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RESUMEN

El cancer gastrico representa la tercera causa de mortalidad por cancer en el mundo.
La infeccion por Helicobacter pylori se relaciona con cancer gastrico. Entre los
factores de virulencia de esta bacteria se encuentra la proteina externa de membrana
oipA. La expresion de la proteina activa oipA depende del numero de repeticiones de
dinucleodtido CT en la regidn codificante 5” del gen. OipA activa la via de sefalizacion
EGFR-PI3K. EGFR se encuentra sobre expresado en cancer gastrico y la
amplificacion de su gen se correlaciona con un pobre prondstico de la enfermedad.
En esta tesis se estudio la asociacion con cancer gastrico e interaccion entre los
polimorfismos CA-SSR-I, -216G>T, y R497K del gen EGFR, y la presencia del gen
oipA de H.pylori en estado funcional “on”, mediante un estudio de 147 casos y 160
controles. El estado funcional de oipA se determiné mediante secuenciacién. Se
genotipificaron los polimorfismos propuestos mediante el ensayo 5'Exonucleasa
(Tagman®) [R497K], RFLP [-216G>T] y electroforesis capilar [CA-SSR-I]. Los
resultados indicaron que el estado funcional “on” de oipA de H. pylori se asocid con
cancer gastrico (p<0,0001, OR: 9,82 [IC95% 3,25-29,62]). Esta asociacién predomind
en los tumores de alto grado histolégico (OR: 25,71 [IC95%3,36-196,63]). Las
variantes CA-SSR-I, R497K y -216G/T del gen EGFR no se asociaron con cancer
gastrico. Sin embargo se sugiere interaccion entre OipA "on" y los polimorfismos

R497K (OR: 2,35 [IC95 %1,18-4,70]) y -216G/T (OR: 4,73 [IC95% 1,00-22,34]).



ABSTRACT

Gastric cancer is the third leading cause of cancer mortality in the world. Infection
with Helicobacter pylori is associated with this cancer. Outer membrane protein oipA
is an H.pylori virulence factor. The expression of the active form of oipA depends on
the number of CT dinucleotide repeats in & end of the gen coding region. This
virulence factor activates the EGFR-PI3K signaling pathway. EGFR gene is
overexpressed in gastric cancer and its amplification correlates with poor prognosis.
In this study, we analyzed the association with gastric cancer and interaction between
the CA-SSR-I, -216G/T and R497K polymorphisms of the EGFR gene, and the oipA
functional status "on", through a study of 147 cases and 160 controls. OipA functional
status was analyzed by sequencing. Genotyping was performed by 5'exonuclease
assay (Tagman ®) for R497K, RFLP for -216G/T and capillary electrophoresis for CA-
SSR-I. The results indicated that functional status "on" was associated with increased
risk of gastric cancer (p<0.0001, OR: 9.82 [95%CI 3.25 to 29.62]). This association
was predominant in high grade tumors (OR: 25.71 [95%CI 3.36 to 196.63]). The CA-
SSR -I, R497K and -216G>T polymorphisms was not associated with gastric cancer.
However an interaction between oipA "on" and the SNPs R497K (OR: 2.35 [95%CI

1.18 10 4.70]) and -216G/T (OR: 4.73 [95%CI 1.00 to 22.34]) is proposed.



INTRODUCCION

El cancer gastrico es la tercera causa de mortalidad por cancer a nivel mundial
produciendo 723.000 muertes anuales, y es la quinta neoplasia mas frecuente en el

mundo (IARC, 2012).

En Chile el cancer gastrico se ha convertido en un problema de salud publica, debido
a que ocupa el primer lugar entre las causas de muerte por tumores malignos en
hombres y la cuarta en mujeres (http://www.deis.cl/estadisticas-mortalidad/). De
acuerdo a IARC, en Chile, en el ano 2012 las tasas de mortalidad fueron:
17,1/100.000 hombres y 9,5/100.000 mujeres (IARC, 2012), ubicandose dentro de
los 20 paises con mayor incidencia y mortalidad por esta enfermedad en el mundo.
Dentro del pais, la distribucion de la mortalidad es variable. Existen regiones con
altas tasas de mortalidad (Araucania, BioBio) y otras con mortalidad baja (Arica,

Antofagasta) (Ferreccio y cols., 2007).

El adenocarcinoma es el tipo de cancer gastrico mas frecuente, presentandose en el
90% de los casos. Puede ser de dos tipos: intestinal o diferenciado y difuso o mal
diferenciado. El tipo intestinal es el mas frecuente en las poblaciones de alto riesgo; y
se considera que es el resultado final de una serie de cambios histopatoldgicos
consecutivos que inician con una inflamacién crénica de la mucosa gastrica que
progresa a gastritis atrofica, metaplasia intestinal, displasia y finalmente cancer
gastrico (Correa, 1992). Su localizacién mas frecuente es el antro gastrico, y las

células tienden a organizarse en estructuras tubulares o glandulares. En contraste, el



tipo difuso a menudo se asocia con carcinoma de distribucion familiar, se localiza con

mayor frecuencia en el cardias y carece de formacién glandular.

El principal factor de riesgo asociado a esta neoplasia es la infeccion por
Helicobacter pylori: un bacilo Gram negativo en forma de espiral, microaerofilico,

curvado, cuyo nicho ecologico es la mucosa gastrica humana.

Helicobacter pylori ha sido reconocido desde 1994 por la International Agency for
Research on Cancer (IARC) y la OMS como carcinégeno tipo |. Es decir que existe
suficiente evidencia para considerar que tiene una capacidad carcinogénica probada.
Es responsable del 63,4% de todos los canceres de estdbmago en todo el mundo
(Parkin, 2006). H. pylori infecta a mas de la mitad de la poblacion humana y su
distribucion mundial es variable (IARC, 2012). En Chile, al afio 2007 la prevalencia
de la infeccion de H. pylori, estandarizada por la poblacién mundial, fue estimada en
74,5% para la poblacién entre 20 y 60 anos de edad, siendo mas alta en hombres

que en mujeres (76,8% y 69,7%, respectivamente) (Ferreccio y cols., 2007).

A pesar de la fuerte asociacion entre la infeccion por Helicobacter pylori y cancer
gastrico, muchas personas infectadas no desarrollan este tipo de cancer. De hecho el
1-2% de los infectados desarrolla adenocarcinoma gastrico (Wen y Moss, 2009).
Curiosamente, a pesar de la alta prevalencia de infeccién por H. pylori en Africa y
Asia del Sur, la incidencia de cancer gastrico en estas zonas es mucho menor que en
otros paises, lo que se conoce como los “enigmas africano y asiatico”
respectivamente (Malaty, 2007). La infeccion por H. pylori también se ha asociado a

otras enfermedades como Ulcera péptica y patologias extradigestivas como anemia



ferropénica, purpura trombocitopénica idiopatica, enfermedades cardiovasculares y

enfermedades hepatobiliares, entre otras (Mitchell y cols., 2010).

Se ha descrito la presencia de diferentes genes relacionados con la virulencia de
Helicobacter pylori. Segun Yamaoka (2002), estos factores de virulencia se clasifican
en tres categorias: Isla de patogenicidad cag (cag PAIl), Citotoxina vacA, y Proteinas
externas de membrana (OMP). Se considera que el 4% del genoma de H. pylori
contiene aproximadamente 32 genes que codifican para OMP (Ohno y cols., 2009).
Este es el grupo mas grande e incluye adhesinas como BabA (HopS), SabA (HopP),
OipA (HopH), AlpAB (HopB y HopC), HopQ, HomA/HomB. Este grupo de proteinas
Hop (Helicobacter outer membrane protein) median la adhesién de H. pylori a las
células epiteliales gastricas. Esta adhesion es necesaria para la colonizacion gastrica
y para la induccion de la cascada inflamatoria y, finalmente cancer gastrico (Backert y

cols., 2010).

El gen OipA presenta variabilidad genética entre las diferentes cepas, y es una de las

OMP mas estudiadas.
1.1. Factor de virulencia OipA:

La proteina externa de membrana OipA es un importante factor de virulencia que
actua como una adhesina que participa en la union de H. pylori a las células
epiteliales gastricas. Yamaoka y colaboradores (2002) realizaron estudios en
roedores para evaluar, entre otros, las funciones que desempena el gen OipA en

relacion con la colonizacién e inflamacién de la mucosa gastrica, encontrando que el



estado funcional del gen OipA esta estrechamente relacionado con la capacidad de
inducir inflamacion gastrica y potencialmente juega un papel importante en el
desarrollo de cancer gastrico. Esta relacion fue confirmada por Franco vy
colaboradores (2008) en un modelo animal. Inocularon la cepa silvestre de OipA
(TN2) de Helicobacter pylori o la mutante isogénica para el gen OipA, en un grupo de
jerbillos de Mongolia e hicieron seguimiento durante 12, 16 y 24 semanas.
Encontraron que tras 16 semanas de seguimiento el 56% de los jerbillos infectados
con la cepa silvestre desarrollaron displasia y/o carcinoma, frente a un 9% de los
infectados con la cepa mutante que sélo desarrollé displasia. Al analizar a los
roedores 24 semanas después de la inoculacién, el 44% de los infectados con la
cepa de tipo silvestre tenia adenocarcinoma en comparacién con el 27% de los
jerbillos infectados con la cepa mutante. Los roedores infectados con la cepa mutante
que desarrollaron cancer, tenian compromiso focal y de la submucosa superficial, en
comparacion con los infectados con la cepa silvestre, que presentaron lesiones mas
extensas. Los autores concluyeron que OipA juega un papel en la carcinogénesis

gastrica inducida por H. pylori.

