQ A1*0301 {77 8

0 20 40

Gréfico 15
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2.1.4. CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL
En 4 pacientes no se recibio la informacion relativa a este apartado. En cuanto al
consumo de alcohol y tabaco, la mayoria de los pacientes se definen como no

consumidores habituales de estas sustancias (tabaco 65% y alcohol 67%).

TABACO

Fuma 10 - 20 Fuma > 20

14 2
(23,3%)

Fuma <10 No Fuma
50 39
(8,3%) (65,0%)
Grafico 16
ALCOHOL
Moderado
Severo
Esporadico 6 1
13 10,0%
21,7%) ( °) (1,7%)

+++++++++++++
oooooooooooo

No Bebe
40
(66,7%)

Gréfico 17
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Los grupos concernientes al consumo de alcohol y tabaco se establecen con los
mismos criterios que en el apartado anterior. Tan sélo 8 pacientes (13,3%) se

declaran consumidores de alimentos ricos en sal o de un exceso de sal refinada.

2.1.5. GRUPO SANGUINEO
En cuanto al estudio del grupo sanguineo, 32 pacientes presentan el grupo O (50%)

y 27 pacientes el grupo sanguineo A (42%) tal como queda reflejado en el gréafico

18.

GRUPO SANGUINEO
0 A
32 27
G00%) (42,2%)
AB B
3 2
(4.7%) (3,1%)
Grafico 18
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2.2 GASTRITIS CRONICA ATROFICA

2.2.1. DESCRIPCION POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO
Al estudiar los 22 pacientes con gastritis cronica atrofica, 8 (36,3%) son mujeres y 14
(63,7%) varones. La distribucion de edad de los mismos se muestra en el gréafico

siguiente, y la media es 57,5 afos.

3
2,
1,
o 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2025303540 4550556065 70 7580 8590
EDAD (Afios)

Gréafico 19

2.2.2. TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI | NFECTANTE
En este grupo de pacientes con gastritis cronica sin atrofia 18 (81,8%) estan
infectados por Helicobacter pylori, de los cuales en 5 pacientes (27,8%) se

comprueba la presencia del gen cagA en la cepa infectante.

El gen vacA es positivo en la forma sl en 5 pacientes (27,8%), en la s2 en 9 (50%),

en 4 pacientes (22,2%) la forma m1y en 10 (55,6%) la m2.
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TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER PYLORI
15 +
10
10 A °
5 5 5 4 4 4
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Grafico 20

Ademas, al estudiar las distintas combinaciones de los genes de VacA, 4 pacientes
(22,2%) presentan una cepa de Helicobacter pylori con la combinacion simil, 1

paciente (5,6%) con el tipo s1Im2 y 9 (50%) con una cepa del tipo s2m2, tal como se

observa en el grafico siguiente.

COMBINACIONES GEN VacA

s2m2 /o

sim?2 1

siml 4

Grafico 21
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2.2.3. TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

De los 22 pacientes con gastritis cronica atréfica, 7 pacientes (31,8%) presentan el
alelo HLA DQ B1*0501, ningun paciente el HLA DQ B1*0502 y 2 (9,1%) el HLA DQ
B1* 0503. Respecto al alelo HLA DQ A1*0102 se comprueba su positividad en 14
pacientes (63,6%) y en 7 pacientes (31,8%) para el alelo HLA DQ A1*0301, de

acuerdo al gréfico 22.

TIPAJE DNA GENOMICO

HLADQB1*0501 A7
HLADQ B1*0502 |0

HLADQ B1*0503 {77 2

HLADQ A1*0102 7114

HLADQA1*0301 7

0 5 10 15

Gréafico 22

2.2.4. CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL
1 paciente no cumplimento el cuestionario relativo a habitos dietéticos y toxicos. De
nuevo, la mayoria de los pacientes se definen como no consumidores habituales de

tabaco y alcohol (62% y 81%, respectivamente).
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TABACO
Fuma 10-20 Fuma > 20
0 3
(0,0%) (14,3%)
F <1
umaS 0 No Fuma
13
23,8%
(23.8%) (61,9%)
Gréfico 23
ALCOHOL
~ Moderado
Esporadico 4 Severo

No Bebe
17
(81,0%)

Gréafico 24

Tan solo 6 pacientes (28,6%) se declaran consumidores de alimentos ricos en sal 0

de un exceso de sal refinada.

108



Estudio 1

2.2.5. GRUPO SANGUINEO
En cuanto al estudio del grupo sanguineo, 10 pacientes presentan el grupo O (46%)

y 10 pacientes el grupo sanguineo A (46%).

GRUPO SANGUINEO

0 A
10 10
(45,l51)l ) s (45,5%)

prd

AB
0 2
(0,0%) (9,1%)

Gréfico 25
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2.3 GASTRITIS CRONICA CON_METAPLASIA INTESTINAL

2.3.1. DESCRIPCION POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO
Al estudiar los 47 pacientes con gastritis cronica con metaplasia intestinal 19 (40,4%)
son mujeres y 28 (59,6%) varones. La distribucion de edad de los mismos se

muestra en el gréfico siguiente, y la media es 58,9 (37-85 afios).

4,
3,
2,
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Gréafico 26

2.3.2 TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI IN FECTANTE
De los 47 pacientes con metaplasia intestinal, 34 (72,3%) presentan infeccién por

Helicobacter pylori.

En 25 pacientes (73,5%) se comprueba la presencia del gen cagA en la cepa

infectante. El gen vacA sl es positivo en 26 pacientes (76,5%), el gen s2 en 2
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(5,9%), en 12 pacientes (35,3%) se comprueba positividad para m1 y en 16 (47%)

para m2.

TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER PYLORI

30 425 %6
_ 16
20 / "
10 ‘/ , © / 6
0
NS > 9 @
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éo éo
Grafico 27

12 pacientes (35,3%) tienen la combinacion slml de los genes de VacA, 14
pacientes (41,2%) presentan una cepa de Helicobacter pylori con la combinacion

slm2y 2 pacientes (5,9%) la combinacion s2m2.

COMBINACIONES GEN VacA

s2m2 )2

sim2 // // // // 14
siml / / / 12

0 5 10 15

Grafico 28
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2.3.3 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES
De los 47 pacientes con gastritis cronica con metaplasia intestinal, 4 pacientes
(8,5%) tienen el alelo HLA DQ B1*0501, 1 paciente (2,1%) presenta el HLA DQ

B1*0502 y 6 (12,8%) el HLA DQ B1* 0503.

24 pacientes (51,1%) son positivos para el alelo HLA DQ A1*0102 y 9 pacientes

19,1%) para el alelo HLA DQ A1*0301.
( p

TIPAJE DNA GENOMICO

HLADQ B1*0501 [Z4 4
HLADQ B1*0502 A1

HLA DQ B1*0503 {77716

HLADQ A1*0102 4 24

HLADQ A1*0301 77779

Gréafico 29
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2.3.4 CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL
En 3 ocasiones no se recibid el cuestionario correctamente cumplimentado. Como
en los grupos anteriores, el grupo predominante es el de los no consumidores

habituales de tabaco y alcohol (54, 5% y 50%, respectivamente).

TABACO
Fuma > 20
6
Fuma 10-20 (13,6%)
9
(20,5%) ——=s83233
No Fuma
Fuma <10 24
c (54,5%)
(11,4%)
Grafico 30
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No Bebe
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(38,6%)

Gréfico 31
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9 pacientes (20,5 %) son consumidores de alimentos ricos en sal o de un exceso de

sal refinada.

2.3.5 GRUPO SANGUINEO
Como se muestra en el grafico 32, 25 pacientes (53,2%) tienen el grupo sanguineo

0, 18 (38,3%) el grupo A, 3 (6,4%) el grupo By 1 (2,1%) el grupo AB.

GRUPO SANGUINEO

A
18
(38,3%)
g Y
[
AN
4
0
25 AB i
0 1
(53,2%) (6.4%)

(2,1%)

Gréafico 32
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2.4 DISPLASIA

A continuacion se detallan las caracteristicas de los 2 Unicos pacientes con

displasia:

- Paciente n° 1: Varon de 57 afos, que presenta infeccion por Helicobacter Pylori,
CagA positivo s1m2. El estudio del DNA gendmico muestra positividad para los
alelos HLA B1*0501 y el HLA A1*0102. Es no fumador y no bebedor habitual y no

reconoce un consumo excesivo de sal. Tiene el grupo sanguineo A.

- Paciente n°® 2: Varon de 43 afos, que presenta infeccion por Helicobacter Pylori,
CagA positivo s1ml. El estudio del DNA gendmico no muestra positividad para
ninguno de los alelos estudiados. Fuma de 10 a 20 cigarrillos al dia y no
consume de forma habitual alcohol. No consume excesiva sal. Tiene el grupo

sanguineo universal.

2.5 CUADRO RESUMEN DE CARACTERISTICAS

A continuacion se muestra un cuadro resumen con las caracteristicas de cada uno
de los grupos descritos:

- General: incluye 135 pacientes.

- Gastritis crénica sin atrofia.

- Gastritis crénica atréfica.

- Gastritis crénica con metaplasma intestinal.

- Displasia.
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N° Sexo Edad | HP CagA VacA s1/s2 VacA m1l/m2 Combinaciones
media| PCR
Hom  Muj Si No sl s2 No m1l m2 No slml sim2 s2m2 No
Valora- Valora- Valora-
ble ble ble
General 135 71 64 55,3 | 106 50 56 50 38 18 23 65 18 23 27 38 18
Total 135 106 106 106 106
GC sin
atrofia 64 27 37 |5198( 52 18 34 17 27 8 6 38 8 6 11 27 8
Total 64 52 52 52 52
GC
atrofica 22 14 8 57,5 18 5 13 5 9 4 4 10 4 4 1 9 4
Total 22 18 18 18 18
GC + Ml 47 28 19 58,9 34 25 9 26 2 6 12 16 6 12 14 2 6
Total 47 34 34 34 34
Displasia 2 2 0 50 2 2 0 2 0 0 1 1 0 1 1 0 0
Total 2 2 2 2
General | 100% | 52,6% 47,4% 78,5% [47,2% 52,8% | 47% 358% 17,0% |21,7% 61,3% 17,0% [21,7% 25,5% 35,8% 17,0%
GC sin
atrofia 47,4% | 42,2% 57,8% 81,3% |34,6% 65,4%[32,7% 51,9% 15,4% |11,5% 73,1% 15,4% |11,5% 21,2% 51,9% 15,4%
GC
atrofica | 16,3%|63,6% 36,4% 81,8%]27,8% 72,2%([27,8% 50% 22,2% |22,2% 55,6% 22,2% |22,2% 5,6% 50% 22,2%
GC + MI | 34,8%]59,6% 40,4% 72,3% |73,5% 26,5%|76,5% 59% 17,6% |353% 47% 17,6% [35,3% 41,2% 59% 17,6%
Displasia| 1,5% | 100% 0% 100% | 100% 0% |100% 0% 0% 50% 50% 0% 50% 50% 0% 0%

911
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HLA DQ B1* HLA DQ B1* HLA DQ B1* HLA DQ A1~ HLA DQ A1~ Tipo Sangre
501 502 503 0102 0301

Si Si Si Si Si 0 A B AB
General 26 4 14 68 24 68 56 7 4
Total 135 135 135 135 135 135
GC sin
atrofia 14 3 6 29 8 32 27 2 3
Total 64 64 64 64 64 64
GC atroéfica 7 0 2 14 7 10 10 2 0
Total 22 22 22 22 22 22
GC + Ml 4 1 6 24 9 25 18 3 1
Total 47 47 47 47 47 47
Displasia 1 1 0 0
Total 2 2 2
General 19,3% 3% 10,4% 50,4% 17,8% 50,4% 41,5% 5,2% 3%
GC sin
atrofia 21,9% 4.7% 9,4% 45,3% 12,5% 50% 42.,2% 3,1% 4,7%
GC atroéfica 31,8% 0% 9,1% 63,6% 31,8% 45,5% 45,5% 9,1% 0%
GC + Ml 8,5% 2,1% 12,8% 51,1% 19,1% 53,2% 38,3% 6,4% 2,1%
Displasia 50% 0% 0% 50% 0% 50% 50% 0% 0%
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Tabaco Alcohol Sal
No <10 10-20 >20 No Con- No Espora- Modera- Severo No Con- No Si No Con-
testa dico do testa testa

General 77 15 24 11 8 81 32 12 2 8 104 23 8
Total 127 127 127
GC sin
atrofia 39 5 14 2 4 40 13 6 1 4 52 8 4
Total 60 60 60
GC
atrofica 13 5 0 3 1 17 2 1 1 1 15 6 1
Total 21 21 21
GC + Ml 24 5 9 6 3 22 17 5 0 3 35 9 3
Total 44 44 44
Displasia 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 2 0 0
Total 2 2 2
General [ 60,6% 11,8% 189% 8,7% 63,8% 25,2% 9,4% 1,6% 81,9% 18,1%
GC sin
atrofia 65% 8% 23% 3% 66,7% 21,7% 10,0% 1,7% 86,7% 13,3%
GC
atrofica 61,9% 238% 0,0% 14,3% 81% 10% 5% 5% 71,4%  28,6%
GC+MI [ 545% 11,4% 20,5% 13,6% 50% 39% 11% 0% 79,5%  20,5%
Displasia| 50% 0% 50% 0% 100% 0% 0% 0% 100% 0%
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3 COMPARACION ENTRE PACIENTES CON _GASTRITIS CRONICA CON

METAPLASIA INTESTINAL Y SIN METAPLASIA INTESTINAL

Una vez descritos en detalle los distintos grupos histologicos, nos parecio
interesante tratar de establecer la comparacion en cuanto a distintos factores entre
el grupo de pacientes que presentaban metaplasia intestinal en el estudio histolégico

y aquellos en los que se describia gastritis cronica sin metaplasia.

3.1. INFLUENCIA DEL SEXO, LA EDAD Y EL GRUPO SANGUI NEO

En nuestro estudio no se observan diferencias significativas (0,19) en cuanto al sexo

entre los grupos de pacientes estudiados.