Este gen esta localizado aproximadamente a 100 kb de la Isla de patogenicidad cag
PAI de Helicobacter pylori. La produccion de la proteina activa OipA y su expresion
puede encontrarse en estado "on" u "off" (on: estado funcional y off: no funcional) en
funcién del numero de repeticiones de dinucledtido CT en la regidn 50 secuencia
sefal del gen de OipA (Yamaoka y cols., 2002). Se ha encontrado que el gen
funcional de OipA contiene 6 6 9 repeticiones de dinucledtidos CT y que la secuencia
del péptido mantiene el marco de lectura intacto, lo que permite la traduccién de la

6



proteina completa, de tal manera que el estado del gen podria ser considerado como

on". En contraste, un estado no funcional contiene 5 6 7 repeticiones de
dinucledtidos CT y modifica el marco de lectura, produciendo un codon de término
anticipado y generando una proteina no funcional, por lo tanto este numero de

repeticiones se considera que se encuentra en estado “off” (Yamaoka y cols., 2002).

A partir del estudio de lineas celulares de cancer gastrico se ha asociado el estado
funcional “on” de OipA con un aumento en la secrecion de interleuquina-8 (IL-8)
(Yamaoka y cols., 2002): un potente factor quimiotactico y péptido activador de
neutrofilos, monocitos y linfocitos T, que contribuye a la fosforilacion de multiples vias
de sefalizacion que normalmente interactuan con CagA, asi como a un aumento en
la respuesta inflamatoria in vitro. Ademas, la IL-8 también podria inducir
angiogénesis, crecimiento tumoral, invasion y metastasis potencial en las células
cancerosas (Maeda y cols., 1998). Por lo tanto, el estado funcional en el que se
encuentre el gen OipA puede estar relacionado con la capacidad de H. pylori de

inducir la carcinogénesis.

De acuerdo con diversos estudios hasta la fecha, es interesante observar que todas
las cepas del Este de Asia se clasifican como OipA en estado funcional "on". Asi, en
Malasia y Singapur se encontré que 90-95% de las cepas estan en estado funcional
OipA "on". (Yamaoka y cols., 2000). Resultados similares obtuvieron Ando y cols.
(2002) en Holanda, Dossumbekova y cols. (2006) en Alemania y Markovska y cols.
(2011) en Bulgaria, donde encontraron una elevada prevalencia del estado funcional

“on” del gen OipA. Se ha asociado el estado funcional del gen OipA con otros



factores de virulencia y diversos resultados clinicos. Cabe destacar que estos
estudios asocian la presencia del gen OipA o el estado funcional de este gen con
ulcera duodenal, y solo existe un estudio hasta la fecha que lo asocia con cancer
gastrico. Yamaoka y colaboradores (2006) realizaron un estudio en 80 pacientes con
ulcera duodenal, 80 pacientes con gastritis y 40 pacientes con cancer gastrico.
Encontraron que la expresion del factor de virulencia OipA se asocio
significativamente con cancer gastrico en comparacién con gastritis [OR: 4,8 (IC 95%
1,4 a 16,8), p=0,013], y concluyen que OipA es un predictor independiente

determinante de cancer gastrico.

Se han realizado algunos estudios con el objetivo de identificar las cascadas de
sefalizacion inducidas por OipA sobre la célula epitelial (revisado por Yamaoka,
2010. Figura 1). En el afio 2009, Tabassam y colaboradores sugirieron que OipA
induce la produccién de IL-8 a través de la activacion de la via de sehializacidon
EGFR-PI3K. Estos autores estudiaron a través del cultivo de lineas celulares de
cancer gastrico, que al inhibir la fosforilacion de EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) mediante un inhibidor farmacolégico en las células infectadas con la cepa
silvestre de H. pylori (OipA+) se redujo la produccién de IL-8 en un 60% (Figura 2).
Sin embargo, la inhibicion de la activacién de EGFR en los mutantes OipA o cag PAI
reduce la produccion de IL-8 en un 30% aproximadamente. Ademas, el tratamiento
de las células infectadas con la cepa silvestre de H.pylori con un inhibidor
farmacolégico de PI3K reduce la produccion de IL-8 en aproximadamente un 50%,
mientras que la inhibicién de la activacion de PI3K en los mutantes OipA o cag PAI
reduce la produccion de IL-8 sd6lo en un 25%. Considerando estos resultados los

8



autores proponen que OipA y cag PAl inducen la produccién de IL-8 en la célula

epitelial de la mucosa gastrica a través de la activacion de la via EGFR-PI3K.

Figura 1. Vias de senalizacién de OipA relacionadas con patogenicidad.
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OipA regula diferentes vias de senalizacién en la célula epitelial. OipA es necesario para la
activacion completa del promotor de IL-8, que diverge rio arriba de IRF. Participa en la
activacion de STAT1/IRF1/ISRE vy la fosforilacién de FAK. Tomado de Yamaoka (2010).

El EGFR se ha convertido en objeto de estudio en diversos tipos de cancer debido a
su importante participacion en la biologia tumoral. En cancer gastrico, el EGFR se

encuentra sobre expresado y se sabe que la amplificacién de su gen se correlaciona



con un pobre pronéstico de la enfermedad (Zheng y colaboradores, 2004, Kim y
colaboradores, 2008). Considerando que el gen OipA de H. pylori (en su estado
funcional “on”) esta relacionado con cancer gastrico, y que esta proteina activa la via
de sefalizacion de EGFR, es posible proponer que exista una interaccion entre

ambos genes sobre el riesgo de desarrollar cancer gastrico.

Figura 2. Participacién de EGFR, PI3K en la produccion de IL-8 inducida por H. pylori en
células epiteliales gastricas.
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Il No-inhibitor
W0~ ] EGFR-inhibitor
1500 | PI3K inhibitor
1000 -
800 - S -
-l
600
400 +
200 -
O - . I I
Mock g cag PAI OIpA
infected VAP o tants mutants

Se cultivaron lineas celulares AGS infectadas con la cepa silvestre de H. pylori, mutantes cag
PAl y mutantes OipA durante 18 horas con o sin tratamiento previo con un inhibidor
farmacologico de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (AG1478) o un inhibidor de
PI3K durante 2 horas. Al inhibir la fosforilacién de EGFR se redujo la produccién de IL-8 en
un 60%, mientras que la inhibicion de la activacion de EGFR en los mutantes cag PAI o
mutantes OipA redujo la produccién de IL-8 en aproximadamente el 30%. Tomado de
Tabassam y cols., (2009).
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1.2. Gen EGFR:

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro de la familia
de receptores tirosina quinasa de la familia erb-B, que incluyen a EGFR (ErbB-1 o
HER-1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3), y ErbB4 (HER4), y esta implicado en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion en varios tipos celulares (Han y Lo,
2012). El gen que codifica EGFR esta localizado en el brazo corto del cromosoma 7
(7p12.1-12.3). Su producto es una glicoproteina de transmembrana de 170-kDa, que
comunmente se expresa en los tejidos humanos normales (entre ellos mucosa

gastrica) y malignos (Keates y colaboradores, 2007).

La activacion del EGFR esta relacionada con multiples procesos biologicos,
incluyendo la progresion del ciclo celular, la invasién y la diferenciacion celular, que
estan estrechamente relacionados con la progresion tumoral (Mammano vy
colaboradores, 2006). La expresion de EGFR estd aumentada en muchas
enfermedades inflamatorias y cancer, donde la inflamacion es prevalente. Esta
presente en la superficie de las células cancerosas de varios tipos de tumores
malignos, y se encuentra sobre expresado en aproximadamente 30% de los tumores
primarios, asociandose significativamente con estadios avanzados de la enfermedad,

prondstico, supervivencia, y la respuesta a quimioterapia (Grandis y cols., 2004).

Esta familia de receptores comparte la misma estructura molecular. Tienen un
dominio intracelular que se activa tras la union del ligando al dominio extracelular de
EGFR (Carpenter y Cohen, 1990). Esta unidon conduce a la dimerizacion del receptor,

por la activacion del dominio citosolico del receptor tirosina quinasa y la
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autofosforilacién de los receptores, causando la activacion de una cascada de
transduccion de sefales que promueven la proliferacion, diferenciacion, invasion,
migracion, metastasis, angiogénesis e inhibicion de la apoptosis. Sin embargo, hay
varios mecanismos que conducen a la activacion aberrante del receptor observado
en el cancer, incluyendo la sobre expresion de EGFR, la mutacion en regiones
codificantes para aminoacidos relacionados con la dimerizacién de ligando-receptor y

la activacion independiente del ligando (Laskin y colaboradores, 2004).