La presencia de metaplasia intestinal es significativamente mas elevada (p=0.04) en

los pacientes mayores de 55 aflos que en los menores de esta edad.

No se observan diferencias significativas en cuanto a la presencia de metaplasia

intestinal en la mucosa gastrica y los distintos grupos sanguineos.

119



Estudio 1

Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
SEXO 0,19
Varones 28 (59,6%) 41 (47,7%) 1,62
(0,79-3,32)
Mujeres 19 (40,4%) 45 (52,3%)
EDAD 0,04
< 55 afios 17 (36,1%) 47 (54,7%)
> 55 afios 30 (63,9%) 39 (45,3%) 2,12
(1,02-4,41)
GRUPO 0,89
SANGUINEO
A 18 (38,3%) 37 (43%)
B 3 (6,4%) 4 (4,9%) 1,54
(0,31-7,63)
AB 1(2,1%) 3 (3,7%) 0,68
(0,07-7,05)
0 25 (53,2%) 42 (48,8%) 1,22
(0,58-2,6)
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3.2. INFLUENCIA DEL HELICOBACTER PYLORI

No se observan diferencias significativas (0,16) en cuanto a la presencia de

Helicobacter Pylori en los dos grupos de pacientes.

Sin embargo, existen importantes diferencias significativas en la presencia de
metaplasia en los pacientes en las distintas cepas de Helicobacter pylori. La
positividad de los genes cagA, VacAsl y VacAml se relaciona con un incremento
del nimero de pacientes con metaplasia, mientras que la presencia de una cepa de
Helicobacter Pylori positiva para los genes VacAs2 y VacAm2 parece producir un

efecto protector sobre la presencia de metaplasia intestinal.

Como consecuencia de los resultados anteriores, se observan también diferencias
significativas al relacionar las distintas combinaciones s1lml, slm2 y s2m2 con la

presencia de metaplasia intestinal.

En el mismo sentido que anteriormente, los pacientes con cepas slml y slm?2
presentan con una mayor frecuencia metaplasia intestinal, mientras que los
pacientes con una cepa s2m2 desarrollan metaplasia intestinal de forma menos

frecuente, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
HELICOBACTER 0,16
PYLORI
Presencia 34 (72,3%) 70 (81,4%) 0,55
(0,24-1,3)
Ausencia 13 (27,7%) 16 (18,6%)
TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER
CagA 0,002
Positivo 25 (53,2%) 23 (26,7%) 3,11
(1,47-6,56)
Negativo 22 (46,8%) 63 (73,3%)
VacAsl <0,001
Positivo 26 (55,3%) 22 (25,6%) 4,7
(2,2-10)
Negativo 21 (44,7%) 64 (74,4%)
VacAs2 <0,001
Positivo 2 (4,2%) 36 (41,9%) 0,06
(0,01-0,27)
Negativo 45 (95,8%) 50 (58,1%)
VacAm1l 0,06
Positivo 12 (25,5%) 10 (11,6%) 2,3
(0,94-5,8)
Negativo 35 (74,5%) 76 (88,4%)
VacAm2 0,02
Positivo 16 (34%) 48 (55,8%) 0,43
(0,2-0,9)
Negativo 31 (66%) 38 (44,2%)
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Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
COMBINACIONES
VacA
VacAs1iml 0,02
Positivo 12 (25,5%) 10 (11,6%) 3
(1,1-7,54)
Negativo 35 (74,5%) 76 (88,4%)
VacAs1lm?2 0,03
Positivo 14 (29,8%) 12 (14 %) 2,6
(1,07-6,22)
Negativo 33 (70,2%) 74 (86%)
VacAs2m?2 <0,001
Positivo 2 (4,3%) 36 (41,9%) 0,06
(0,13-0,26)
Negativo 45 (95,7%) 50 (58,1%)
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3.3 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

Al estudiar los distintos alelos del gen HLA DQ no se observan diferencias
significativas entre la presencia de metaplasia intestinal y los alelos HLA B1*0502,
HLA B1*0503, HLA A1*0102 y HLA A3*0301. Por el contrario, se observa una
diferencia significativa en la frecuencia de metaplasia en el grupo de pacientes con

el alelo HLA B1*0501.

Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
TIPAJE
DNA
HLA B1*0501 0,02
Positivo 4 (8,5%) 21 (24,4%) 0,29
(0,09-0,89)
Negativo 43 (91,5%) 65 (75,6%)
HLA B1*0502 0,64
Positivo 1(2,1%) 3 (3,5%) 0,58
(0,06-5,8)
Negativo 46 (97,9%) 83 (96,5%)
HLA B1*0503 0,54
Positivo 6 (12,7%) 8 (9,3%) 1,4
(0,46-4,33)
Negativo 41 (87,3%) 78 (90,7%)
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Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
HLA A1*0102 0,96
Positivo 24 (51,1%) 43 (50%) 1,02
(0,5-2,07)
Negativo 23 (48,9%) 43 (50%)
HLA A1*0301 0,83
Positivo 9 (19,1%) 15 (17,4%) 1,1
(0,44-2,76)
Negativo 38 (81,9%) 71 (82,6%)
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3.4 CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

No se observan diferencias significativas en cuanto a la presencia de metaplasia
intestinal en la mucosa gastrica y el consumo de tabaco o un exceso de sal. Sin
embargo, existe una asociacion significativa entre la presencia de metaplasia

intestinal y el consumo de alcohol, fundamentalmente en cantidad moderada.

Gastritis Gastritis p O.R.
cronica con cronica sin
metaplasia metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
TABACO 0,47
No fuma 24 (54,5%) 52 (64,2%)
< 10 cigarrillos/dia 5 (11,3%) 10 (12,3%) 1,23
(0,33-3,51)
10-20 cigarrillos/dia 9 (20,5%) 14 (17,3%) 1,42
(0,53-3,66)
> 20 cigarrillos/dia 6 (13,7%) 5 (6,2%) 2,65
(0,72-9,36)
ALCOHOL 0,04
No bebe 22 (50%) 57 (70,4%)
Esporadico 17 (38,6%) 15 (18,5%) 2,94
(1,25-6,88)
Moderado/severo 5 (11,4%) 9 (11,1%) 1,44
(0,43-4,77)
SAL 0,66
Toma 9 (20,5%) 14 (17,3%) 1,16
(0,48-3,1)
No toma 35 (79,5%) 67 (82,7%)
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3.5 ANALISIS MULTIVARIANTE

Se ha realizado ademas un analisis multivariante mediante la construccion de un
modelo de regresion logistica paso a paso, considerando la presencia de metaplasia
intestinal como variable dependiente y la edad, el sexo, el grupo sanguineo, los
distintos genes de Helicobacter pylori, los alelos del gen HLA DQ del huésped, el

consumo de alcohol, tabaco y sal como variables independientes.

El resultado de este analisis multivariante se muestra en la siguiente tabla. Se ha
considerado que las diferencias son estadisticamente significativas cuando p<0,05y
se muestran las odds ratio (OR) con sus intervalos de confianza al 95% (IC 95%) de
los factores de riesgo asociados de forma independiente con la presencia de

metaplasia intestinal.

OR IC 95%
Edad
<55 afos 1
>55 afios 2,88 1,21-6,89
VacA sl
Negativo 1
Positivo 3,06 1,22-7,63
VacA s2
Negativo 1
Positivo 0,09 0,02-0,48
HLA B1 *501
Negativo 1
Positivo 0,15 0,41-0,58
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El analisis de regresion logistica identifica Unicamente a la edad mayor de 55 afos,
la presencia de una cepa de Helicobacter pylori productora de citotoxina
vacuolizante y la ausencia del alelo HLA DQ B1*0501 como factores de riesgos

independiente para la metaplasia intestinal.

Asi, los mayores de 55 afios presentan un riesgo casi tres veces mayor de presentar
metaplasia intestinal que los menores de esta edad. Un riesgo similar presentan los

sujetos infectados por una cepa de Helicobacter pylori con el gen VacAsl.

Por otro lado, la infeccion por cepas la bacteria portadoras del gen VacAs2 y el

hecho de que el huésped presente el alelo HLA DQ B1*0501 aparecen como

factores fuertemente protectores ante la presencia de la metaplasia.
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ESTUDIO 2: ESTUDIO COHORTE DE PROGRESION DE LESIONES
PRENEOPLASICAS GASTRICAS EN UNA POBLACION SELECCION ADA EN UN

PERIODO DE TIEMPO SUPERIOR A 5 ANOS.

1. DESCRIPCION GENERAL

1.1. DESCRIPCION POR GRUPO DE EDAD Y SEXO

Aplicando los criterios de inclusién y exclusion referidos en el apartado de material y
métodos se incluyen en el estudio un total de 56 pacientes dispépticos, de los cuales
37 son varones (66,1%) y 19 mujeres (33,9%), con una media de edad de 52,39 afios

en el momento de inclusién en el estudio (rango 18-65).

) II-
O T T T o1 T T T T
15 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
EDAD (Afios)

Grafico 33
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1.2. ESTUDIO HISTOLOGICO

Los resultados del examen histolégico de la mucosa gastrica realizado a todos los
pacientes en el momento de la inclusion en el afio 1994 quedan recogidos en el

siguiente gréfico. La mayoria de los pacientes tiene gastritis cronica, con o0 sin

atrofia.

12 HISTOLOGIA
Metaplasia Displasia Gastritis
intestinal 0 croénica sin
21 (0,0%) atrofia
(37,5%) 12
(21,4%)
Gastritis
cronica
atrofica
23
(41,1%)

Gréafico 34

Tras un periodo de tiempo medio de 5,7 afos, en el momento del segundo estudio

histoldgico, los pacientes se distribuyen de la manera siguiente:
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En este momento, la mayoria de los pacientes presenta una metaplasia intestinal.

Como también puede observarse, se comprueba la presencia de displasia en 1

paciente.

2a HISTOLOGIA ..

Displasia crénica sin
1 atrofia
0
0,
(18%) 0.0%) 3
T » Gastritis
o \ crénica
L A atréfica
........... 20
(35,7%)
Metaplasia
intestinal
35
(62,5%)
Grafico 35

132



Estudio 2

1.3 TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI INFE CTANTE

Se realiza en todos los pacientes el tipaje de las cepas de Helicobacter pylori
mediante la amplificacion por PCR del DNA extraido de las biopsias géstricas,

verificando la presencia de la bacteria en 40 pacientes (71,4%).

De estos 40 pacientes infectados por Helicobacter pylori, en 22 pacientes (55%) se
comprueba la presencia del gen cagA en la cepa infectante. El gen vacA es positivo
en la forma s1 en 24 pacientes (60%) y en la s2 en 10 (25%). En 12 pacientes (30%)
se comprueba la amplificacion del gen vacA ml y en 22 (55%) del gen vacA m2.

Estos datos se muestran en el grafico 36.

TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER PYLORI
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éO éO

Grafico 36
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Ademas, al estudiar las distintas combinaciones de los genes de VacA, 12 pacientes
(30%) presentan una cepa de Helicobacter pylori con la combinacién s1m1, otros 12

pacientes (30%) con el tipo s1lm2 y 10 (25%) con una cepa del tipo s2mz2, tal como

se observa en el grafico 37.

COMBINACIONES GEN VacA

s2m2 T 10

silm?2 % 12

s /12

0 5 10 15

Gréafico 37
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1.4 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

De los 56 pacientes, 11 pacientes (19,6%) presentan el alelo HLA DQ B1*0501,
ningun paciente el HLA DQ B1*0502 y 8 (14,3%) el HLA DQ B1* 0503. Respecto al
alelo HLA DQ A1*0102 se comprobé su positividad en 33 pacientes (58,9%) y en 15
pacientes (26,8%) para el alelo HLA DQ A1*0301, tal como se muestra en el gréafico

siguiente.

TIPAJE DNA GENOMICO

HLA DQ B1*0501 77 11
HLA DQ B1*0502 |0

HLA DQ B1*0503 {7778

HLA DQ A1*0102 i i 33
HLADQA1*0301 V7777415

0 20 40

Grafico 38
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1.5 CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

No ha sido posible obtener datos en este apartado en 3 pacientes. La mayoria de los

pacientes no son consumidores habituales de estas sustancias (tabaco 59% vy

alcohol 64%).

TABACO
Fuma > 20
Fuma 10 - 20 8
7 (15,1%)
(13,2%)
No Fuma
Fuma<10 31
7 (58,5%)
(13,2%)
Gréfico 39
ALCOHOL
Moderado Severo
Esporéadico 5 1
13 (9,4%) (1,9%)

(24,5%)

+++++++++
Ty

+++++++

No Bebe
34
(64,2%)

Gréafico 40
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En el grupo estudiado, 13 pacientes (24,5%) admiten un consumo habitual de

alimentos ricos en sal o un exceso de sal refinada.

1.6. GRUPO SANGUINEO

28 pacientes (50%) tienen el grupo sanguineo universal, seguido en frecuencia por

el grupo A (39%).