Se reconocen al menos tres vias principales de esta senalizacion, que estan
involucradas en el desarrollo y la progresion del cancer (Figura 3): primero, a través
de una via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), conduce a la activacién de Akt y a
la supresion de la apoptosis; segunda, una via a través de Grb2 y Sos que conduce a
la activacion de Ras que estimula el ciclo celular, y tercero, a través de la
fosforilacion de fosfolipasa C-v1 que conduce a la reorganizacion de la actina
relacionada con PIP2 (Brandt y colaboradores, 2006; Han y Lo, 2012). Ademas, el
EGFR activado fosforila e interactua directamente con el factor de transcripcién
STAT3. Activa su dimerizacion, el transporte nuclear y la regulacion de sus genes. Se
ha demostrado que STAT3 activado por EGFR, activa la expresiéon de un represor
transcripcional de E-cadherina, TWIST, y, por consiguiente, promueve la transicion

epitelio-mesenquimal (Han y Lo, 2012).
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Figura 3. Vias de senalizacién del receptor EGFR.

a -

La unién del ligando al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) induce su
dimerizacion a través de un mecanismo mediado por el receptor. La diversificacion de la
sefial se genera por la presencia de multiples ligandos similares a EGF y la formacién de
diferentes combinaciones de receptor dimérico. Tomado de Gschwind (2004).

Se han descrito algunos polimorfismos funcionales que han sido asociados con
modificaciéon de la expresion y funcionalidad de EGFR. Dentro de estos
polimorfismos se encuentra una repeticion polimoérfica del dinucledtido CA en el intron
1 (CA-SSR-l) y un polimorfismo de nucleétido unico (SNP) en la region del promotor,

-216G>T (Liu y colaboradores, 2005), mientras que un SNP en el codon 497 se
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asocia con disminucion en la actividad de EGFR (Moriai y colaboradores, 1994).
Algunos autores han demostrado que estos polimorfismos: SNP -216G>T y CA-SSR-
| de EGFR pueden predecir la efectividad del tratamiento con algunos farmacos
inhibidores de la fosforilacién de tirosina kinasa de EGFR como Gefitinib y Erlotinib
(Jung y colaboradores, 2012) y Cetuximab, un anticuerpo monoclonal con afinidad

por el dominio extracelular de EGFR (Glover y colaboradores, 2004).

1.2.1. Polimorfismo CA-SSR-I:

Se ha descrito un mecanismo de regulacion de la transcripcién in vitro e in vivo del
EGFR en una regidon altamente polimorfica que depende de la longitud de la
repeticion de CA-SSR-I. Se considera un alelo corto menor o igual a 16 repeticiones
CAy un alelo largo cuando es mayor a 17 repeticiones CA. La longitud de los alelos
de este polimorfismo del dinucledtido CA se correlaciona inversamente con la
actividad transcripcional del gen (Zhang y colaboradores, 2007). Gebhardt y
colaboradores (1999) encontraron al estudiar lineas celulares, que el nivel de
transcripcion del alelo de 17 repeticiones se reduce en un 50% con respecto al de 16
repeticiones y, cuando hay 21 repeticiones, la transcripcion disminuye en
aproximadamente 80%, lo que resulta en una disminucion de los niveles celulares de

proteina EGFR.

En el afio 2007, Zhang y colaboradores realizaron un estudio en 176 pacientes
caucasicos con cancer pulmonar y 161 controles, y demostraron que el menor
numero de repeticiones de CA en el intron 1 de EGFR (CA-SSR-I) estuvo asociado

con el riesgo de desarrollar cancer de pulmén [OR: 1,94, (IC95% 1,16-3,23) para ser
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portador de un alelo con 16 repeticiones CA y (OR: 3,04, 1C95% 1,53-6,04) para ser
homocigoto para el alelo de 16 repeticiones]. Los autores concluyeron que este
hallazgo permite identificar una posible poblacion susceptible para desarrollar cancer

pulmonar.
1.2.2. Polimorfismo SNP -216G>T (rs712829):

En el ano 2005, Liu y colaboradores encontraron un polimorfismo funcional en el
promotor de EGFR; el SNP -216G>T. Este se encuentra en un sitio de
reconocimiento del factor de transcripcion Sp1, que es una region critica para la
actividad del promotor, y sugieren que tiene una relevancia funcional, incluyendo la
susceptibilidad a los inhibidores de EGFR. Estos autores transfectaron células de
cancer humano y lineas celulares de fibroblastos con vectores reporteros que
contenian la secuencia del promotor de EGFR con este polimorfismo. La sustitucion
de G por T en la posicion -216 aumenté la actividad del promotor en un 30%
(p<0,04). Por lo tanto, es probable que el polimorfismo -216G>T puede, al menos en

parte, contribuir a la variabilidad de la expresion del EGFR.

Spindler y colaboradores en el ano 2006 encontraron que este polimorfismo funcional
(-216G>T) se correlaciona con una actividad aumentada del promotor y una
importante respuesta a la quimiorradiacidon en pacientes con cancer de recto
localmente avanzado. Los portadores del alelo -216T presentaron un mayor grado
de regresion tumoral comparado con los homocigotos -216G (p=0,023). A pesar de
existir evidencia funcional, hasta la fecha no se han publicado estudios que asocien

este polimorfismo con el riesgo de cancer gastrico u otros tipos de cancer.
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1.2.3. Polimorfismo R497K (rs2227983):

R497K es otro polimorfismo de EGFR. En 1993, Moriai y colaboradores demostraron
que la sustitucion de arginina por lisina en el codon 497 (R497K) en el dominio
extracelular dentro del subdominio IV del gen EGFR tiene funciones atenuadas en la
unién al ligando, activacion de la tirosina quinasa, y la estimulacion del crecimiento.
En 1994, estos mismos autores demostraron en un estudio in vitro que el mutante
497K tiene funciones atenuadas en la union a ligando, la estimulacion del
crecimiento, la activacion de la tirosina quinasa, y la induccion de los protooncogenes

myec, fos, y jun en comparacion con el tipo silvestre 497R.

En el afio 2005, Zhang y colaboradores evaluaron los polimorfismos CA-SSR-Il y
R497K en 59 pacientes con cancer rectal avanzado, que fueron tratados con quimio y
radioterapia adyuvante o neoadyuvante. Estudiaron estos polimorfismos en forma
individual y combinada, y encontraron que los pacientes que tenian el genotipo
homocigoto o heterocigoto para arginina (GA o GG) y tenian un numero de
repeticiones CA menor a 20 (ambos alelos <20) presentaban un mayor riesgo de
recurrencia local (p=0,05), mientras que ningun paciente con el genotipo homocigoto
para lisina (AA) presentd recidivas durante el periodo de seguimiento. Estos autores
concluyeron que los polimorfismos CA-SSR-l y R497K pueden ser indicadores
potenciales de radiosensibilidad en pacientes con cancer rectal tratados con quimio y
radioterapia. Wang y colaboradores, en el afio 2007, analizaron el efecto de este
polimorfismo en las caracteristicas clinico-patolégicas de 209 pacientes con

carcinoma colorrectal. Encontraron que en pacientes con el genotipo homocigoto
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para lisina se observa una marcada disminucion en la fosforilacion de EGFR
(PEGFR), asi, el homocigoto para arginina tiene un 75%, EGFR positivo, mientras
que para lisina 85% es, EGFR negativo. Ademas encontraron que los portadores del
alelo K tienen mayor sobrevida frente a los portadores del alelo R (p<0,01).
Concluyeron que el polimorfismo R497K podria ser un factor determinante para la
reduccion en la recurrencia tumoral de pacientes con carcinoma colorrectal avanzado
que recibieron cirugia curativa y una mayor supervivencia de los pacientes con
carcinoma colorrectal avanzado metastasico. Del mismo modo, Sasaki vy
colaboradores en el afio 2009, analizaron el polimorfismo R497K en 225 casos de
pacientes con carcinoma de pulmon excepto en carcinoma de células pequenas
(NSCLC). Encontraron que en los pacientes con ganglios negativos, R497K no se
correlacioné con la evolucién de la enfermedad. En pacientes con ganglios positivos,
sin embargo, 497K se asocio significativamente con una mejor supervivencia global
(p=0,0072). Asi, los pacientes con genotipo homocigoto para arginina tuvieron un

peor pronodstico que los pacientes homocigotos o heterocigotos para lisina.