GRUPO SANGUINEO
0 A
28 22
(50,0%) (39,3%)
AB 5
1 5
(1,8%) (8,9%)
Grafico 41

1.7 CUADRO RESUMEN DE CARACTERISTICAS

A continuacidn se muestra un cuadro resumen con las caracteristicas de los 56

pacientes dispépticos cuya evolucién histolégica en el tiempo es objeto de estudio.
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N° Sexo Edad HP 12 Histologia 22 Histologia
media | PCR
Hom Muj Gastritis  Gastritis  Metaplasia  Displasia | Gastritis  Gastritis  Metaplasia  Displasia
cronica cronica intestinal crénica crénica intestinal
sin atrofia  atréfica sin atrofia  atréfica
General 56 37 19 52,39 40 12 23 21 0 0 20 35 1
Total 56 56 56
General | 100% 66,1% 33,9% 71,4% 21,4% 41,1% 37,5% 0,0% 0,0% 35,7% 62,5% 1,8%
CagA VacA sl/s2 VacA m1/m2 Combinaciones HLA HLA HLA |HLADQ | HLADQ
DQ DQ DQ Al* Al*
B1* B1* B1* 0102 0301
501 502 503
Si No sl s2 No ml m2 No Valo- | sim1 s1lm2 s2m2 No Si Si Si Si Si
Valo- rable Valo-
rable rable
General 22 18 24 10 6 12 22 6 12 12 10 6 11 0 8 33 15
Total 40 40 40 40 56 56 56 56 56
General | 55,0% 45,0%| 60% 25,0% 15,0% [30,0% 55,0% 15,0% |30,0% 30,0% 25,0% 15,0% | 19,6%| 0% |14,3%| 58,9% | 26,8%
Tipo Sangre Tabaco Alcohol Sal
A B AB No <10 10-20 >20 No No Espord- Modera- Severo No No Si No
Con- dico do Con- Con-
testa testa testa
General 22 5 1 31 7 7 8 3 34 13 5 1 3 40 13 3
Total 56 53 53 53
General 39,3% 8,9% 2% |[585% 132% 13,2% 15,1% 64,2% 245% 9,4% 1,9% 755% 24,5%

z orpnysg




Estudio 2

2. COMPARACION ENTRE PACIENTES CON PROGRESION HISTOLOGICA Y

PACIENTES SIN PROGRESION HISTOLOGICA DESDE 1994

Como ya se ha comentado previamente, el proceso de carcinogénesis gastrica se
considera un proceso secuencial que se origina a partir de la gastritis crénica, que

progresa a distintos grados de atrofia, metaplasia intestinal y displasia (Correa, 1992).

En cuanto a los 12 sujetos en los que se describié una gastritis crénica no atréfica en
las primeras biopsias, se observa que 8 han desarrollado atrofia durante el tiempo
del estudio y en 4 se confirmoé la presencia de metaplasia intestinal en las segundas

biopsias.

Respecto a los 23 sujetos con gastritis crénica atréfica en la primera histologia, 12
mantuvieron la misma situacion histolégica durante el tiempo del estudio mientras

gue 11 desarrollaron epitelio metaplasico sobre la mucosa gastrica.

En cuanto al grupo inicial de 21 sujetos con metaplasia intestinal tan s6lo en un caso

se confirmé la presencia de displasia en las segundas biopsias.

Tomando como referencia el proceso secuencial descrito que va desde la gastritis
cronica a la displasia, se ha considerado como progresién a cualquier avance
ocurrido en la secuencia histolégica durante el periodo del estudio, desde la primera

a la segunda biopsia.

139



Estudio 2

Como puede observarse en el grafico 42, hay 24 pacientes (42,1%) en los que se
observd progresion histologica en el estudio anatomopatolégico durante el periodo

de seguimiento, tomando como referencia la situacion histolégica definida en 1994.

PROGRESION HISTOLOGICA

GASTRITIS GASTRITIS
CRONICA CRONICA METAPLASIA DISPLASIA
SIN ATROFIA ATROFICA

\

PACIENTES E
QUE PROGRESAN

20

v

22 HISTOLOGIA @ @

«--

Gréafico 42

En nuestro estudio, nos planteamos la utilidad de establecer la posible influencia de
distintos factores sobre la progresion histolégica de las lesiones mucosas gastricas

con el paso del tiempo.
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2.1. INFLUENCIA DEL SEXO, LAEDAD Y EL GRUPO SANGUI NEO

En la siguiente tabla se muestran los resultados de comparar las variables sexo,
edad y grupo sanguineo entre el grupo de sujetos que han presentado progresion
histol6gica durante el periodo de seguimiento y aquellos que mantuvieron la primera

histologia durante el tiempo del estudio.

Al comparar ambos grupos de sujetos en cuanto al sexo, se observa que a pesar de
observarse un mayor riesgo relativo de presentar progresion histolégica en los
pacientes varones (OR=2,9), esta diferencia no alcanza la significacién estadistica

(p=0,07).

Se observa un mayor nimero de pacientes mayores de 55 afios en el grupo que han
presentado una progresion de su situacion histolégica respecto a las primeras
biopsias, pero esta diferencia no alcanza la significacion estadistica (p=0,15). En
este sentido, se calcula un riesgo de presentar progresion histolégica en el tiempo

de aproximadamente 2,4 para los mayores de 55 afos.

En cuanto al estudio de los distintos grupos sanguineos, tampoco se observan

diferencias significativas entre ambos grupos.
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Pacientes con | Pacientes sin p O.R.
progresion progresion (IC 95%)
N (%) N (%)

SEXO 0,07

Varones 19 (79,2%) 18 (56,2%) 2,956
(0,88-9,89)

Mujeres 5 (20,8%) 14 (43,8%)

EDAD 0,15

< 55 afos 6 (25%) 14 (43,8%)

> 55 afios 18 (75%) 18 (56,2%) 2,33
(0,73-7,43)

GRUPO 0,13

SANGUINEO

A 10 (41,7%) 12 (37,5%)

B 4 (16,7%) 1 (3,1%) 4,8
(0,45-50,1)

AB 1 (4,2%) 0 (0%) i

0 9 (37,5%) 19 (59,4%) 0,6
(0,18-1,91)
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2.2. INFLUENCIA DE HELICOBACTER PYLORI

Al comparar las caracteristicas de las cepas infectantes en el grupo de pacientes con
evolucion histolégica y en el grupo sin evolucion desde 1994 no se observan

diferencias estadisticamente significativas.

Es destacable que los mayores riesgos de presentar progresion histologica
corresponden a los pacientes infectados por cepas de Helicobacter pylori con el gen

VacAm2 (O.R. 2) o el gen VacAs1lm2 (O.R. 2,55).

Pacientes con | Pacientes sin p O.R.
progresion progresion (IC 95%)
N (%) N (%)

HELICOBACTER 0,87

PYLORI

Presencia 17 (70,8%) 23 (71,9%) 0.91
(0,29-2,82)

Ausencia 7 (29,2%) 9 (28,1%)

TIPAJE CEPAS

HELICOBACTER

CagA 0,22

Positivo 7 (43,8%) 15 (62,5%) 0,44
(0,12-1,66)

Negativo 9 (56,2%) 9 (37,5%)

VacAsl 0,65

Positivo 9 (56,3%) 15 (62,5%) 0,73
(0,20-2,74)

Negativo 7 (43,7%) 9 (37,5%)

VacAs?2 0,87

Positivo 4 (25%) 6 (25%) 1,13
(0,25-5,12)

Negativo 12 (75%) 18 (75%)
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Pacientes con | Pacientes sin p O.R.
progresion progresion (IC 95%)
N (%) N (%)

TIPAJE CEPAS

HELICOBACTER

VacAm1l 0,24

Positivo 3 (18,7%) 9 (37,5%) 0,4
(0,09-1,86)

Negativo 13 (81,3%) 15 (62,5%)

VacAm2 0,3

Positivo 10 (62,5%) 12 (50%) 2
(0,54-7,45)

Negativo 6 (37,5%) 12 (50%)

COMBINACIONES

VacA

VacAsiml 0,2

Positivo 3 (18,8%) 9 (37,5%) 0,37
(0,08-1,74)

Negativo 13 (81,2%) 15 (62,5%)

VacAs1im?2 0,21

Positivo 6 (37,5%) 6 (25%) 2,55
(0,58-11,28)

Negativo 10 (62,5%) 18 (75%)

VacAs2m?2 0,93

Positivo 4 (25%) 6 (25%) 1,07
(0,23-4,84)

Negativo 12 (75%) 18 (75%)
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2.3. TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

Al estudiar el gen HLA DQ tampoco se observaron diferencias significativas en la
aparicion de los distintos alelos del gen en el grupo de pacientes con y sin evolucion
histol6gica desde 1994. Es destacable que el mayor riesgo de presentar progresion

histol6gica corresponde a los pacientes que presentan el alelo HLA*A1*301. (O.R.

2,6).
Pacientes con | Pacientes sin p O.R.
progresion progresion (IC 95%)
N (%) N (%)

TIPAJE

DNA

HLA B1*0501 0,38

Positivo 6 (25%) 5 (15,6%) 1,8
(0,48-6,79)

Negativo 18 (75%) 27 (84,4%)

HLA B1*0502 -

Positivo 0 (0%) 0 (0%) -

Negativo 24 (100%) 32 (100%) -

HLA B1*0503 0,66

Positivo 4 (16,7%) 4 (12,5%) 1,4
(0,31-6,27)

Negativo 20 (83,3%) 28 (87,5%)

HLA A1*0102 0,31

Positivo 16 (66,7%) 17 (53,1%) 1,76
(0,59-5,28)

Negativo 8 (33,3%) 15 (46,9%)

HLA A1*0301 0,12

Positivo 9 (37,5%) 6 (18,8%) 2,6
(0,77-8,74)

Negativo 15 (62,5%) 26 (81,2%)
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2.4. CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

Se observan diferencias estadisticamente significativas al relacionar el consumo de
tabaco con la evolucion histologica en el tiempo, de hecho, el 40,9% de los
pacientes que presentan progresion admiten fumar mas de 10 cigarrillos al dia,
mientras que en el grupo sin progresion, solo el 19,3% fuma méas de 10 cigarrillos

diarios.

Por otro lado, no se observan diferencias significativas en cuanto al consumo de

alcohol y sal.
Pacientes con | Pacientes sin P O.R.
progresion progresion (IC 95%)
N (%) N (%)

TABACO 0,03

No fuma 13 (59,1%) 18 (58,1%)

< 10 cigarrillos/dia 0 (0%) 7 (22,6%) i

10-20 cigarrillos/dia 3 (13,6%) 4 (12,9%) 1,04
(0,19-5,45)

> 20 cigarrillos/dia 6 (27,3%) 2 (6,4%) 4,15
(0,72-23,9)

ALCOHOL 0,55

No bebe 15 (68,2%) 19 (61,3%)

Esporadico 4 (18,2%) 9 (29%) 0,56
(0,15-2,19)

Moderado 2 (9,1%) 3 (9,7%) 0,84
(0,13-5,72)

Severo 1 (4,5%) 0 (0%) i

SAL 0,3

Toma 7 (31,8%) 6 (19,4%) 1,94
(0,55-6,88)

No toma 15 (68,2%) 25 (80,6%)

146




Estudio 2

2.5 ESTUDIO MULTIVARIANTE

Se ha realizado ademas un analisis multivariante mediante la construccién de un
modelo de regresion logistica paso a paso, considerando la presencia de progresion
histologica en el periodo del estudio como variable dependiente y la edad, el sexo, el
grupo sanguineo, los distintos genes de Helicobacter pylori, los alelos del gen HLA
DQ del huésped, el consumo de alcohol, tabaco y sal como variables

independientes.

Se ha considerado que las diferencias son estadisticamente significativas cuando

p<0,05.

Cuando se realiza el estudio multivariante ninguna variable se asocia de forma

significativa con la progresion o no de la histologia en el periodo de tiempo de

estudio.
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3. COMPARACION ENTRE PACIENTES CON PROGRESION A GAS TRITIS

CRONICA CON METAPLASIA INTESTINAL Y SIN PROGRESION

En nuestro estudio nos parecio interesante el andlisis més detallado de aquellos
sujetos que habian desarrollado metaplasia intestinal durante el periodo del estudio
y en concreto, nos planteamos la utilidad de establecer con qué variables se

relaciona la aparicion del epitelio metaplasico con el paso del tiempo.

Como ha quedado esquematizado en el grafico 43, en el primer estudio histolégico
se describié metaplasia intestinal en la biopsia gastrica de 21 sujetos mientras que
en las segundas biopsias la presencia del epitelio metaplasico se presentd en 35

sujetos.

Como puede observarse la gran mayoria de los sujetos con metaplasia intestinal
permanecieron invariables en su situacion histolégica durante el tiempo de
seguimiento y en tan sélo 1 de ellos se puso de manifiesto la presencia de displasia

en las segundas biopsias.

En cuanto a los nuevos casos de metaplasia intestinal aparecidos en las segundas

biopsias, se identifican 4 sujetos procedentes del grupo con gastritis cronica sin

atrofia y 11 del grupo con gastritis cronica atrofica.
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Como puede observarse dentro del grupo de pacientes que presentan progresion
histol6gica durante el periodo de seguimiento, se observa progresion a metaplasia

intestinal en 15 sujetos (62,5%).
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3.1. INFLUENCIA DEL SEXO, LAEDAD Y EL GRUPO SANGUI NEO

No se observan diferencias estadisticamente significativas respecto al sexo

(p=0,152) y la edad (p=0,539) entre el grupo de pacientes en los que se observa

progresion a metaplasia intestinal y el grupo que no progresa, a pesar de que a la

vista de los resultados, se sugiere una tendencia a la progresion en los mayores de

55 afios (OR=1,67), que no llega a alcanzar significacion estadistica.

No se observan diferencias significativas en la evolucion histolégica a gastritis

cronica con metaplasia intestinal en relacion con los distintos grupos sanguineos.

Progresién a | Sin progresion P O.R.
metaplasia a metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)

SEXO 0,15

Varones 13 (86,7%) 11 (64,7%) 3,54
(0,59-21,24)

Mujeres 2 (13,3%) 6 (35,3%)

EDAD 0,54

< 55 afios 3 (20%) 5 (29,4%)

> 55 afios 12 (80%) 12 (70,6%) 1,67
(0,32-8,59)

GRUPO 0,55

SANGUINEO

A 4 (26,7%) 8 (47,1%)

B 2 (13,3%) 1 (5,9%) 4
(0,27-58,56)

AB 1 (6,7%) 0 (0%) i

0 8 (53,3%) 8 (47,1%) 2
(0,42-9,41)
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3.2. TIPAJE DE LAS CEPAS DE HELICOBACTER PYLORI INF ECTANTE

Al comparar las caracteristicas de las cepas infectantes en el grupo de pacientes con
evolucion a metaplasia intestinal y en el grupo sin evolucién desde 1994, se
observan diferencias estadisticamente significativas al relacionar la evolucién a
metaplasia intestinal con el gen VacA sl y s2, asi como para las combinaciones

slm2y s2m?2.

No se observan diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de los
genes al relacionarlos con la progresion a metaplasia intestinal, a pesar de que a la
vista de los resultados, se sugiere tendencia a la progresion en los pacientes con

presencia del gen CagA (OR=3,6), que no llega a alcanzar significacion estadistica.