En conjunto estos antecedentes permiten proponer que el polimorfismo R497K se
relaciona con las caracteristicas clinico-patolégicas de algunos tipos de cancer. A
pesar de que existen antecedentes que apoyan el efecto funcional de este
polimorfismo sobre la funcion de EGFR y algunas consecuencias fenotipicas, a la
fecha no existen estudios que investiguen la asociacién de este polimorfismo con

riesgo de algun tipo de cancer.
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Los factores de virulencia de Helicobacter pylori son de gran interés para la
comunidad cientifica no sélo por su heterogeneidad genética sino por el potencial
patogénico que les brinda esta variabilidad. Teniendo en cuenta estos antecedentes
es pertinente establecer la asociacion existente entre uno de estos factores de
virulencia, OipA, su estado funcional “on” y los polimorfismos del receptor de factor

de crecimiento epidérmico EGFR y la patogénesis del cancer gastrico.
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2. HIPOTESIS

1. Los polimorfismos -216G>T, R497K y CA-SSR-I del gen EGFR, y el factor de
virulencia OipA en estado funcional “on” de H.pylori, se asocian con cancer

gastrico.

2. La interaccion entre los polimorfismos del gen EGFR y el factor de virulencia

OipA en estado funcional “on” se asocia con cancer gastrico.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la asociacion e interaccién entre los polimorfismos CA-SSR-I, SNP -
216G>T, R497K del gen EGFR del hospedero y la presencia del gen OipA en estado

funcional “on” de Helicobacter pylori, con cancer gastrico.

Objetivos Especificos

1. Realizar un estudio de casos y controles, para establecer si los polimorfismos
CA-SSR-I, SNP -216G>T, R497K del gen EGFR del hospedero, y la presencia
del gen OipA en estado funcional “on” en H. pylori, se asocian con cancer

gastrico.

2. Analizar la interaccién entre los polimorfismos del gen EGFR y el estado

funcional “on” del gen OipA y su asociacion con cancer gastrico.
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DISENO EXPERIMENTAL/RESULTADOS
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Gastrico (n=147)

y Controles
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Muestra de
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Extraccion Extraccion
de DNA de DNA
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Py (*) H. pylori por PCR J
Casos Controles & -
A 4 ~ (n= 59) (n=84) H.pylori (-)

/ Genotipificacion I+l
de los

polimorfismos { Secuenciacion J CasosJ [ Controles J

R497K, -216G>T y del gen OipA (n=88) (n=76)
CA-SSR-I del gen

EGFR
& o
OipA “on” OipA “off”
Controles Casos Controles
(n=49) (n=4) (n=35)

Asociacion de los Analisis de interaccion Asociacion del
polimorfismos R497K, génica entre el gen OipAy estado funcional

-216G>T y CA-SSR-I del los polimorfismos R497K, “on” del gen OipA
gen EGFR con cancer -216G>T y CA-SSR-I del con cancer gastrico
gastrico gen EGFR
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Sujetos:

Se incorporaron 147 casos de cancer gastrico y 160 controles. Los casos se
seleccionaron entre aquellos pacientes con diagndéstico preoperatorio de cancer
gastrico a quienes se les realizd6 gastrectomia total para reseccion quirurgica del
tumor. Los controles incluidos en este estudio se seleccionaron entre los individuos a
quienes se les realiz6 endoscopia digestiva alta y no fueron diagnosticados con

cancer gastrico.

4.1.1. Criterios de inclusion de casos y controles:

Casos de cancer gastrico: El diagndstico se confirmé mediante histopatologia. Se
excluyeron aquellos casos que pertenecian a familias que se ajustaban al criterio de
otros sindromes de cancer familiar: cancer gastrico difuso hereditario (HDGC),

cancer colorrectal hereditario no polipésico (HPNCC), y cancer de mama hereditario.

Controles: Se incluyeron individuos que presentaban endoscopia digestiva alta dentro
de limites normales o con patologia gastrica diferente a cancer gastrico. Se

excluyeron sujetos con antecedentes familiares de cancer gastrico.

4.1.2. Procedencia de los grupos muestrales:

Los pacientes con cancer gastrico incluidos en este estudio provenian de diferentes
centros hospitalarios: Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Complejo

Asistencial Barros Luco, Hospital San Juan de Dios y Hospital Salvador, localizados
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todos ellos en la Regién Metropolitana. Los controles se obtuvieron del Servicio de

Gastroenterologia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.
4.1.3. Muestras:

De los casos se obtuvo una muestra de mucosa de la curvatura mayor del cuerpo
gastrico a partir de la pieza quirurgica extraida en pabellon y una muestra de 4 ml de
sangre periférica mediante puncion venosa del antebrazo, almacenados en un tubo
vacutainer con anticoagulante EDTA. En los controles, la muestra de mucosa de la
curvatura mayor del cuerpo gastrico se obtuvo mediante biopsia endoscépica. Las
muestras de mucosa gastrica obtenidas en ambos grupos se transportaron y

almacenaron en PBS a 4°C.
4.1.4. Aspectos bioéticos:

Los sujetos incorporados a este estudio firmaron un consentimiento informado
aprobado por los Comités de Bioética de cada Hospital y la Facultad de Medicina de

la Universidad de Chile (Anexo 1).

4.2. Andlisis de Laboratorio:

4.2.1. Analisis del estado funcional del gen OipA:
4.21.1. Extraccion de DNA:

Se extrajo DNA a partir de muestras de mucosa gastrica obtenidas de los casos y los
controles. La extracciéon de DNA se realiz6 mediante el equipo de reactivos Favor
Prep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen, Corea).
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4.2.1.2. Clasificacion de los sujetos como H.pylori (+) y H.pylori (-):

Para detectar la presencia de genoma de H.pylori se utilizo el ensayo 5' Exonucleasa
(Tagman®). Se elaboré una mezcla de reaccion que contenia 2.0 ul de DNA (2.5
ng/ul), 5.0 ul de Universal Master Mix 2x de TagMan® (AppliedBiosystem), 0.25 ul de
Tagman® SNP Genotyping Assay (AppliedBiosystem) y 2.75 ul de agua libre de
DNAasa, para un volumen final de 10 ul en cada pocillo. De los reactivos antes
mencionados, el Universal Master Mix 2x de Tagman® contenia dNTPs, buffer,
AmpliTagGold® DNA Polimerasa y ROX ™ referencia pasiva. El Ensayo para
Genotipificacion de Tagman® (Tagman® Genotyping Master Mix, Master Mix de
genotipificacion Tagman®), contenia 2 pares de cebadores: uno para amplificar el
gen 16S de H. pylori, y el otro para amplificar el gen beta globina del genoma
humano; y 2 sondas especificas: una para el gen 16S de H. pylori (TAMRA 5-
ATTACTGACGCTGATTGCGCGAAAGC-3’ 6-FAM) y otra para el gen beta globina
(TAMRA 5’- TGGCTAATGCCCTGGCCCACAA-3 HEX) (Kobayashi y cols., 2002). La
reaccion se realizd en un equipo de PCR en tiempo Real StepOne
(AppliedBiosystem) con el siguiente protocolo de reaccion: 60°C/0:30, 95°C/10:00,
seguido de 50 ciclos de: 92°C/0:15 + 60°C/0:30 para finalizar con 60°C/0:30. Las
sondas presentan en su extremo 3' una molécula que inhibe la fluorescencia o
“‘quencher” (TAMRA) y en su extremo 5' el fluorocromo respectivo (VIC o 6-FAM). Por
lo tanto al producirse la complementariedad con el DNA blanco y permitir el avance
de la reaccion, la polimerasa con actividad 5'- 3' Exonucleasa degradé la sonda, por
lo que la senal de fluorescencia generada por la amplificacion indico la presencia o
ausencia del gen 16S en la muestra.

24



4.2.1.3. Tipificacién de factores de virulencia mediante secuenciacion del gen OipA:

El numero de repeticiones CT del gen OipA se analiz6 mediante PCR convencional y
secuenciacion, a partir del DNA extraido de las muestras de mucosa gastrica
clasificadas como H. pylori positivo. . Los partidores utilizados para amplificar el gen
OipA fueron: F: 5-CCATGAAAAAAGCTCTCTTACT-3 y R: 5'-
GCCCTTTTACCCTTCGTTCAA-3’ (Yamaoka y cols., 2002). La reaccion se realiz6é en
un volumen final de 30 uL conteniendo 1x buffer reaccion RBC, 0,5 yM de cada
partidor, 200 uM de desoxirribonucledsido trifosfato, 1,5 U de RBC® Tagq DNA
Polimerasa (RBC Biosciences), y 2uL de DNA. La reaccion de PCR se llevé a cabo
en un termociclador con el siguiente esquema de ciclos: 94°C/3 minutos, seguido de
35 ciclos de 94°C/30 segundos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, para

concluir con una extension final de 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR obtenidos se secuenciaron por el método de Sanger mediante

el servicio ofrecido por Macrogen (Corea).

4.2.2. Analisis de polimorfismos del gen EGFR:

4.2.2.1. Extraccion de DNA:

Para tipificar los polimorfismos del gen EGFR se extrajo DNA a partir de muestras de
sangre periférica obtenidas de los casos y los controles. A cada participante se le
extrajo 10 ml de sangre periférica mediante puncion venosa del antebrazo, los que se
colectaron en un tubo vacutainer con EDTA como anticoagulante. A partir de estas

muestras se extrajo DNA gendmico total utilizando la técnica de Chomczynski y cols.,
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(2006). Para determinar la concentracion y pureza del DNA obtenido se midi6 la
absorbancia a 260nm y 280nm en un espectrofotdbmetro modelo Shimatzu. La
concentracion de DNA se calculd considerando que 1 unidad de absorbancia a
260nm corresponde a 50ug/ml. Las soluciones de trabajo tuvieron una concentracién

de 2.5ng/pl.

4.2.2.2. Analisis del polimorfismo CA-SSR-I:

Este polimorfismo se analiz6 mediante amplificacion por PCR vy posterior
electroforesis capilar. La reaccion de PCR se realizé utilizando los partidores: F: 5'-
GTTTGAAGAATTTGAGCCAACC-3'y R: 5'-GCATGTTTCCCCTGTCAAGT-3' (Huang
y cols., 2009). El partidor directo estaba marcado en su extremo 5' con el fluoréforo
6-FAM. Ambos partidores se alinean adyacentes a la region del intron 1 del gen
EGFR donde estan presentes las repeticiones CA. La reaccion se realizd en un
volumen final de 30 pL conteniendo 1x buffer reaccién RBC, 0,5 uM de cada partidor,
200 pM de desoxirribonucledsido trifosfato, 1,5 U de RBC® Tag DNA Polimerasa
(RBC Biosciences), y 2uL de DNA. La reaccion de PCR se llevd a cabo en un
termociclador con el siguiente esquema de ciclos: 94°C/3 minutos, seguido de 35
ciclos de 94°C/30 segundos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, para
concluir con una extension final de 72°C por 5 minutos. El producto de PCR
correspondi6 a un fragmento de aproximadamente 180 pares de bases. Finalmente,
el producto de PCR se resolvidé en un equipo de electroforesis capilar ABI 3730XL,

utilizando el marcador 400HD como estandar de tamarno. Este Ultimo analisis se
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realizd en Macrogen (Corea). Los tamanos exactos de los fragmentos obtenidos se

estimaron utilizando el programa Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems).

4.2.2.3. Analisis del polimorfismo R497K (rs2227983):

Para genotipificar el SNP R497K del gen EGFR se utiliz6 el ensayo §' Exonucleasa
(Tagman®), utilizando un ensayo predisefiado disponible comercialmente (Applied
Biosystem). El software StepOne V2.1 (AppliedBiosystem) realizé la discriminacion
alélica, en donde se registr6 el aumento de la fluorescencia en cada ciclo de
reaccion, visualizado en un grafico el aumento de la fluorescencia en el tiempo. Los
graficos que mostraron curvas de fluorescencia para VIC y 6-FAM identificaron a
individuos de genotipo heterocigoto (AG), una sola curva de fluorescencia para VIC,
identifica los individuos de genotipo homocigoto del alelo 1 (AA) y fluorescencia para

6-FAM identifica a los individuos homocigotos para el alelo 2 (GG).

4.2.2.4. Analisis del SNP -216G>T (rs712829):

Este polimorfismo se analizé mediante la técnica PCR-RFLP de acuerdo al protocolo
descrito por Liu y cols., (2005). La reaccion de PCR se realizé utilizando los
partidores 5-TCTGCTCCTCCCGATCCCTCCT-3" y 5-
CAGGTGGCCTGTCGTCCGGTCT-3'. La reaccioén se realizd en un volumen final de
10 pL conteniendo 1x de Buffer Phusion® GC, 0,5 yM de cada partidor, 200 uM de
desoxirribonucledsido trifosfato, 3% DMSO, 0,02 U de DNA Polimerasa Phusion®
Hot Start Il (FINNZYMES, Finlandia), y 1uL de dilucién 1 en 10 del DNA. La reaccion

de PCR se llevo a cabo en un termociclador con el siguiente esquema de ciclos:
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98°C/3 minutos, seguido de 35 ciclos de 98°C/15 segundos y 72°C por 15 segundos,
para concluir con una extension final de 72°C por 5 minutos. El producto de PCR
correspondio a un fragmento de 220 pares de bases. El producto de PCR se digiri6 a
37C° durante toda la noche con 3 unidades de la enzima de restriccion BseRI® (New
England Biolabs). Finalmente los productos de digestion se resolvieron en
electroforesis en gel de agarosa al 3%. Los individuos homocigotos (GG) presentaron
un fragmento de 184 pares de bases. Los individuos heterocigotos (GT) generaron
un fragmento de 184 pares de bases, uno de 112 pares de bases y otro de 86 pares
de bases. Los individuos homocigotos (TT) presentaron bandas de 112 pares de

bases y de 86 pares de bases.

4.3. Analisis estadistico aplicado al estudio:

Para comparar entre casos y controles las frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos del gen EGFR y la frecuencia de sujetos infectados con cepas OipA en
estado “on” se utilizé el test exacto de Fisher de dos colas. Se considero significativo

valores de p<0.05.

Se midié la fuerza de asociacién con cancer gastrico de cada polimorfismo de EGFR
y del estado funcional “on” del gen OipA, utilizando la razén de paridad (OR, Odds

ratio) con 95% de intervalo de confianza.

Se evalud si las frecuencias genotipicas de los polimorfismos de EGFR observadas

en los controles se ajustaban a lo esperado de acuerdo al equilibrio de Hardy-
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Weinberg, utilizando el test de chi-cuadrado de Pearson con una significancia

estadistica de p<0.05.

Todos los calculos se realizaron utilizando el programa STATA 10 para Windows

(Statistics Data Analysis).

Para evaluar potenciales interacciones entre los factores analizados se utilizé una
aproximacion estadistica basada en mineria de datos, implementada en el programa
MDR v3.0.2 (http://sourceforge.net/projects/mdr/, Hahn y cols., 2003). El programa
entrega valores de ganancia de informacién (1G). Un valor positivo de |G indica que
ambos atributos en conjunto explican mas que cada uno por separado. Se consideré

un valor superior a 0,5% como sugerente de interaccion.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas epidemioldgicas de la poblacién de estudio:
5.1.1. Controles.
5.1.1.1. Edady Sexo:

La tabla 1 muestra la distribucidn por rango de edad y sexo en el grupo control. La
edad media de los sujetos del grupo control fue de 44,5 afos, con un rango
comprendido entre 15 y 89 afos, y una desviacion estandar de 16,0 afios. El
principal rango de edad entre los controles se encuentra entre los 50 y 60 afnos. El

género femenino fue mas prevalente en el grupo control, en una proporcion 2:1.

Tabla 1. Distribucion de frecuencias por rango de edad y sexo en el grupo control.

Femenino Masculino
Rango de edad _ o —En o Total

15-19 4 (3,6%) 2 (4,0%) 6 (3,7%)
20-29 25 (22,7%) 7 (14,0%) 32 (20,0%)
30-39 14 (12,7%) 9 (18,0%) 23 (14,3%)
40-49 22 (20,0%) 6 (12,0%) 28 (17,5%)
50-59 28 (25,4%) 14 (28%) 42 (26,2%)
60-69 10 (9,0%) 8 (16,0%) 18 (11,2%)
70-79 6 (5,4%) 3(6,0%) 9 (5,6%)

80-89 1(0,9%) 1(2,0%) 2 (1,2%)
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5.1.1.2. Hallazgos endoscopicos.

La gastritis fue la patologia mas prevalente, principalmente de tipo erosivo antral. Un
22% de los sujetos presentdé una endoscopia digestiva alta dentro de limites
normales. Ademas se observd la presencia de otras patologias inflamatorias del
tracto digestivo superior en menor proporcion. Estos resultados indican que en el
grupo control existen diversas patologias de tracto digestivo, donde predomina el
componente inflamatorio, y la infeccidn por Helicobacter pylori.

Tabla 2. Distribucion de frecuencias de hallazgos endoscopicos en sujetos del grupo
control.

Sujetos
Hallazgo endoscoépico
n= 160 (%)
Sin patologia 36 (22,5%)
Esofagitis 13 (8,1%)
Hernia hiatal 5 (3,1%)
Gastritis 73 (45,6%)
Duodenitis 3 (1,8%)
Lesiones vasculares 6 (3,7%)
Ofras 24 (15%)

5.1.2. Casos.

5.1.2.1. Edady sexo:

La tabla 3 muestra la distribucion de frecuencias por rango de edad y sexo en los
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casos de cancer gastrico. La edad media de los casos de cancer gastrico fue de 66,5
anos, con un rango comprendido entre 30 y 89 anos, y una desviacion estandar de

11,0 anos.

Del total de casos, la mayoria fueron varones. Estos hallazgos concuerdan con lo
reportado en la literatura (Sipponen, P. y Correa, P., 2002), donde el cancer gastrico
es mas frecuente en hombres, en zonas de alta incidencia y mortalidad por esta
enfermedad.

Tabla 3. Distribucion de frecuencias de casos de cancer gastrico clasificados por
rango de edad y sexo.