Progresién a | Sin progresiéon p O.R.
metaplasia a metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
HELICOBACTER 0,86
PYLORI
Presencia 11 (73,3%) 12 (70,6%) 1,15
(0,24-5,39)
Ausencia 4 (26,7%) 5 (29,4%)
TIPAJE CEPAS
HELICOBACTER
CagA 0,15
Positivo 6 (54,5%) 3 (25%) 3,6
(0,62-21,03)
Negativo 5 (45,5%) 9 (75%)
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Progresiéon a Sin progresién p O.R.
met intestinal | a met. intestinal (IC 95%)
VacAsl 0,01
Positivo 8 (72,7%) 2 (16,7%) 13,33
(1,77-100,14)
Negativo 3 (27,3%) 10 (83,3%)
VacAs2 0,01
Positivo 1 (9,1%) 7 (58,3%) 0,07
(0,07-0,75)
Negativo 10 (90,9%) 5 (41,7%)
VacAm1l 0,54
Positivo 3 (27,3%) 2 (16,7%) 1,87
(0,25-14,08)
Negativo 8 (72,7%) 10 (83,3%)
VacAm2 0,55
Positivo 6 (54,5%) 8 (66,7%) 0,6
(0,11-3,24)
Negativo 5 (45,5%) 4 (33,3%)
COMBINACIONES
VacA
VacAsiml 0,61
Positivo 3 (27,3%) 2 (16,7%) 1,68
(0,22-12,81)
Negativo 8 (72,7%) 10 (83,3%)
VacAs1im?2 0,01
Positivo 5 (45,5%) 0 (0%)
Negativo 6 (54,5%) 12 (100%) i
VacAs2m?2 0,01
Positivo 1(9,1%) 8 (66,7%) 0,06
(0,05-0,63)
Negativo 10 (90,9%) 4 (33,3%)
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3.3 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

Al estudiar el gen HLA DQ no se observaron diferencias significativas en la aparicion
de los distintos alelos del gen en el grupo de pacientes con y sin evolucién a

metaplasia intestinal desde 1994.

La presencia del alelo HLA B1*503 parece tener una asociacion con la progresion a
metaplasia intestinal en el grupo de pacientes con gastritis cronica, mientras que la

presencia del alelo HLA B1*501 parece tener un caracter protector frente a la

progresion.
Progresién a | Sin progresion p O.R.
metaplasia a metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
TIPAJE
DNA
HLA B1*0501 0,27
Positivo 2 (13,3%) 5 (29,4%) 0,37
(0,06-2,27)
Negativo 13 (86,7%) 12 (70,6%)
HLA B1*0502 -
Positivo 0 (0%) 0 (0%) -
Negativo 15 (100%) 17 (100%) -
HLA B1*0503 0,23
Positivo 3 (20%) 1 (5,9%) 4
(0,37-43,38)
Negativo 12 (80%) 16 (94,1%)
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Progresién a | Sin progresiéon p O.R.
metaplasia a metaplasia (IC 95%)
intestinal intestinal
N (%) N (%)
HLA A1*0102 0,65
Positivo 10 (66,7%) 10 (58,8%) 1,4
(0,33-5,93)
Negativo 5 (33,3%) 7 (41,2%)
HLA A1*0301 0,6
Positivo 4 (26,7%) 6 (35,3%) 0,67
(0,15-3,04)
Negativo 11 (73,3%) 11 (64,7%)

3.4 CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

No se observan diferencias estadisticamente significativas al relacionar el consumo
de tabaco, alcohol y sal con la progresion a gastritis cronica con metaplasia

intestinal.

Sin embargo, es destacable que el 50% de los pacientes que presentan progresion

admiten fumar mas de 10 cigarrillos al dia, mientras que en el grupo sin progresion,

sé6lo el 12,5% fuma mas de 10 cigarrillos diarios.

Ademas, el 42,9% de los pacientes que presentan progresion admiten beber alcohol,

frente al 12,8% de los pacientes que no progresan.

En 2 pacientes no ha sido posible la recogida de datos sobre este apartado.
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Pacientes con | Pacientes sin p O.R.
progresion a progresion a (IC 95%)
met. intestinal | met. intestinal
N° (%) N° (%)
TABACO 0,09
No fuma 7 (50%) 13 (81,3%)
< 10 cigarrillos/dia 0 (0%) 1 (6,2%) i
10-20 cigarrillos/dia 3 (21,4%) 0 (0%) i
> 20 cigarrillos/dia 4 (28,6%) 2 (12,5%) 3,7
(0,54-25,6)
ALCOHOL 0,16
No bebe 8 (57,1%) 14 (87,4%)
Esporadico 4 (28,6%) 1 (6,3%) 7
(0,66-73,92)
Moderado 2 (14,3%) 1 (6,3%) 3,5
(0,27-44,95)
Severo 0 (0%) 0 (0%) i
SAL 0,52
Toma 5 (35,7%) 4 (25%) 1,67
(0,35-8,04)
No toma 9 (64,3%) 12 (75%)
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3.5 ANALISIS MULTIVARIANTE

Como en el estudio de progresion histolégica en genera, se ha realizado ademas un
analisis multivariante mediante la construccién de un modelo de regresion logistica
paso a paso, considerando la presencia de progresion histoldgica en este caso hacia
metaplasia intestinal en el periodo del estudio como variable dependiente y la edad,
el sexo, el grupo sanguineo, los distintos genes de Helicobacter pylori, los alelos del
gen HLA DQ del huésped, el consumo de alcohol, tabaco y sal como variables

independientes.

Se ha considerado que las diferencias son estadisticamente significativas cuando

p<0,05.

Cuando se analizan conjuntamente las variables que dan resultados significativos en

el andlisis univariante, Unicamente permanece significativa la variable s2m2 con el

siguiente OR e IC: 0,09 (0,001-0,87)
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1. MECANISMO DE CARCINOGENESIS SOBRE LA GASTRITIS

La mayoria de los polipos gastricos, los adenocarcinomas, los tumores carcinoides,
y los linfomas de células B se generan sobre mucosa gastrica dafilada por gastritis
cronica de larga evolucion. Aunque existe una gran variedad de condiciones que
pueden originar la inflamacién de la mucosa, la mayoria de las gastritis cronicas
diagnosticadas en las biopsias gastricas permiten detectar a Helicobacter pylori o
alguna caracteristica histopatolégica que apoye firmemente la presencia de infeccion
por la bacteria. Por lo tanto, se considera que la forma mas comun de gastritis

cronica es la causada por la infeccion por Helicobacter pylori.

Existen cuatro categorias de neoplasias que pueden aparecer en el estdmago:
epitelial, linfoide, neuroendocrino, y estromal. Dentro del proceso de carcinogénesis
gastrica todavia hoy no se conocen bien ni el estimulo inicial que desencadena el

proceso ni los mecanismos oncogénicos que forman parte de él.

Si bien una pequefia parte de los tumores epiteliales, en particular aquellos de
células en anillo de sello, pueden aparecer de novo, sin evidencia de lesiones
preneoplasicas previas, se postula que la mayoria de las neoplasias aparecen
siguiendo una secuencia que se inicia con la inflamacion de la mucosa y la
destruccién de las glandulas gastricas (atrofia), su sustitucién por un epitelio de tipo

intestinal (metaplasia intestinal), y la progresion posterior a displasia.

El término histopatologico de displasia describe la manifestacion mas temprana de

una neoplasia no invasiva. Aunque existen otros factores, sélo comprendidos

parcialmente, que participan en la génesis de los adenocarcinomas gastricos como
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son las alteraciones moleculares inducidas en los procesos inflamatorios, se
considera que Helicobacter pylori es el principal agente causal de la gastritis cronica
que es la condicion mas importante asociada al desarrollo del adenocarcinoma

gastrico.

Una de las manifestaciones de la respuesta inmune local desencadenada por
Helicobacter pylori es la formacion de agregados linfoides en la mucosa gastrica
infectada. A partir de estos foliculos linfoides, pueden crecer poblaciones
monoclonales, que eventualmente, a través de mutaciones y traslocaciones pueden

crecer independientemente como linfomas B de bajo grado.

Por tanto, se considera que la gastritis cronica inducida por Helicobacter pylori es el
anico factor de riesgo conocido para el desarrollo de los linfomas MALT en el
estbmago. A diferencia de los adenocarcinomas que tienden a producirse sobre el
epitelio metaplasico del estbmago, el fenotipo de la gastritis sobre la que se generan

los linfomas MALT todavia no ha sido definido.

En una porcion de pacientes con gastritis cronica, la destruccion de las glandulas
oxinticas es tan grave que la mucosa productora de acido del cuerpo gastrico se
atrofia, y se produce hipoclorhidria en distintos grados. En ausencia de acido, las
células endocrinas productoras de gastrina (células G) localizadas en la mucosa
antral incrementan su produccion, lo que determina un efecto tréfico sobre las

células endocrinas del cuerpo gastrico, que pueden dar lugar a tumores carcinoides.
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En cuanto a los tumores del estroma, no se conoce ninguna posible asociacion entre

la gastritis u otro proceso patoldgico gastrico.

A la vista de la breve discusion previa, parece claro que la inflamacion prolongada
en el tiempo es la condicion necesaria para que las neoplasias gastricas puedan
generarse. Sin embargo, también parece evidente a la vista del gran numero de
sujetos afectos de gastritis cronica que nunca desarrollaran una neoplasia gastrica a
lo largo de su vida, que se precisa de la actuacion de uno o varios factores sobre el
epitelio gastrico inflamado para precipitar el proceso de carcinogénesis, es decir al
desarrollo de un linfoma MALT, a la progresion desde metaplasia a displasia y

carcinoma, o a la aparicion de un tumor carcinoide.
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ESTUDIO 1: ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS LESIONES HIST OPATOLOGICAS
DE LA MUCOSA GASTRICA EN RELACION CON DETERMINADOS FACTORES

AMBIENTALES EN UNA POBLACION AFECTA DE DISPEPSIA FU NCIONAL.

Este estudio se disefid con el fin de realizar una descripciébn de las lesiones
histopatoldgicas de la mucosa del estbmago en relacion con distintos factores
ambientales y otros propios del huésped que se ha considerado pueden tener

alguna influencia en el proceso de carcinogénesis gastrica.

Si bien en un primer momento se planteé la realizacién de este analisis sobre una
poblacion control, la dificil aceptacion de los participantes asintomaticos a la
realizaciéon de una endoscopia nos llevd a replantear el estudio descriptivo sobre la

mucosa gastrica en una poblacién dispéptica.

En general, se considera que la prevalencia de la dispepsia en la poblacién general
oscila entre el 25% y el 45% (Penston JG, 1996), considerandose en dos terceras
partes de los casos como dispepsia funcional. Se ha observado que los estudios
histol6gicos practicados en muestras gastricas procedentes de pacientes con este
trastorno no permiten correlacionar el grado de inflamacién con el tipo ni la gravedad

de las manifestaciones clinicas (Schubert T, 1992).

Por tanto, y como ha quedado establecido en el disefio de nuestro estudio 1, la

totalidad de los pacientes incluidos en nuestro estudio estaban afectos de dispepsia

funcional. Se han incluido 135 pacientes durante un periodo de dos afos
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consecutivos procedentes de la consulta de Aparato Digestivo de un centro de

especialidades de nuestra area geografica.

Al tratarse de pacientes dispépticos y no aplicar muestreo para la inclusion de los
pacientes en el estudio, nuestros resultados solo tienen validez interna, no pudiendo

extrapolar los resultados obtenidos a la poblacién general.

En nuestro estudio, aproximadamente la mitad de los pacientes eran varones
(52,6%) y la otra mitad mujeres (47,4%) siendo la media de edad de los pacientes de

55,3 afos (22-89).

En el estudio anatomopatologico de la mucosa gastrica de estos pacientes la forma
histolégica mas frecuente era la gastritis cronica sin metaplasia intestinal (64%) y
basicamente la forma no atréfica (48%). Se confirmd la presencia de gastritis cronica
con metaplasia intestinal en un 35% de los pacientes, con una mayor presentacion
del epitelio metaplasico a nivel antral (89%) y fundamentalmente en la forma de

metaplasia intestinal incompleta (62%).

Al estudiar los distintos subgrupos histolégicos encontramos un ligero predominio
masculino en el grupo de sujetos con metaplasia intestinal (60%) y gastritis cronica
atréfica (68,2%) frente a un mayor porcentaje de mujeres (57,8%) entre los
pacientes con gastritis crénica sin atrofia. Desconocemos si las hormonas sexuales
pueden jugar algun papel en esta aparente diferencia de distribucion histoldgica.

Tampoco hemos encontrado datos en la literatura que nos aporten datos sobre si
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existen posibles diferencias de presentacion histolégica en la mucosa gastrica en

dependencia del sexo.

En nuestro grupo se observo que la media de edad en nuestra serie va aumentando
progresivamente desde el grupo de pacientes con gastritis cronica sin atrofia (51,9
afnos), al de gastritis cronica atréfica (57,5 afios) y finalmente al grupo de pacientes
con gastritis cronica y metaplasia intestinal (58,9 afos). Este aumento en la edad de
los pacientes con metaplasia concuerda con lo publicado en la literatura, ya que en
general, se considera que la edad avanzada es uno de los factores asociados al

desarrollo de metaplasia intestinal (Russo A, 2001).

A pesar de que a priori no se plante6 como un dato fundamental en nuestro estudio,
también nos pareci6 interesante la tipificacion de los distintos grupos sanguineos en

los pacientes incluidos.

Se sabe que en el cancer gastrico se dan alteraciones del genotipo de las células
tumorales por lo que inicialmente se puede advertir una reduccion o una pérdida
total de los antigenos de los grupos sanguineos A y B (Masamune H. 1958). Por otra
parte, si bien algunos estudios previos habian observado un aumento de la
frecuencia del grupo sanguineo O en pacientes infectados por Helicobacter pylori

(Boren T, 1993), otros estudios no han apoyado esta hecho (Niv Y, 1996).

La mayoria de los pacientes de nuestro estudio poseen el grupo sanguineo O

(50,4%) y A (41,4%), lo cual se mantiene con ligeras variaciones en el estudio por

grupos histologicos, con independencia del status Helicobacter pylori.
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2.1 INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI: EL ESPECTRO DE LESIONES

Tras décadas de intensa investigacion sobre la patogenia, epidemiologia, clinica,
diagnoéstico y tratamiento de la infeccion por Helicobacter pylori, como ya se ha
comentado en parrafos anteriores, actualmente esta bacteria se considera el

principal agente causal de la gastritis cronica en humanos.

Distintos estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacion positiva ente la
infeccion por Helicobacter pylori, la atrofia progresiva de la mucosa gastrica y la
aparicion del cancer gastrico, por lo que se ha implicado a la bacteria como cofactor
en la secuencia de acontecimientos que en algunos sujetos desemboca en algunas

formas de cancer gastrico (Correa P, 1992. Sipponen P, 1994).

Existen trabajos que indican que el desarrollo de las lesiones epiteliales
preneoplésicas (displasia) puede prevenirse de forma efectiva a través de la

erradicacion de Helicobacter pylori (Uemura N, 1997 y 2001).

Sin embargo, se sabe que aunque todos los pacientes infectados por Helicobacter
pylori desarrollan una gastritis cronica, tan sélo una parte de ellos se veran
afectados por un carcinoma gastrico. Probablemente, esto se deba a la modulacion
del proceso inflamatorio por una serie de factores ambientales o dependientes de la
virulencia de la bacteria, asi como del desarrollo de diferentes respuestas

inflamatorias dependientes del huésped.

En un intento por encontrar una explicacién para el hecho de que sélo una pequefia

parte de los individuos con gastritis producida por Helicobacter pylori desarrollan
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cancer gastrico, se ha postulado incluso la participacion directa de otras bacterias en

la induccion de inflamacidén en estdmagos con hipoclorhidria.

Si bien en modelos animales se ha podido comprobar que la respuesta inflamatoria
qgue aparece es indistinguible de la inducida por Helicobacter pylori, se desconoce si

en humanos existen otras bacterias implicadas en la secuencia gastritis-cancer

(Zavros, 2002).

En lineas generales se admite que la prevalencia de infeccién por Helicobacter pylori
en la poblacion mundial se sitia en el 60%. La prevalencia de Helicobacter pylori en

Aragoén se ha estimado en un 67,4% para pacientes controles (Santolaria S, 2001).

Aungque algunos estudios admiten una prevalencia superior de infeccion por
Helicobacter pylori en pacientes con dispepsia funcional, los datos referidos en la
literatura distan de ser unanimes. Asi, mientras Boixeda (Boixeda D, 1997) y Amstrong
(Amstrong D, 1996) encuentran un predominio de infeccién por Helicobacter pylori en
los sujetos dispépticos, otros estudios no han demostrado ninguna relacion entre la

infeccion por Helicobacter pylori y la presencia de dispepsia (Collet JA, 1999).

En nuestro estudio, en el estudio histolégico de las muestras se comprobd la
presencia de Helicobacter pylori en 103 pacientes (76,9%) lo que supone un

porcentaje similar a los datos encontrados en la literatura.

Como se puede observar en los resultados, en nuestro estudio se ha comprobado la
presencia de Helicobacter pylori por PCR en 106 pacientes (78,5%), por tanto tres

mas que en el estudio anatomopatoldgico. Esta discrepancia en el niamero de
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sujetos infectados diagnosticados por PCR se podria explicar por una toma de
antibioticos no reconocida por los sujetos el mes previo a la endoscopia o0 por una

toma de biopsias de zonas afectadas por atrofia severa (Sipponen P, 1992. Hu PJ, 1994).

Por otra parte, hay que tener en cuenta que dada la elevada sensibilidad de la
técnica de la PCR se pueden detectar también formas no viables de la bacteria, y
gue es posible la existencia de algun falso positivo por contaminacion de las

muestras negativas con DNA amplificado.

En el grupo con gastritis crénica sin atrofia se comprobd la presencia de
Helicobacter pylori en 81,2% (52/64) y en el de gastritis crénica atréfica en 81,8%
(18/22) mientras que esta cifra es inferior (72,3%) en el grupo de pacientes con

metaplasia intestinal (34/47).

En el presente estudio, los genotipos vacA y el gen cagA fueron detectados
directamente a partir de biopsias gastricas por PCR, utilizando primers especificos
para las distintas variantes de Helicobacter pylori (van Doorn LJ, 1998* y 1998*). Se
estima que este método permite obtener globalmente resultados satisfactorios en

mas del 90% de los casos con biopsias positivas para Helicobacter pylori (Rudi J,

1999).

2.1.1 GEN CAGA

Se ha observado que la isla cag es altamente inmundgena e induce una intensa
respuesta humoral en el huésped, tanto a nivel sistémico como local (Hirschl AM, 1988).
La expresion de la citotoxina CagA se ha asociado con un incremento de la

expresion del factor nuclear kappa B y de la concentracion de interleukina 8 que
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desempeiia un papel fundamental en los fenbmenos inflamatorios asociados a la
infeccion por H. pylori ya que posee una importante actividad quimiotactica para los

neutrofilos y para los linfocitos T (Yamaoka Y, 1997).

Estudios recientes han indicado que la produccion de IL-8 no depende del gen cagA,
aunque si de varios segmentos codificantes de proteina del islote de patogenicidad
cag que exportan un factor desconocido que estimula la liberacién de citokinas, en el
que, ademas, existen secuencias que probablemente estan involucradas en
procesos de transposicion que justifican la elevada variabilidad en el genoma de

Helicobacter pylori (Maeda S, 1999).

Esto hace que la expresion de CagA pueda considerarse tan solo un marcador
genético de patogenicidad de un grupo de genes cuyos efectos bioldgicos se basan
en la induccién de inflamacion al exportar uno o varios factores que estimulan la

liberacion de citocinas.

Se ha visto que las cepas cagA+, la mayoria de las cuales son capaces de producir
la proteina cagA, retienen todos los otros genes de la isla mientras que las cepas

cagA- pierden completamente esta isla.

Esto implica que la presencia del gen cagA puede ser usado, con algunas
salvedades, como un marcador de virulencia asociado a la isla de patogenicidad cag
y se ha postulado también que la presencia de un islote de patogenicidad intacto
parece ser una condicion necesaria para el desarrollo de Ulcera péptica y cancer

gastrico.
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Se considera que en los paises occidentales, virtualmente todos los pacientes con
ulcera péptica y entre el 60 y el 70% de los pacientes con dispepsia funcional estan

colonizados por cepas de Helicobacter pylori cagA+ (Weel JFL, 1996).

En nuestro estudio, esta cifra es algo inferior y en la muestra general se ha
comprobado la existencia del gen cagA en 50 pacientes, es decir, en el 47,2% de los
sujetos estudiados. Esta cifra aumenté en el grupo de pacientes con metaplasia
intestinal, que presentaban positividad para cagA en casi una tercera parte de los

casos (25/50).

Esto apoyaria el hecho de que la infeccion por las cepas mas virulentas de
Helicobacter pylori se asocia a un mayor dafio sobre la mucosa gastrica. Por lo que
parece logico postular que la presencia de metaplasia intestinal se describiria en
aguellas infecciones por Helicobacter pylori en las que se induce un mayor
componente inflamatorio o en aquellos sujetos que son mas susceptibles a la

bacteria.

2.1.2 GEN VACA

En los paises occidentales, un 50-60% de las cepas de Helicobacter pylori producen
la citotoxina vacuolizante (VacA) que induce la vacuolizacidon citopldsmica de las
células eucariotas (Cover TL, 1990). Ademas, la produccién de VacA se ha asociado

con el desarrollo de gastritis atréfica (Fox JG, 1992).
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En un estudio efectuado en biopsias gastricas humanas, se ha demostrado que los
fendbmenos inflamatorios irian ligados a la region s del gen, mientras que la
intensidad de la lesidén epitelial dependeria de la regidn m. (Atherton JC, 1997). En
general, se considera que todas las cepas sl (sla y slb) son potencialmente

ulcerogénicas (Atherton JC, 1997).

Se ha observado que el subtipo sla predomina en el nordeste de Europa mientras
gue el slb es mas frecuente en Espafa y Portugal. El subtipo sla es la forma
predominante en el norte de Europa, mientras que las cepas slay slb coexisten en
el sur de Europa y América, y las cepas slc son la forma de Helicobacter pylori mas

frecuente en Asia Oriental.

Por otra parte, las cepas m1l y m2 tienen una presencia uniforme, excepto en la
peninsula ibérica y en América del sur y del centro donde la forma m2 es algo mas

prevalente (Van Doorn LJ, 1999).

Como ya habian demostrado previamente varios autores, los resultados de nuestro
estudio indican que las cepas de Helicobacter pylori con el genotipo vacA sl
(49,53%) son predominantes en la poblacién general, y en los pacientes dispépticos

en particular (Rudi J, 1999. van Doorn LJ*, 1998. Strobel S, 1998).

El porcentaje de cepas s1 aumentd de forma significativa en el grupo de pacientes
con metaplasia intestinal (85,3%) respecto al resto de los otros grupos; gastritis
cronica sin atrofia (32,7%) y atrofica (27,8%). De nuevo, este dato apoyaria el hecho
de que la aparicion del epitelio metaplasico se asocia a la infeccion por las cepas de

Helicobacter pylori que inducen una mayor respuesta inflamatoria.
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En nuestra poblacion existia un bajo porcentaje de infeccion por cepas s2 (5,9%) en
el grupo de pacientes con metaplasia intestinal, lo que concordaria con lo

comentado anteriormente.

Si bien algunos estudios también han relacionado a las cepas m2 con la produccion
de cancer gastrico (Paggiaccia C, 1998), a la vista de nuestros resultados no parece que
este alelo de la bacteria tenga un papel inductor en la presencia de epitelio
metaplasico sino mas bien secundario, ya que el grupo de pacientes con metaplasia
intestinal era el que presentaba una frecuencia menor (50%) de este genotipo

respecto al resto de los grupos.

Respecto al gen vacA, llama la atencién en nuestro estudio el haber obtenido un
resultado no valorable en un porcentaje no despreciable del total de la muestra
(13,08%). Este hecho no resulta inusual en otros estudios, e incluso, en la literatura
(Rudi J, 1999) se postula que los casos en los que no se detectan los genotipos vacA
podria ser debido a la pequefia cantidad de tejido gastrico en la biopsia 0 a una baja

densidad de Helicobacter pylori en la mucosa gastrica de las biopsias.

También hay cabe destacar que en cuatro pacientes de nuestra muestra, el
resultado del genotipado para VacA sugirid la presencia de dos o mas cepas de
Helicobacter pylori (vacA sl1+ y vacA s2+). Si bien a primera vista este resultado
podria tomarse como un error de laboratorio, por los datos de la literatura se sabe
gue en mas de un 10% de los pacientes infectados por Helicobacter en Europa

occidental, la infeccion se debe a multiples cepas de la bacteria (van Doorn LJ, 1998 y

1998%).
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2.1.3 COMBINACIONES DE GENES VACA

Respecto a las distintas combinaciones del gen vacA no existen datos uniformes en
la literatura. En algunos estudios, la combinacién s1/m2 es mas frecuente que las
combinaciones s1/m2 o s2/m2 (Rudi J, 1999) mientras que en algunos estudios

norteamericanos, los genotipos s1/ml y s2/m2 eran las mas frecuentes (Atherton JC,

1995).

Se ha demostrado que las cepas tipo s1/ml y s1/m2 producen los niveles altos y

moderados de toxina vacuolizante, mientras que las cepas s2/m2 no la producen

(Atherton JC, 1995).

En nuestra muestra, al estudiar las combinaciones de los distintos genes de vacA se
observo que la combinacion mas frecuente era la del tipo s2m2 (35,8%). Llamaba la
atencion el marcado descenso de esta combinacion en el grupo de sujetos con
metaplasia intestinal (5,9%) respecto al grupo de sujetos con gastritis crénica de
forma aislada, en los que esta combinaciéon se presentaba en aproximadamente la

mitad de ellos (gastritis cronica sin atrofia: 51,9% y gastritis atrofica: 50%).

Como puede observarse en el grupo de sujetos con metaplasia intestinal, las
combinaciones mas frecuentes eran la s1lm2 (41,2%) y slml (35,3%) en las que se
producen los niveles mas altos de toxina vacuolizante, y por tanto los mayores

fenémenos inflamatorios.
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2.2 FORMAS DE GASTRITIS CRONICA E INFLUENCIA DE OTR OS FACTORES

Por razones que todavia hoy no comprendemos totalmente, la infeccidon cronica por
Helicobacter pylori produce distintas lesiones en sujetos diferentes. El hecho de que
determinados factores del huésped o ambientales, tales como la dieta o el estilo de
vida sean los principales determinantes que dirigen el proceso que desemboca en

un determinado tipo de lesion histolégica sigue siendo especulativo.

La infeccion cronica por Helicobacter pylori parece seguir dos caminos distintos. Por
una parte un segmento de la poblacion desarrolla una gastritis antral difusa y por

otra, una gastritis atréfica multifocal.

La gastritis antral difusa es una forma de gastritis cronica superficial que afecta al
antro y suele respetar la mucosa oxintica lo que determina una mayor secrecion de
acido que en la forma multifocal. La gastritis cronica difusa no predispone al
desarrollo de metaplasia intestinal, displasia y cancer gastrico, sino que incluso
estos pacientes podrian estar protegidos de esta neoplasia (Uemura, 2001). La lesion
sintomatica asociada mas frecuentemente a la gastritis difusa antral es la Ulcera

duodenal, que ocurre en menos del 20% de los pacientes.

La metaplasia intestinal se desarrolla en la mucosa atréfica asociada con la gastritis
atréfica multifocal y se postula que este es el sustrato en el que la displasia y
finalmente el carcinoma se desarrollan. La gastritis atréfica multifocal comienza
como una pangastritis crénica superficial de distribucién parcheada, y que en la
mayoria de los casos afecta a la curvatura menor. Con el tiempo, la gastritis cronica

superficial se convierte en atréfica, con la sustitucién de las glandulas normales por
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otras metaplasicas. Las Ulceras gastricas benignas, no asociadas a AINEs, también

se desarrollan sobre el sustrato de la gastritis atréfica multifocal.