Rango de edad Femenino Masculino Total
n=46 (%) n=101 (%) n=147 (%)
30-39 2 (4,3%) 1(0,9%) 3 (2,0%)
40-49 4 (8,6%) 5 (4,9%) 9 (6,1%)
50-59 9(19,5%) 15 (14,8%) 24 (16,3%)
60-69 9(19,5%) 34 (33,6%) 43 (29,2%)
70-79 19 (41,3%) 34 (33,6%) 53 (36,0%)
80-89 3 (6,5%) 12 (11,8%) 15 (10,2%)

5.1.2.2. Descripcion anatomopatoldgica

5.1.2.2.1. Localizacion y tamafo tumoral

Respecto a la localizacion del tumor, se dividio anatbmicamente el estdbmago en

tercio proximal (corresponde al fondo gastrico), tercio medio (compromiso del cuerpo
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gastrico), y tercio distal (incluye antro y piloro). Se excluyeron aquellos tumores
presentes en la union gastroesofagica, de acuerdo a la clasificacion de la AJCC
(American Joint Commitee on Cancer), ya que algunos estudios han demostrado que
los adenocarcinomas del cardias tienen una biologia diferente, caracteristicas clinico-
patologicas distintas y un peor pronostico en comparacion con los adenocarcinomas

de estbmago distal (Hu y cols., 2012; Lee y cols., 2013).

La tabla 4 muestra la distribucion de las frecuencias de casos de cancer gastrico,
segun la localizacién y el tamafo tumoral. EI compromiso tumoral mas frecuente se
presentd a nivel de los tercios medio e inferior gastrico. Estos hallazgos concuerdan
con lo reportado en la literatura, donde la localizacion mas frecuente del
adenocarcinoma gastrico se presenta a nivel de la curvatura mayor y en la region

antral (Sutton, P. y Mitchell, H. 2010).

En cuanto al tamafio tumoral, clasificamos a los tumores de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Adachi y cols. (1997) en 3 grupos: el primer grupo comprendid
aquellos tumores que tenian un diametro menor a 4 centimetros, el segundo grupo
incluydé a los tumores entre 4 y 10 centimetros de diametro, y el tercer grupo a los
tumores mayores a 10 centimetros. Los tumores con un diametro entre 4 y 10
centimetros fueron los mas frecuentes. Estos resultados muestran que los casos de
cancer gastrico incluidos en este trabajo corresponden a estadios avanzados de la

enfermedad, dado el tamafio y localizacion de los tumores.
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Tabla 4. Distribucion de las frecuencias de casos de cancer gastrico segun la
localizacion y el tamafo tumoral.

Casos cancer gastrico
Descripcion anatéomica

n=147 (%)

Localizacion

Tercio gastrico superior 12 (8,1%)
Tercio gastrico medio 69 (46,9%)
Tercio gastrico inferior 66 (44,8%)

Tamano tumoral

<4 cm 41 (27,8%)
4 cm-10 cm 81 (55,1%)

5.1.2.2.2. Presentacion macroscoépica

Respecto al aspecto macroscopico del tumor se utilizé la clasificacion Japonesa
para los tumores incipientes y la clasificacién de Borrmann ampliada para el estadiaje
de los tumores avanzados. En la tabla 5 se muestra la frecuencia de casos de cancer
gastrico segun su presentacion macroscopica. El estadio mas prevalente entre los
casos de cancer gastrico incipiente fueron el estadio Ilb y Il que corresponden a
lesiones planas y ulceradas respectivamente. Respecto al cancer gastrico avanzado,
los tumores tipo Ill de Borrmann (tumores ulcerados con margenes infiltrativos)
fueron los mas frecuentes. Estos hallazgos sugieren que en los casos incluidos en el

presente estudio, los tumores mas prevalentes al momento del diagndstico
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comprenden lesiones mas avanzadas, lo cual difiere de paises como Japon, donde el

cancer gastrico mas frecuente es el cancer incipiente (Lee y cols., 2012).

Tabla 5. Frecuencia de casos de cancer gastrico segun su aspecto macroscopico.

Aspecto macroscépico Casos de cancer gastrico n=147 (%)

Cancer Incipiente
Clasificacion Japonesa n= 24 (16,3%)
I 2 (8,3%)
lla 3(12,5%)
IIb 7 (29,1%)
lic 5 (20,8%)
I 7 (29,1%)
Cancer Avanzado
Clasificacion de Borrmann n=123 (83,6%)
1 5 (4,0%)
2 15 (12,1%)
3 68 (55,2%)
4 27 (21,9%)
5 8 (6,5%)

5.1.2.2.3. Tipo histolégico.

De acuerdo a la clasificacion de Lauren (Lauren, 1965), clasificamos los tumores
segun su tipo histolégico en intestinal y difuso. Segun lo reportado por Zheng y cols.
(2008), incluimos un tercer tipo histolégico, el tipo mixto, el cual comparte

caracteristicas tanto de tipo intestinal como difuso. El adenocarcinoma de tipo
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intestinal comprende los subtipos: tubular, papilar y mucinoso. El adenocarcinoma de
tipo difuso puede tener o no células en anillo de sello. La tabla 6 muestra la
frecuencia de tumores clasificados segun tipo histologico, y observamos que el tipo
intestinal fue el mas prevalente entre los casos de cancer gastrico, y de éstos, el mas
frecuente fue el subtipo tubular. Los tumores de tipo difuso presentaron en su
mayoria células en anillo de sello. Sin embargo en los tumores de tipo histologico
mixto predominé el componente difuso. Estos hallazgos indican que la distribucion de

los diferentes tipos histoldgicos tiende a ser homogénea en la poblacién estudiada.

Tabla 6. Frecuencia de tumores clasificados segun tipo histolégico.

Casos de cancer gastrico

Tipo histolégico

n=147 (%)
Intestinal 66 (44,8%)
Tubular 58 (87,8%)
Papilar 4 (6,0%)
Mucinoso 4 (6,0%)
Difuso 53 (36,0%)
Células en anillo de sello 36 (67,9%)
No informado 17 (32,0%)
Mixto 28 (19,0%)

5.1.2.2.4. Grado de diferenciacién tumoral, estadio anatémico y grupo prondstico:

El cancer gastrico lo clasificamos de acuerdo a la OMS (IARC, 2013) segun su
diferenciaciéon tumoral en dos subgrupos, alto y bajo grado (Tabla 7). Los tumores de
alto grado fueron el subgrupo mas prevalente, que corresponde a adenocarcinomas

indiferenciados o poco diferenciados. Los tumores de bajo grado corresponden a los
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adenocarcinomas moderadamente diferenciados o bien diferenciados. Estos
resultados muestran que en la poblacion estudiada predominan los tumores peor
diferenciados al momento del diagndstico.

Tabla 7. Frecuencia de casos de cancer gastrico clasificados segun el grado de
diferenciacion tumoral.

Casos de Cancer

Diferenciacién tumoral Gastrico
n= 147 (%)
Alto grado 81 (55,1%)
Indiferenciado 6 (7,4%)
Poco diferenciado 75 (92,5%)
Bajo grado 66 (44,8%)
Moderadamente diferenciado 47 (71,2%)
Bien diferenciado 19 (28,7%)

La tabla 8 muestra la frecuencia de tumores clasificados segun su estadio anatémico
(clasificacion TNM) y grupo prondstico. Al analizar el total de la muestra, observamos
que los estadios mas avanzados fueron los mas prevalentes en este grupo. Estos
hallazgos indican que en los casos incluidos en el presente estudio, predominan las
etapas de cancer gastrico de peor prondstico y los tumores mas agresivos al

momento del diagndstico.
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Tabla 8. Frecuencia de tumores clasificados segun etapas (estadio anatomico) y
grupo pronastico.

Etapas/ grupo Casos Cancer
pronéstico Gastrico n=147 (%)
IA 18 (12,2%)
IB 11 (7,4%)
A 11 (7,4%)
B 8 (5,4%)
A 20 (13,6%)
B 30 (20,4%)
lnc 38 (25,8%)
\Y 11 (7,4%)

5.2. Clasificacion de los sujetos segun la presencia de infeccion por

Helicobacter pylori (+):

Para realizar esta clasificacion, se determiné el estado de infeccion de cada individuo
amplificando el gen 16S de H. pylori mediante PCR en tiempo real. La infeccidén con
H. pylori fue mas prevalente entre los controles en comparacion con los casos de
cancer gastrico. La frecuencia de los infectados por H. pylori fue mayor en los
adenocarcinomas de alto grado en comparacion con el subgrupo de bajo grado

(p=0,17) (Tabla 9).
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Tabla 9. Frecuencia de infectados por H. pylori en casos de cancer gastrico y

controles.