Algunos autores (Rubin CE, 1997) postulan incluso que pueden encontrarse dos
subgrupos de sujetos dentro de la poblacion afecta de gastritis cronica. El grupo mas
numeroso es el de los individuos con pangastritis no ulcerosa y en ellos la mucosa
presenta atrofia parcheada en el cuerpo y el antro, y muy poca metaplasia intestinal.
Estas personas no desarrollan Ulceras gastricas, displasia o cancer y permanecen
asintomaticas. En contraste, un numero mucho menor desarrollan mucho mas
rapidamente atrofia y metaplasia intestinal y continlan desarrollando Ulceras

gastricas y cancer gastrico.

Se ha postulado que tanto los factores ambientales como algunos propios del
huésped pueden dirigir a la gastritis atrofica mutifocal hacia un curso asintomatico o
hacia uno mas agresivo, donde el sujeto desarrolla ulceras gastricas benignas o

displasia y cancer.

Ejemplos de factores ambientales son la dieta (especialmente el contenido en sal),
las condiciones socioecondmicas, los estilos de vida tales como el alcohol y el

tabaco, y factores asociados a la cepa infectante de Helicobacter pylori.

Distintos factores intrinsecos del huésped tales como los polimorfismos en el gen de

la IL-1 (El-Omar, 2001) Yy el reflujo biliar a través del piloro pueden jugar también un

papel a la hora de determinar el curso clinico de la gastritis atréfica.
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2.2.1 INFLUENCIA DE DETERMINADOS FACTORES AMBIENTAL ES Y DE

ESTILO DE VIDA: CONSUMO DE ALCOHOL, TABACO Y SAL

Existen algunos estudios en la literatura (Kneller RW, 1992. Block G, H 1990. Fontham E,
1995) que postulan que el consumo de sal, bebidas alcohdlicas y de tabaco suponen

un factor de riesgo aumentado para el desarrollo de gastritis atréfica.

Sin embargo, otros estudios no han demostrado que los factores dietéticos y de
estilo de vida contribuyan a un aumento estadisticamente significativo en el riesgo

de gastritis atréfica (Ozasa K, 1999. Parsonnet J, 1992).

De cualquier forma, en varios estudios realizados uno de los hechos constatados
con una mayor frecuencia es el elevado consumo de sal en las personas con cancer
gastrico (Chen VW, 1990). Un dato que también podria avalar esta afirmacion es el
descenso paralelo de las tasas de mortalidad por cancer gastrico y por accidentes
cerebro-vasculares, en relacion con una disminucion en el consumo de sal de estos

pacientes (Joossens JV, 1981. Sonnenberg A, 1988).

En nuestro estudio, la mayoria de los sujetos se calificaron como no consumidores
habituales de alcohol y tabaco (63,8% y 57.8%, respectivamente). La mayoria

también consider6 que su ingesta de sal no era excesiva (81,9%).

En cuanto a la distribucion por grupos histoldgicos, se observé que en el grupo de
sujetos con metaplasia intestinal se encontraban las mayores frecuencias globales
de fumadores (45,5%) y consumidores de alcohol de forma habitual (50%). Respecto

a la sal, los mayores consumidores se hallaban en el grupo de sujetos con gastritis
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atrofica con o sin metaplasia intestinal (28,6% y 20,5%, respectivamente). Esto nos
permitiria argumentar que atrofia de la mucosa gastrica y la posterior aparicion del
epitelio metaplasico podria verse influidas por aquellas situaciones ambientales

menos “saludables” para el individuo.

2.2.2 TIPAJE DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

Ademas de la infeccién por Helicobacter pylori y de la posible influencia de otros
factores ambientales, se sabe que una historia familiar positiva para cancer gastrico

supone otro factor de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad (Rokkas T, 1995).

En este sentido se ha observado que los familiares de pacientes con cancer gastrico
tienen un grado significativamente mayor de gastritis crénica, con una mayor

actividad inflamatoria a nivel del cuerpo gastrico, asi como de metaplasia intestinal

(Meining A, 1999).

Todos estos datos sugieren que algunos factores inmunogenéticos pueden
determinar una cierta susceptibilidad o resistencia a la enfermedad causada por

Helicobacter pylori en el huésped.

Segun un estudio realizado por Azuma et al, el alelo DQA1*0102 podria contribuir a
una resistencia frente a la atrofia gastrica asociada a Helicobacter pylori y la
presencia del alelo *0301 podria suponer un factor de susceptibilidad genética en el
huésped para el desarrollo de gastritis atrofica secundaria a la infeccion por

Helicobacter pylori.
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Como puede observase nuestros datos no concuerdan totalmente con lo publicado
por Azuma, ya que las mayores frecuencias para los alelos HLA DQ A1*0102 y
*0301 se han calculado en ambos casos para el grupo de sujetos con gastritis

cronica atrofica.

Por otra parte, Yoshitake et al realizaron en Japon un estudio en el que se valoré la
asociacion de distintos genes del HLA de clase Il con la infeccion por Helicobacter
pylori. Las frecuencias para los alelos *01021, *01022 y *0301 del gen HLA DQAL1l
obtenidas en este estudio en los pacientes controles no infectados por Helicobacter
pylori eran del 41,1%, 2,9% y 17,6%, y para los pacientes con gastritis infectados por

Helicobacter pylori del 15,6%, 2,2% y 17,8%, respectivamente.

En el mismo estudio en los pacientes controles no infectados por Helicobacter pylori
la frecuencia de los alelos *0501, *0502 y *0503 del gen HLA DQBL1 fue de 11,8%,
2,9% y 20,6%, y para pacientes con gastritis infectados por Helicobacter pylori de

13,3%, 4,4% y 6,7%, respectivamente (Yoshikate S, 1999).

En nuestra serie general de pacientes, el estudio del alelo *0102 era positivo en un
50,4% vy el *0301 en un 17,8% del total, lo cual no coincide totalmente con las
frecuencias ofrecidas por el estudio japonés. En cuanto a los alelos del gen HLA
DQB1 *0501, *0502 y *0503, las frecuencias de nuestra serie difieren también de las

del citado estudio (19,3%, 3% y 10,4%, respectivamente).

Como puede observarse nuestras frecuencias no coinciden con los datos obtenidos
para la poblacion japonesa. Sin embargo, es dificil establecer comparaciones entre

el estudio realizado por Yoshitake et al y el nuestro ya que en nuestra serie no se
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han separado a los pacientes infectados por Helicobacter pylori de aquellos que no
estan infectados por la bacteria, lo que sin duda podria tener influencia a la hora de

interpretar las frecuencias alélicas obtenidas.

Ademas, hay que tener en cuenta que los genes que forman el complejo mayor de
histocompatibilidad se sitian en el brazo corto del cromosoma 6 y son altamente
polimorficos, lo que determina importantes diferencias genéticas entre poblaciones
distintas (Santolaria S, 2001). Por tanto, hay que ser cauteloso al establecer
comparaciones con otros estudios realizados en otras areas geograficas diferencias

y sobre una poblacion étnicamente diferente.

2.3 METAPLASIA INTESTINAL

En estudios prospectivos se ha descrito una frecuencia de metaplasia intestinal en la
poblacion general del 25% (Craanen ME, 1991), siendo la forma completa la mas

frecuente (98%).

Distintos estudios epidemiologicos han comunicado que la prevalencia de
metaplasia intestinal y gastritis atréfica es mas elevada en las regiones del mundo

con las tasas mas elevadas de cancer gastrico (Correa P, 1990).

Otras publicaciones han sugerido que la metaplasia intestinal incompleta, y
particularmente la variedad col6nica o tipo Ill, se observa con frecuencia alrededor

de las regiones con displasia o cancer temprano.
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Por tanto se considera que la existencia de esta lesion implica un riesgo aumentado
para el futuro desarrollo de un carcinoma de tipo intestinal (Rokkas T, 1991. Filipe MI,
1994). A la vista de estos datos, otros investigadores han recomendado la realizacion

de endoscopias de control periddicas en las personas con este tipo de metaplasia

(Silvia S, 1990).

Sin embargo no existe un acuerdo global en cuanto a este respecto y otros autores
sugieren probablemente que el tipo de metaplasia sea menos crucial de lo que se ha
considerado, y postulan que la extension de la atrofia y de la metaplasia intestinal en

el estbmago puedan ser mas importantes (El-Zimaity, 2001).

A la vista de estos datos y los resultados obtenidos en el estudio descriptivo por
grupos histolégicos nos planteamos la utilidad de establecer una comparacion entre
el grupo de sujetos con metaplasia intestinal en la mucosa gastrica y el resto de los

sujetos de nuestra muestra.

Se observa que al comparar a los sujetos con gastritis cronica sin metaplasia
intestinal y a aquellos con metaplasia intestinal, no se obtienen diferencias

estadisticamente significativas en cuanto al sexo.

Como ya se ha comentado previamente se considera que la edad avanzada es uno
de los factores asociados al desarrollo del epitelio metaplasico en la mucosa gastrica
(Russo A, 2001). Sin embargo, nuestros resultados no avalan completamente esta
consideracion, ya que al comparar el grupo de sujetos con metaplasia intestinal con
el resto de los grupos respecto a la edad, se observa que aunque la presencia de

metaplasia intestinal se describe con mas frecuencia en los pacientes mayores de
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55 afos (63,9%), estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica (p=0,04),

lo que sin duda puede estar influido por el limitado tamafio de nuestra muestra.

Por otra parte, en nuestro estudio se observa también que el numero y la
prevalencia de Helicobacter pylori es menos pronunciada cuando se confirma la
presencia de metaplasia intestinal, aunque tampoco se trata de una diferencia

estadisticamente significativa.

Esta observacion ya se habia observado en estudios previos que mostraban que
Helicobacter pylori no coloniza el epitelio intestinal metaplasico (Craanen ME, 1994. Hui
PK, 1992. Eidt S, 1994). La ausencia de la bacteria en las areas con presencia de
metaplasia intestinal, sin embargo, no significa que la infeccion no ocurrié en el

pasado (Craanen ME, 1992).

Se postula que probablemente la mucosa gastrica cada vez es mas inhdspita para
Helicobacter pylori, en el proceso de atrofia progresiva, hiperplasia, y formacion de

metaplasia intestinal (Craanen ME, 1992).

Al estudiar las caracteristicas de las distintas cepas infectantes, se observan
diferencias estadisticamente significativas (p=0,002) en la frecuencia del gen CagA
en el grupo de sujetos con metaplasia intestinal. Esto parece l6gico si consideramos
que las cepas mas virulentas de Helicobacter pylori son las que inducen un mayor

dafio a nivel de la mucosa gastrica.

Es bien sabido que la actividad del gen vacA sl y la del gen cagA se encuentran
muy relacionadas. En el grupo de sujetos con metaplasia intestinal, se observa

también que existen diferencias estadisticamente muy significativas (p<0,001) en la
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frecuencia de presentacion del genotipo vacA s1 (OR 4,7) y vacA s2 (0,06). Nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos para el gen cagA y sugieren que la
presencia de metaplasia intestinal se asocia con la infeccion por las cepas mas

virulentas de Helicobacter pylori.

De forma opuesta, en nuestro estudio no se observan diferencias significativas en la
frecuencia de la region media del gen entre los sujetos con gastritis cronica y con

metaplasia intestinal

Al comparar el grupo de pacientes afectos de gastritis cronica con metaplasia
intestinal con el resto se observa una diferencia muy significativa (<0,001) en cuanto
a la presencia de la combinacién s2/m2, que parece tener un efecto protector (OR

0,06) para la presentacion de metaplasia.

Como hemos comentado los tipos sl/ml y s1/m2 producen niveles altos o
moderados de citotoxina, mientras que las cepas s2/m2 no producen toxina (Atherton
JC. 1995). Por tanto, también resulta I6gico que la infeccidbn por cepas menos
productoras de citotoxina confiera un cierto efecto protector ante el desarrollo de la

metaplasia intestinal.

Dentro del grupo de pacientes con gastritis crénica atrofica, al comparar el grupo de
pacientes con metaplasia intestinal con el resto no se observan diferencias
significativas en cuanto al consumo de sal, tabaco y alcohol. Esta observacion
estaria en la linea de lo descrito en varios estudios previos (Ozasa K, 1999. Parsonnet J,

1992), en los que no se ha demostrado un aumento en el riesgo de desarrollar
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gastritis atrofica en relacion a determinados estilos de vida y habitos dietéticos. Sin
duda también se debe considerar que el niumero limitado de pacientes del que

disponemos puede condicionar de forma importante nuestros resultados.

Tampoco se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar la
frecuencia de ninguno de los alelos del gen HLA DQAl en los sujetos con
metaplasia intestinal y con gastritis créonica sin metaplasia intestinal, o cual no
concuerda con los estudios realizados por Azuma, como ya se ha comentado

previamente.

Respecto al gen HLA DQ5, un grupo britanico (Beales ILP, 1995) demostré0 una
frecuencia alélica significativamente mayor en presencia de atrofia con o sin

metaplasia intestinal (65%), de forma independiente a la existencia de Helicobacter

pylori.

Los datos obtenidos en nuestra serie concuerdan con lo publicado por Beales ya que
tampoco se observan diferencias significativas al comparar la frecuencia de los
alelos del gen HLA DQB1*05 en los pacientes con presencia y ausencia de

metaplasia intestinal.

2.4 DISPLASIA

La displasia gastrica es una lesion rara, y en algunos estudios se ha comunicado
una prevalencia en las endoscopias que no supera el 0,4% (Rugge M, 1991). La
presencia de gastritis atrofica representa el principal antecedente de las lesiones

displasicas y los mayores grados de atrofia gastrica se han detectado en asociacion
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con las formas mas severas de displasia. La presencia de Helicobacter pylori en las

biopsias de pacientes con displasia supera el 80% (Rugge M, 1994).

Hasta hace pocos afios, existia una considerable falta de acuerdo sobre el tema de
la displasia y su gradacion entre los patélogos. Incluso, tras el establecimiento de la
clasificacion de Padua (1998), se ha mantenido una variabilidad interobservador no

despreciable, con un grado de acuerdo que oscila entre el 77,7% y el 86,5% (Rugge

M, 2000).

A pesar de las posibles discrepancias en cuanto a la clasificacién histologica, los
resultados de varios estudios longitudinales prospectivos sugieren que la displasia

de alto grado es una lesion precursora del cancer gastrico de tipo intestinal (Farinati F,

1993*. Rugge M, 1994. Fertita AM, 1993. Saraga EP, 1987).

En estos estudios, se observa que mas del 70% de los pacientes diagnosticados de
displasia grave se diagnostican de carcinoma temprano o invasivo en periodos
cortos de tiempo. Sin embargo, existen varios problemas metodoldgicos respecto a

estos estudios sobre los que hay que reflexionar antes de establecer conclusiones.

Por una parte, hay que tener en cuenta que estos estudios se realizaron antes del
establecimiento de la clasificacion de Padua, y en vez de hacerse referencia a la

displasia de alto grado se utiliza el termino displasia grave o grado lIl.

Por otra parte, en algunos de estos estudios no se describen las poblaciones
incluidas en detalle, a quienes se les realiza la endoscopia por motivos muy

diversos.
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En cualquier caso, lo que si parece claro, es que independientemente del grado, es
resulta crucial la opinidon de un segundo patélogo cuando se establece el diagnéstico
histolégico de displasia. En este sentido, existen evidencias de que cuando dos
patologos expertos coinciden en el establecimiento del diagnéstico de displasia de
alto grado, la reseccion mucosa endoscoOpica o0 la cirugia son probablemente
mejores opciones terapéuticas que la realizacion de endoscopias seriadas (Inoue H,
2001. Ponchon T, 2001), que podrian reservarse para pacientes con displasia de bajo

grado.

A diferencia de otras patologias como el eséfago de Barret, en el caso de la
displasia gastrica no existe acuerdo sobre cual es la tasa de conversion a cancer
gastrico. Algunos autores consideran que la conversion a carcinoma es improbable
(Saraga EP, 1987) Y que precisa periodos largos de tiempo, mientras que otros calculan

tasas superiores al 30% para la displasia moderada (Farinati F, 1993. Fertitta AM, 1993).

En nuestro estudio se comprueba la presencia de displasia en la mucosa gastrica de

dos pacientes (1%) en nuestra serie, estando ambos infectados por Helicobacter

pylori.

En ambos casos se trata de pacientes infectados por cepas agresivas de
Helicobacter pylori, es decir, positivas para los genes cagA y vacA sl. Aunque es
evidente que no es posible establecer conclusiones a partir de un namero de
pacientes con displasia tan pequefio como el de nuestra muestra, se puede observar
gue la descripcion general de nuestros dos pacientes se ajusta a lo esperable a la

luz de los datos existentes en la literatura.
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ESTUDIO 2: ESTUDIO COHORTE DE PROGRESION DE LESIONES
PRENEOPLASICAS GASTRICAS EN UNA POBLACION SELECCION ADA EN UN

PERIODO DE TIEMPO SUPERIOR A 5 ANOS.

En el modelo de carcinogénesis actual se admite que la gastritis cronica no atréfica
evoluciona a lo largo de los afios a gastritis cronica atrofica y metaplasia intestinal,
para en determinados casos posteriormente, probablemente en relacion a
caracteristicas genéticas y factores ambientales, desarrollar displasia y carcinoma

géstrico de tipo intestinal.

Distintos estudios han demostrado el riesgo de progresion hacia carcinoma gastrico
de tipo intestinal de las lesiones metaplasicas (Filipe MI, 1994). En concreto, se ha
observado que los pacientes que en la primera biopsia presentaban metaplasia
intestinal tipo 11l o del tipo incompleto mostraban un riesgo aumentado cuatro veces

respecto al tipo completo de desarrollar adenocarcinoma gastrico.

En general, se admite que la progresién a cancer ocurre entre un 12% y un 35% de

la displasia moderada, y en casi un 100% de los pacientes con displasia severa (Di

Gregorio C, 1993. Farinati F, 1993*).

Algunos estudios no han demostrado la progresion de la atrofia en la mucosa
gastrica durante periodos de seguimiento relativamente cortos (3 afios) y con un
namero pequefo de pacientes (Sakaki N, 1995). Sin embargo, se ha observado una

expansion del area atréfica en un 22% de los pacientes con infeccidn por
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Helicobacter. En estadios de atrofia ligera, la progresion afectaba al 35% de los

pacientes infectados.

Este estudio se disefid con el objetivo de evaluar si la evolucion en un periodo
determinado de tiempo de las lesiones gastricas consideradas como preneoplasicas
se asocia con la presencia de diferentes cepas de Helicobacter pylori, con
determinados factores inmunogenéticos del huésped y con determinados habitos

toxicos y alimentarios.

Se ha realizado un estudio epidemiolégico cohorte de una poblacion seleccionada
hace mas de 5 afios, incluyendo 56 pacientes, de los que se dispone de un estudio
histopatolégico completo de la mucosa gastrica y de informacion sobre habitos
dietéticos y toxicos en el momento de inclusion. La media de seguimiento ha sido de

5,7 afos.

En nuestra opinion, la principal limitaciéon de nuestro estudio es el pequefio nUmero
de sujetos que ha sido posible incluir en el estudio lo que determina intervalos de

confianza muy amplios para estimar asociaciones.

La mayoria de los pacientes incluidos en nuestro estudio eran varones (66,1%), con
una media de edad de 52,4 afios. A la vista del estudio de las primeras biopsias, el
grupo histolégico mas frecuente era el de los sujetos con metaplasia intestinal
(41%), seguido por aquellos con gastritis crénica atréfica sin metaplasia intestinal

(39%) y finalmente por los que presentaban gastritis cronica sin atrofia (20%).

185



Discusiéon

En el momento de la inclusion en el estudio, cuando se toman las segundas
biopsias, el grupo histolégico mas frecuente sigue siendo la metaplasia intestinal
(59%), seguido por la gastritis cronica atrofica (39%), y de forma novedosa se

observa la presencia de displasia en un 2% de los sujetos.

En cuanto a las frecuencias obtenidas cabe destacar que nuestros resultados no
concuerdan totalmente con los de la literatura en cuanto a la frecuencia de
metaplasia intestinal en cualquiera de los dos momentos cronoldgicos, ya que en
estudios prospectivos se ha descrito una frecuencia de metaplasia intestinal en la
poblacion general del 25% (Craanen ME, 1991), lo que supone un porcentaje bastante

inferior al de nuestra poblacion en cualquiera de los dos momentos histologicos.

Resumiendo los datos obtenidos en ambos estudios histologicos, obtenemos que 24
sujetos (42,1%) de nuestra poblacion han experimentado una progresion en su
situacion histolégica durante el periodo de estudio, mientras que en ningun paciente

se observa regresion de sus lesiones histologicas.

Al establecer la comparacion entre los pacientes que han presentado progresion de
sus lesiones histolégicas y aquellos que no la han presentado progresion, se
observa un aumento del riesgo relativo de presentar progresion en los varones
(OR=2,9) y en los mayores de 55 afios (OR=2,4). Sin embargo, ninguna de estas

diferencias alcanza la significacion estadistica.

Auln en el supuesto de que nuestros resultados estén condicionados por el limitado

namero de pacientes incluidos en nuestro estudio, no hemos encontrado datos en la
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literatura sobre la posible influencia del sexo en la progresion de las lesiones

preneoplasicas gastricas.

En cuanto a una posible tendencia a una mayor tendencia a la progresion histologica
en los grupos de mayor edad, esto resultaria l6gico en un proceso que parece

basicamente tiempo dependiente.

Dentro del grupo de pacientes con progresion histoldgica, en 15 pacientes (62,5%)
se comprueba la progresion a metaplasia intestinal en el periodo del estudio. Si bien
se mantiene la tendencia a un aumento de la progresion a metaplasia intestinal en
los varones (OR=3,5) y en los mayores de 55 afios (OR=1,67), al comparar este
grupo con el que no presenta progresion histologica las diferencias de nuevo no

llegan a alcanzar la significacion estadistica.

En distintos estudios ofrecidos por la literatura se establece una clara asociacion
entre metaplasia intestinal y edad (Wang CC, 1998. Rugge M, 1996). En nuestro estudio,
el desarrollo de metaplasia intestinal presenta una asociacion positiva, aunque no
significativa con los grupos de edad mas elevada, de forma que a mayor edad la

frecuencia de metaplasia intestinal aumenta.

Un factor a tener en cuenta a la hora de interpretar nuestros resultados es el tiempo
limitado de seguimiento en nuestro estudio. Como ya hemos comentado
previamente en otros estudios no se ha conseguido demostrar en la mucosa gastrica

la progresion de la atrofia durante periodos de seguimiento relativamente cortos y
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con un numero pequefio de pacientes (Sakaki N, 1995). Es muy dificil prever si los

resultados hubieran sido diferentes con tiempos de seguimiento mas largos.

Si nos olvidamos de la posible influencia del nimero de sujetos incluidos en nuestro
estudio, el hecho de que la edad no mantenga una asociacion significativa con la
progresion a metaplasia intestinal, apuntaria hacia la hipotesis de que la progresion
de las lesiones histologicas no depende de un factor de riesgo independiente sino de

la confluencia de varios factores.

En este sentido hemos considerado que también podria resultar interesante obtener
informacion sobre la posible influencia de los distintos grupos sanguineos en la

progresion de las lesiones histologicas del estbmago.

Como ya se ha comentado previamente se han descrito alteraciones del genotipo de
las células tumorales gastricas con una reduccidn o una pérdida total de los

antigenos de los grupos sanguineos Ay B (Masamune H, 1958).

También se sabe que Helicobacter pylori se une de forma especifica a glicoproteinas
celulares de superficie y se ha comprobado que los individuos que tienen el grupo
sanguineo universal o aquellos que no son secretores de ciertos antigenos

glicoprotéicos expresan receptores para la bacteria.

En nuestra muestra el grupo sanguineo mas frecuente es el universal (50%)

seguido del grupo sanguineo A (39%). Al estudiar a los pacientes que presentan

progresion histoldgica se observa que el 42,9% presenta el grupo sanguineo O y
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33,3% el A. En el grupo que evoluciona a metaplasia, la frecuencia del grupo
sanguineo O aumenta hasta el 54,2%, mientras que la frecuencia del grupo

sanguineo A disminuye ligeramente (37,5%).

No se ha observado diferencias significativas en relacion a los distintos grupos
sanguineos en cuanto a la evolucidon histolégica en general o la progresion
histoldgica a metaplasia intestinal. Por tanto, a la vista de nuestros resultados los
grupos sanguineos no parecen presentar una asociacion con la progresion

histoldgica de las lesiones gastricas.

3.1 INFLUENCIA DE HELICOBACTER PYLORI EN LA PROGRES ION DE LAS

LESIONES GASTRICAS

Estudios previos sugieren que la progresion de la gastritis atréfica puede ser
causada por la infeccion por Helicobacter pylori (Sipponen M, 1992). En este sentido,
varios estudios han puesto de manifiesto la asociacion entre la infeccion por
Helicobacter pylori y un riesgo aumentado de desarrollo de atrofia (OR 6,4) y
metaplasia intestinal en la mucosa gastrica (OR 4,7) (Fontham E, 1986).Sin embargo, a
pesar de esta asociacion, se sabe que sélo algo mas de la mitad de los sujetos

infectados desarrolla metaplasia intestinal (Fontham ET, 1995. Rugge M, 1996).

En nuestra serie, mediante amplificacion por PCR del DNA extraido de la mucosa
géstrica, se comprueba la presencia de Helicobacter pylori en 40 pacientes (71,4%),

lo que supone una frecuencia de infeccion similar a lo descrito en la literatura.

189



Discusiéon

Varios estudios han demostrado que los pacientes con lesiones gastricas
neoplasicas y preneoplasicas estan infectados con mayor frecuencia por cepas cagA

positivas de Helicobacter pylori (Blaser MJ, 1995. Sozzi M, 1998).

A pesar de que a la vista de estos datos pareceria esperable que la infeccién por
estas cepas cagA positivas aumentara el riesgo de desarrollar atrofia y metaplasia
intestinal, en nuestro estudio no se ha confirmado la asociacion entre el islote de

patogenicidad CagA y la progresion histologica en el periodo de tiempo del estudio.

Al comparar el tipaje de las cepas infectantes en el grupo de pacientes que
presentan progresion histolégica con aquellos que no progresan no se observan
diferencias estadisticamente significativas para ningan gen de Helicobacter pylori,
calculandose el mayor riesgo relativo de desarrollar progresion para los pacientes

con cepas vacA m2 (OR=2) y la combinacién s1lm2 (OR=2,5).

Sin embargo, al estudiar el grupo de pacientes que desarrollan metaplasia intestinal
en el periodo de tiempo del estudio, se observan diferencias significativas en

relacion a la presencia del genotipo vacA s1 (OR=13,3) y s2 (OR=0,07).

Estos datos sugieren que los sujetos infectados por las cepas que producen una
mayor cantidad de citotoxina vacuolizante, y que por tanto son mas virulentas,
presentan una mayor tendencia a desarrollar metaplasia intestinal con el paso del
tiempo. Contrariamente la infecciéon por cepas s2 menos virulentas parece conferir

un cierto caracter protector frente a la progresion hacia el epitelio metaplasico.
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En cuanto a las distintas combinaciones génicas, se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de sujetos con evolucion a metaplasia
intestinal y sin evolucion para las combinaciones s2m2 (OR=0,06) también en

sentido protector.

Se ha observado que las cepas de Helicobacter pylori positivas para cagA y vacA sl
estan asociadas con gastritis mas severa pero que estos factores de virulencia no
parecen determinar el patron global de gastritis. De este modo, parece probable que
la naturaleza de la enfermedad derivada de la infeccion cronica por Helicobacter
pylori venga determinado por factores del huésped y ambientales, mientras que los
factores bacterianos determinen la magnitud del riesgo de desarrollar una

determinada enfermedad (Warburton VJ, 1998).