Estado de

infeccién por

Controles
n= 160 (%)

H. pylori
H. pylori (-) 76 (47,5%)

Casos
n=147 (%)

88 (59,8%)

CG Alto CG Bajo
Grado Grado
n=81 (%) n=66 (%)
44 (54,3%) 44 (66,6%) -

Valor de

P

H. pylori (+) 84 (52,5%)

59 (40,1%)

37 (45,6%) | 22 (33,3%) 0,17

5.3. Genotipificacion del gen OipA de H. pylori:

De acuerdo al numero de repeticiones de dinucleétido CT en la regién codificante o

secuencia sefial del gen OipA, se pueden clasificar los aislados como “on” (codifican

por OipA funcional) u “off’ (codifican por OipA trunca no funcional). EI numero de

repeticiones de dinucledtido CT del gen OipA se determind mediante un analisis de

secuenciacion de DNA. En un caso y en 9 controles H. pylori (+) no fue posible

determinar la presencia de repeticiones CT mediante secuenciacion de nucledtidos,

por lo cual se excluyeron del analisis.

Figura 4. Secuencia del gen OipA de Helicobacter pylori que representa el patron de 6
repeticiones de dinucledtido CT en la region codificante 5°.
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La tabla 10 muestra la frecuencia de repeticiones del dinucleétido CT del gen OipA
segun su estado funcional en casos de cancer gastrico y controles. Entre las
muestras de cancer gastrico se observd un total de 10 patrones de repeticion del
dinucledtido CT: 1+4 repeticiones (un dinucleétido CT, seguido de TT y cuatro
repeticiones CT consecutivas que no modifican el marco de lectura), 5+2 repeticiones
(siete repeticiones CT no consecutivas, que no modifican el marco de lectura), 6
repeticiones, 6 (2+4) repeticiones (seis repeticiones CT que generan un codoén de
término), 7 repeticiones, 8 repeticiones, 8 (2+6) repeticiones (ocho repeticiones CT
que no modifican el marco de lectura), 9 repeticiones, 9 (6+3) repeticiones (nueve
repeticiones CT que no alteran el marco de lectura), y 10 repeticiones. En las
muestras del grupo control se identifico un total de 14 patrones de repeticion CT
diferentes: 1+4 repeticiones, 2+3 repeticiones (dos repeticiones de dinucleétido CT,
seguidas por el dinucledtido TT, que precede a 3 repeticiones consecutivas CT y no
modifican el marco de lectura), 5 repeticiones, 5+2 repeticiones, 6 repeticiones, 6
(2+4) repeticiones, 7 repeticiones, 7 (2+5) repeticiones (siete repeticiones CT
consecutivas que originan un codén de término), 8 repeticiones, 8 (2+6) repeticiones,
9 repeticiones, 9 (2+7) repeticiones (nueve repeticiones CT que inician
prematuramente y generan un codon de término), 10 repeticiones, 10 (2+8)
repeticiones (10 repeticiones CT consecutivas que alteran el marco de lectura). Entre
las muestras de cancer gastrico, el 93,2% de las cepas H. pylori (+) se encontraban
en estado funcional “on”. El patrén mas frecuente asociado a este estado funcional
fue el que contenia 6 repeticiones CT (60%), seguido por el de 9 repeticiones

(18,1%). Respecto al estado no funcional “off” del gen OipA, en las muestras de
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cancer gastrico, se encontraron patrones con 6 (2+4), 7, 8 y 10 repeticiones CT en
una muestra cada uno. En las muestras de los controles, el 58,3% de las cepas se
encontraban en estado funcional “on”. De éstas, el 73,4% tenia 6 repeticiones CT. En
contraste, el 41,6% presenté estado no funcional “off” y en este grupo el patron mas
frecuente fue el de 7 repeticiones CT (42,8%). Estos resultados indican que en
pacientes chilenos infectados con Helicobacter pylori el estado funcional “on” de 6
repeticiones CT es el mas frecuente, y que el estado no funcional “off’ mas

prevalente corresponde al de 7 repeticiones CT.

Al analizar la distribucion de frecuencias de cepas “on”, “off” y de individuos H.pylori
(-), no se observaron diferencias estadisticamente significativas al estratificar por
edad (en controles X?=3.02, p=0.22, en casos X?=1,39, p=0.50) o por sexo (en

controles X?=1.55, p=0,46, en casos X?=0,72, p=0,70).
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Tabla 10. Frecuencia de patrones de repeticiéon del dinucleétido CT del gen OipA
segun su estado funcional en aislados de H. pylori de pacientes con cancer gastrico y

controles.
N° Patrén de Estado N° de Aislados de cancer N° de Aislados de controles
repeticiones CT Funcional gastrico H. pylori (+) (%) H. pylori (+) (%)
1+4 On 5(9,0%) 4 (8,1%)
2+3 On 0 (0,0%) 1(2,0%)
6 On 33 (60,0%) 36 (73,4%)
5+2 On 4 (7,2%) 2 (4,0%)
8 (2+6) On 1(1,8%) 2 (4,0%)
9 On 10 (18,1%) 4 (8,1%)
9 (6+3) On 2 (3,6%) 0 (0,0%)
Total: On 55 49
5 Off 0 (0,0%) 6 (17,1%)
6 (2+4) Off 1(25,0%) 2 (5,7%)
7 Off 1(25,0%) 15 (42,8%)
7 (2+5) Off 0 (0,0%) 1(2,8%)
8 Off 1(25,0%) 4 (11,4%)
9 (2+7) Off 0 (0,0%) 3 (8,5%)
10 Off 1(25,0%) 3 (8,5%)
10 (2+8) Off 0 (0,0%) 1(2,8%)
Total: Off 4 35

5.4. Asociacion del gen OipA de Helicobacter pylori con cancer gastrico:

La tabla 11 muestra la frecuencia del estado funcional “on” del gen OipA, en 59 casos

de cancer gastrico H. pylori (+), y en 84 controles H. pylori (+). Se observo que el

estado funcional "on” fue el mas prevalente entre los casos H. pylori (+) (93%) en

comparacion con los controles H. pylori (+) (58,3%), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p<0,0001). Estos resultados indican que el estado
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funcional “on” de OipA se asocia con cancer gastrico en 9,82 veces (OR: 9,82

[1C95% 3,25-29,62]) en sujetos H. pylori (+).

Las células cancerosas pueden clasificarse de acuerdo a su grado de diferenciacion
de las células normales para determinar su probable crecimiento y diseminacion. El
adenocarcinoma gastrico puede ser de alto o bajo grado segun el grado de
diferenciacion tumoral. El cancer gastrico de alto grado comprende los tumores poco
diferenciados e indiferenciados, y el adenocarcinoma gastrico de bajo grado incluye a

los tumores moderadamente y bien diferenciados.

Respecto al subgrupo de cancer gastrico de alto grado, el estado funcional “on” de H.
pylori (+) se asocio significativamente con aumento en 25,7 veces (OR: 25,71 [IC95%
3,36-196,63]) del riesgo para cancer gastrico. En el subgrupo de cancer gastrico de
bajo grado, el estado funcional “on” se asoci6 en 4,5 veces (OR: 4,52 [IC95%1,24-
16,48]) con este tipo de cancer.

Tabla 11. Frecuencia del estado funcional del gen OipA de H. pylori y su asociacion
con cancer gastrico y controles.

Casos ge

SAEED Controles (of¢] Valor de I

funcional oA /o _ OR (IC 95%) _ OR (IC 95%) Grado OR (IC 95%)
OipA n=84 (%) n=59 P n = 22

o) (%)

Off 35 4 - 1,00 1 1,00 3 1,00
41,6%) | (6,7%) (2,7%) (13,6%)

On 49 55 <0,0001 9,82 36 25,71 19 4,52
(58,3%) | (93%) (3,25-29,62) | (97,2%) | (3,36-196,63) |(86,3%)| (1,24-16,48)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)

En la tabla 12 se muestra la distribucion de la frecuencia del estado funcional del gen

OipA en 147 casos de cancer gastrico y en 160 controles. Se observé que el estado
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funcional “on” del gen OipA fue mas frecuente en los casos de cancer gastrico
(37,4%), en comparacion con los controles (30,6%), pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. En el subgrupo de cancer gastrico de bajo grado no se
observo una asociacion significativa con cancer de estomago (OR: 0,91 [IC95% 0,48-
1,72]; p=0,87). Sin embargo, en el subgrupo de tumores de alto grado se observd
una asociacion significativa con cancer gastrico en 1,8 veces (OR: 1,81 [IC95% 1,04-

3,14]; p=0,04)

Tabla 12. Distribucion de la frecuencia del estado funcional del gen OipA'y H. pylori(-)
y su asociacién con cancer gastrico, segun tipo histologico.

CG Alto CG Bajo
Estado Controles CG Valor Grado Grado
funcional n=160 n=147 de OR (IC 95%) - OR (IC 95%) n= 66 OR (IC 95%)
OipA/Hp(-) (%) (%) g %)
*Off+Hp(-) 111 92 - 1,00 45 1,00 47 1,00
(69,3%) | (62,5%) (55,5%) (71,2%)
On 49 55 0,22 1,35 36 1,81 19 0,91
(30,6%) (37,4%) (0,84-2,17) (44,4%) | (1,04-3,14) | (28,7%) (0,48-1,72)

CG: Cancer géstrico, HP(-): H. pylori negativo, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)
*Incluye individuos infectados con H. pylori OipA en estado off y a individuos no infectados por H.

pylori.