Muchos pueden ser los factores moduladores que pueden influir en la variabilidad de
la respuesta a la infeccién por Helicobacter pylori. En nuestro caso tratamos de
determinar las posibles diferencias entre las distintas cepas de la bacteria y la
relacion de esta respuesta con la situacion genética del huésped, distintos factores

de la dieta y determinados estilos de vida, como el consumo de alcohol y tabaco.

3.2 INFLUENCIA DEL DNA GENOMICO DE LOS PACIENTES

Distintos estudios han intentado determinar la posible influencia de distintos factores
inmunogenéticos podrian tener en la susceptibilidad o resistencia del huésped a la

infeccion por Helicobacter pylori.
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Aunque varios alelos presentan una frecuencia alterada en pacientes con
adenocarcinoma gastrico, la asociacion del alelo HLADQB1*0301 con el cancer

gastrico parece la mas fuerte.

Algunos estudios (Lee J. 1996) han establecido que aunque el alelo HLADQB1*0301
es el mas comun en los pacientes caucasicos con adenocarcinoma gastrico, no
parece probable que se relacione con una susceptibilidad aumentada a la infeccion

por Helicobacter pylori.

Sin embargo, otros estudios han establecido que el HLA-DQB1*0301 podria
determinar una susceptibilidad alterada a la infeccion por Helicobacter pylori o bien a

la progresion del cancer después de la infeccion por esta bacteria (Okada K, 1985.

Campbell RD, 1993).

Al igual que en el caso anterior, la asociacion entre HLA-DQA1*0102 y la resistencia

a la atrofia gastrica asociada a Helicobacter pylori tampoco no esta clara.

Mientras que algunos estudios sugieren que el gen HLADQAL podria determinar la
evolucion clinica de la infeccidn por Helicobacter pylori (Azuma |, 1998), otros autores
no han encontrado ninguna asociacion entre los alelos del gen HLADQA1l vy la

infeccion por Helicobacter pylori en la poblacion de Finlandia (Karhukorpi J, 1999).

En otros estudios se ha observado que la frecuencia del alelo HLA-DQA1*0102 en
los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal con infeccién por
Helicobacter pylori es significativamente mas baja que en los pacientes no

infectados por esta bacteria (Takeshi A, 1998).
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Como ya se ha comentado algunos autores sugieren que el alelo HLA-DQA1*0102
podria contribuir a la resistencia contra la gastritis atréfica asociada a la bacteria, y
su ausencia podria ser un factor genético de riesgo para el desarrollo de gastritis
atrofica asociada a Helicobacter pylori y para el desarrollo del adenocarcinoma

gastrico (Azuma I, 1998).

En este sentido, se ha observado que la frecuencia del alelo HLA-DQA1*0102 es
significativamente menor en pacientes con gastritis atréfica con infeccion por

Helicobacter pylori que en los pacientes con tan solo gastritis superficial.

Nos planteamos el estudio de distintos alelos en nuestra muestra, con el fin de
determinar si alguno de ellos podria mediar alteraciones en el reconocimiento
antigeno especifico responsable de la resistencia a la infeccidn y la progresion de la

atrofia de la mucosa gastrica asociada.

Respecto a las frecuencias globales de nuestro estudio, en los 56 pacientes
estudiados el alelo *0102 del gen HLA DQ Al era el mas frecuente (59%) seguido
del alelo *0301 del mismo gen (26,8%). Los alelos *0501 y *0502 del gen HLA DQ

B1 presentaban una frecuencia mucho menor (19,7% y 14,3%, respectivamente).

Existe un estudio realizado por Santolaria et al, también en nuestra comunidad
autonoma donde se ha comunicado una frecuencia bastante similar para el alelo

*0301 (24,4%), pero muy inferior para el *0102 (36,7%) en una poblacion control.

En el estudio de Santolaria et al en el caso de los pacientes infectados por

Helicobacter pylori (67,4%) la frecuencia del alelo *0102 aumentaba (36,7%) aunque
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sigue siendo inferior a la de nuestro estudio. No tenemos una explicacion clara para
esta diferencia pero quiza podria tener que ver con el porcentaje algo mas elevado
de poblacion infectada por Helicobacter pylori de nuestra muestra (71,4% vs.

67,4%).

En nuestro estudio no se ha confirmado la asociacion entre los distintos alelos
estudiados de los genes HLADQAL1 y DQBL1 y el desarrollo de progresion histologica.
En primer lugar, al comparar el grupo de pacientes con progresion histologica y
aguellos sin progresion, y posteriormente al establecer la comparacion del grupo que
evoluciona a metaplasia con el resto no se observan diferencias significativas

respecto a ninguno de los alelos estudiados.

El mayor riesgo relativo de progresion en general se calcula para la presencia del
alelo *0301 (OR=2,6) y para el alelo *0503 (OR=4) en el caso del estudio de la

progresion a metaplasia intestinal.

Un dato para el que no se ha encontrado explicacion es el hecho de que el alelo
*0301 parece tener un caracter protector (OR=0,67) en la progresion a metaplasia

intestinal.

Como en cualquier estudio que implique factores inmunogénicos, una posible
explicacion que aclare la diferencia entre los resultados obtenidos en nuestro estudio
y algunos de los publicados en la literatura, son las posibles diferencias étnicas de

los pacientes estudiados.
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Los genes que forman el complejo mayor de histocompatibilidad se sitian en el
brazo corto del cromosoma 6 y son altamente polimorficos, lo que determina

importantes diferencias genéticas entre poblaciones distintas (Santolaria S, 2001).

3.3 INFLUENCIA DE DETERMINADOS FACTORES AMBIENTALES Y DE ESTILO

DE VIDA EN LA PROGRESION DE LAS LESIONES PRENEOPLAS ICAS

En el grupo de pacientes estudiados en nuestra serie, la mayoria se consideran no
consumidores de una cantidad excesiva de sal y no poseen un habito tabaquico ni

consumen alcohol habitualmente.

Si bien se observan diferencias significativas al comparar el consumo de tabaco en
los pacientes con y sin evolucién histolégica (p=0,03), esta diferencia no se mantiene

al introducir la metaplasia intestinal en la comparacion.

No existen datos unanimes respecto a la posible influencia del consumo de tabaco
en la progresion de las lesiones preneoplasicas del estomago. Kneller et al han
sugerido que el consumo de tabaco duplica el riesgo de progresion a displasia y
desarrollar metaplasia intestinal (Kneller Rw, 1992). Sin embargo, estudios posteriores
han sugerido que el consumo de mas de 20 cigarrillos diarios supone un factor
riesgo elevado de progresion de las lesiones preneoplasicas gastrica, aunque no de

forma significativa (You WC, 2000. Russo A, 2001).

En cuanto al consumo de sal, algunos estudios epidemiolégicos han demostrado

gue el consumo de alimentos ricos en sal esta fuertemente asociado al desarrollo de
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cancer gastrico (Di Palli, 2000), lo cual se ha demostrado también en modelos
experimentales con ratas (Takashashi M, 1983). Sin embargo, tampoco hemos
encontrado diferencias significativas en la progresion de las lesiones en nuestro

estudio.

4. POSIBLES LIMITACIONES Y SESGOS DE LOS ESTUDIOS

4.1 DEBIDOS AL CUESTIONARIO DIETETICO EMPLEADO

En nuestros estudios hemos considerado que lo mas adecuado era utilizar un
cuestionario de frecuencia de alimentos debido a que se pretendia obtener
informacion sobre la ingesta habitual de los individuos durante un periodo de tiempo

prolongado desde el momento de inclusion en el estudio.

La elaboracion y validacion de un cuestionario de frecuencia de alimentos supone un
gran esfuerzo, un gran costo y mucho tiempo, y aunque lo ideal hubiera sido realizar
el cuestionario con una muestra de la poblacién sobre la que vamos a realizar el
estudio, decidimos utilizar un cuestionario que ya habia sido validado previamente

en la poblacion espafiola (anexo 1).

Uno de los problemas de estos cuestionarios es que no tienen validez en la

estimacion de la ingesta de los individuos que siguen un patron muy distinto a los

alimentos que aparecen en la lista 0 que tienen grandes variaciones en éste.
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La cumplimentacion del cuestionario requiere un cierto esfuerzo de memoria ya que
hay que recordar los habitos alimentarios durante un periodo de tiempo amplio, y el
recordatorio de la dieta pasada puede estar influido por la dieta actual. Otro
problema que pueden presentar estos cuestionarios es que pueden tener poca

precision en la estimacion y cuantificacion de las porciones de alimentos.

4.2 DEBIDO AL TAMANO DE LAS MUESTRAS

No cabe duda que la exigencia de realizar una endoscopia fue uno de los hechos
determinantes para la negativa de muchos sujetos para participar en ambos

estudios.

Es bien sabido, que la significacion estadistica se puede ver afectada si el nUmero
de sujetos incluidos es insuficiente. No cabe duda que si hubiera sido posible
aumentar el tamafio de la muestra, se habria incrementado el poder estadistico de la

prueba para detectar incluso pequefias diferencias.

Ademas, en el caso particular del estudio 2, probablemente uno de los factores que
mas haya podido influir en los resultados, en el sentido de no encontrar asociaciones
significativas, es el limitado niumero de sujetos incluidos lo que responde al hecho de

gue se partia de una poblacidon muy concreta, ya incluida en un estudio previo.
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4.3 DEBIDO A LA METODOLOGIA DEL ESTUDIO

El hecho de que nuestros pacientes en el estudio 2 hubieran participado en un
estudio previo determiné que este se disefiara con caracter retrospectivo, aunque es
bien sabido que en este tipo de disefio es mas dificil establecer conclusiones

respecto a posibles relaciones causales.

Por otra parte, aunque todos los estudios histologicos fueron realizados por la misma
patologa, a pesar de disponer de un estudio histologico previo en todos los sujetos
incluidos, con el fin de minimizar las pequefias variaciones derivadas de la
adquisicion de mayor experiencia con el paso del tiempo y unificar temporalmente
los diagndsticos histolégicos, se procedid a reevaluar todas las primeras biopsias en

el momento de realizar la evaluacion histologica de las segundas.

4.4 DEBIDO A LAS VARIABLES NO RECOGIDAS

Aunque hemos intentado recoger la mayoria de las variables que estimabamos
importantes en la presentacion y progresion de las distintas lesiones histolégicas,
existe la posibilidad de que algunas variables que no hemos tenido en cuenta estén

influyendo en este proceso.

Ademas, pueden existir factores todavia desconocidos que influyan en la aparicion y
progresion de las lesiones gastricas preneoplasicas, que no podemos controlar en
este momento adecuadamente porque no se conoce en profundidad la patogenia del

proceso.
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4.5 DEBIDOS A LA POBLACION INCLUIDA

La poblacion incluida en ambos estudios no es representativa de la poblacion
general, es una poblacion muy seleccionada sobre la que se han aplicado unos
criterios de inclusion y exclusién muy estrictos. Asi, las conclusiones no se pueden
generalizar a la poblacion general espafiola. Aunque por supuesto éste no era el
objetivo de nuestro trabajo, esto hace que la validez externa del estudio esté

limitada.
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Conclusiones

. Cuando se realiza un analisis histologico de la mucosa gastrica de una
poblacion dispéptica en Zaragoza se observa que la forma histolégica
mas frecuente es la gastritis cronica sin atrofia, seguida en frecuencia

por la gastritis cronica con metaplasia intestinal.

La mayoria de estos sujetos dispépticos se encuentran infectados por
Helicobacter pylori y el alelo que presentan con una mayor frecuencia es
el HLA DQ A1*0102. En aproximadamente la mitad de estos sujetos
infectados por Helicobacter pylori se comprueba la presencia del gen

cagA vy del gen vacA en la forma s1.

Dentro del grupo de pacientes dispépticos estudiados, el Unico grupo
histol6gico donde existe un predominio de mujeres es el de sujetos con

gastritis crénica no atréfica.

La frecuencia de presentacion del alelo *0501 del gen HLA DQB1 y
*0301 se encuentra aumentada en el grupo de sujetos con gastritis
cronica atrofica respecto a otros grupos de pacientes con dispepsia

funcional.

La mayoria de los pacientes dispépticos estudiados no son

consumidores habituales de sal refinada, tabaco y alcohol
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6.

10.

La tasa de infeccion por Helicobacter pylori disminuye en el grupo de
sujetos dispépticos con metaplasia intestinal, aunque aumenta la
proporcion de cepas infectantes que poseen el gen cagA'y el alelo s1 del

gen vacA, con una disminucién de los alelos s2 y m2.

En el grupo de sujetos con metaplasia intestinal, se observa una
disminucién en la frecuencia de presentacion del alelo *0501 del gen

HLA DQB1

Los factores de riesgo mas importantes que se asocian a la presencia de
gastritis crénica con metaplasia intestinal son la edad avanzada y la
infeccidbn por cepas de Helicobacter pylori productoras de citotoxina

vacuolizante del tipo sl

La infeccion por cepas de Helicobacter pylori productoras de citotoxina
vacuolizante del tipo s2 y el alelo *0501 del gen HLA DQB1, ejercen un
efecto protector significativo sobre el riesgo de presentacion de

metaplasia intestinal

La presencia de los alelos s1 y s2 del gen vacA de Helicobacter pylori

son los factores mas importantes asociados a la progresion de las

lesiones histopatolégicas gastricas hacia metaplasia intestinal.
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11.

12.

13.

La expresion de ninguno de los polimorfismos HLA estudiados determina
un caracter protector o favorecedor en cuanto a la progresion de la

gastritis crénica en periodos de tiempo relativamente cortos.

El consumo de tabaco, alcohol y de sal no se asocia de forma
significativa a la presencia de metaplasia intestinal ni a la progresion
histolégica de las lesiones preneoplasicas del estdbmago hacia
metaplasia intestinal en periodos de tiempo cortos. El tabaco es el Gnico
factor que parece asociarse con una mayor probabilidad de presentar
con el tiempo cierto grado de progresion histolégica en la mucosa

gastrica.

Los distintos grupos sanguineos no se asocian con una diferente

progresion de las lesiones histopatoldgicas de la mucosa gastrica ni con

una mayor frecuencia de metaplasia intestinal.
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