5.5. Asociacion entre los polimorfismos del gen EGFR con cancer gastrico:

5.5.1. Asociacion entre el polimorfismo CA-SSR-I del gen EGFR con cancer gastrico:

El gen EGFR contiene un polimorfismo en el intron 1, el cual consiste en un numero
de repeticiones variable del dinucledtido CA (denominado CA-SSR-l). La actividad
transcripcional del gen disminuye a mayor numero de repeticiones. El numero de

repeticiones del dinucledtido CA se determind por electroforesis capilar (Figura 5).
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Al analizar el polimorfismo CA-SSR-I del gen EGFR en este grupo, encontramos que

el numero de repeticiones CA en el intron 1 de EGFR varia en un rango entre 13 a 22

repeticiones CA.

Figura 5. Analisis del polimorfismo CA-SSR-I del gen EGFR mediante electroforesis capilar.
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El eje X indica el tamano del amplificado de PCR y el eje Y indica la intensidad de la
fluorescencia de cada uno de los alelos. Los picos mas altos representan el tamafio en pares
de bases del numero de repeticiones CA. Esta figura muestra un fragmento de 182 y 188
pares de bases que corresponde a alelos de 17 repeticiones y 20 repeticiones CA,

respectivamente.

La tabla 13 muestra las frecuencias para los diferentes alelos del polimorfismo CA-

SSR-I del gen EGFR en 147 casos de cancer gastrico y 160 controles. El alelo de 16

repeticiones CA fue el mas prevalente tanto en los controles como en los casos de

cancer gastrico, independiente de su tipo histologico.
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Tabla 13. Frecuencia alélica del polimorfismo CA-SSR-I del gen EGFR en casos de

cancer gastrico y controles.

Alelo Controles Casos CG CG Alto Grado CG Bajo Grado
(repeticiones CA) n=320 (%) n= 294 (%) n= 162 (%) n= 132 (%)
13 0 (0,0%) 1(0,3%) 0 (0,0%) 1(0,7%)
14 3 (0,9%) 3 (1,0%) 0 (0,0%) 3(2,2%)
15 20 (6,2%) 4 (1,3%) 2 (1,2%) 2 (1,5%)
16 81 (25,3%) 86 (29,2%) 44 (27,1%) 42 (31,8%)
17 18 (5,6%) 12 (4,0%) 6 (3,7%) 6 (4,5%)
18 72 (22,5%) 72 (24,4%) 41 (25,3%) 31 (23,4%)
19 35(10,9%) 28 (9,5%) 16 (9,8%) 12 (9,0%)
20 71 (22,1%) 70 (23,8%) 43 (26,5%) 27 (20,4%)
21 20 (6,2%) 15 (5,1%) 9 (5,5%) 6 (4,5%)
22 0 (0,0%) 3 (1,0%) 1(0,6%) 2 (1,5%)

CG: Cancer Gastrico; Alto Grado: Incluye a los tumores Indiferenciados o poco diferenciados; Bajo
Grado: Incluye a los tumores Moderadamente diferenciados o bien diferenciados.

La tabla 14 muestra la distribucidon de genotipos para el polimorfismo CA-SSR-I del

gen EGFR en 147 casos, segun tipo histoldgico y 160 controles.

Al analizar el total de la muestra se encontré que la distribucion de los genotipos fue
similar tanto en los casos de cancer gastrico como en el grupo control. Los genotipos

mas prevalentes fueron 16/18 y 16/20 en ambos grupos.
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Tabla 14. Frecuencias genotipicas del polimorfismo CA-SSR-l del gen EGFR en
casos de cancer gastrico y controles.

Alelo 1/ Controles Casos CG CG Alto Grado CG Bajo Grado

Alelo 2 n= 160 (%) n= 147 (%) n= 81 (%) n=66 (%)

0 (0,0%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
14/16 0 (0,0%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
14/18 1(0,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
14/19 0 (0,0%) 2 (1,3%) 0 (0,0%) 2 (3,0%)
14120 2 (1,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
15/16 7 (4,3%) 2 (1,3%) 0 (0,0%) 2 (3,0%)
15117 1(0,6%) 1(0,6%) 1(1,2%) 0 (0,0%)
15/18 3 (1,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
15/19 1(0,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
15/20 8 (5,0%) 1(0,6%) 1(1,2%) 0 (0,0%)
16/16 6 (3,7%) 12 (8,1%) 5 (6,1%) 7 (10,6%)
16/17 2 (1,2%) 3 (2,0%) 2 (2,4%) 1(1,5%)
16/18 20 (12,5%) 22 (14,9%) 13 (16,0%) 9 (13,6%)
16/19 9 (5,6%) 9 (6,1%) 5 (6,1%) 4 (6,0%)
16/20 25 (15,6%) 21 (14,2%) 14 (17,2%) 7 (10,6%)
16/21 6 (3,7%) 3(2,0%) 0 (0,0%) 3 (4,5%)
17117 1(0,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
17/18 7 (4,3%) 3 (2,0%) 1(1,2%) 2 (3,0%)
17119 1(0,6%) 2 (1,3%) 1(1,2%) 1(1,5%)
17120 5 (3,1%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
17121 0 (0,0%) 2 (1,3%) 1(1,2%) 1(1,5%)
18/18 9 (5,6%) 8 (5,4%) 4 (4,9%) 4 (6,0%)
18/19 8 (5,0%) 7 (4,7%) 4 (4,9%) 3 (4,5%)
18/20 9 (5,6%) 20 (13,6%) 13 (16,0%) 7 (10,6%)
18/21 6 (3,7%) 3 (2,0%) 2 (2,4%) 1(1,5%)
18/22 0 (0,0%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
19/19 2 (1,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
19/20 10 (6,2%) 7 (4,7%) 5 (6,1%) 2 (3,0%)
19/21 2 (1,2%) 1(0,6%) 1(1,2%) 0 (0,0%)
20/20 3 (1,8%) 9 (6,1%) 5 (6,1%) 4 (6,0%)
20/21 6 (3,7%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
20/22 0 (0,0%) 1(0,6%) 0 (0,0%) 1(1,5%)
21/21 0 (0,0%) 2 (1,36%) 2 (2,4%) 0 (0,0%)
21/22 0 (0,0%) 1(0,6%) 1(1,2%) 0 (0,0%)
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Para realizar el estudio de asociacion se compararon las frecuencias genotipicas del
polimorfismo CA-SSR-I del gen EGFR entre casos y controles, usando 16, 17 y 18
repeticiones CA como el valor del punto de corte para definir alelo “corto” y “largo”. Al
analizar la distribucién de frecuencias genotipicas considerando 16 repeticiones CA
como punto de corte, no se observaron diferencias estadisticamente significativas al
estratificar por edad (en controles X?=0,93, p=0,63, en casos X*=0,26, p=0,88) o por

sexo (en controles X?=1,49, p=0,48, en casos X?=0,52, p=0,77).

La tabla 15 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo CA-
SSR-I del gen EGFR considerando como el alelo corto (S) al menor o igual a 16
repeticiones CA, y como el alelo largo (L) al mayor a 16 repeticiones CA. Al analizar
el total de la muestra, observamos que la distribucion del alelo corto S, fue similar en
casos y controles y no mostrd diferencias estadisticamente significativas (p=0,93).

Las frecuencias genotipicas fueron similares en casos y controles.

En el subgrupo de tumores de alto grado, no se observé diferencias significativas en
la frecuencia del alelo S tanto en los casos de cancer gastrico (0,28) como en los
controles (0,32). Las frecuencias genotipicas fueron similares en casos con tumores

de alto grado en comparacion a los controles (p=0,40).

En el subgrupo de tumores de bajo grado, la frecuencia del alelo S fue similar en
comparacion con los controles. EI homocigoto SS mostré una frecuencia mayor en
casos con tumores de bajo grado (16,6%) en comparacién a los controles (8,1%), sin
embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (SS versus SL+LL, OR:

2,26 [IC95% 0,95-5,34]). Estos resultados sugieren que los alelos de 16 o menos
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repeticiones CA no se asocian con el desarrollo de tumores gastricos.

Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles tomando como punto de corte 16
repeticiones CA.

Casos CG CQ
Controles CG Alto Bajo
Genotipo n=160 _ OR(IC95%) Grado OR(IC95%) Grado OR(IC 95%)
n=147 g E
n=81 n=66
69 69 40 29
LL (431%) | (46,9%) 1,00 (49,3%) 1,00 (43,9%) 1,00
o 78 62 0,79 36 0,79 26 0,79
48,7%) | (421%) | (0,49-127) | (44,4%) | (0,45-1,38) | (39,3%) | (0,42-1,47)
(a)1.23 ()0,66 (a) 2,01
ss 13 16 | (0,55-2,75) 5 (0,22-1,99) 11 (0,80-5,01)
81%) | (108%) | (1,38 | (61%) |  (0)0.74 | (16,6%) | (b)2,26
(0,64-2,98) (0,25-2,16) (0,95-5,34)
SLass 91 78 0,85 41 0,77 37 0,96
(56,8%) | (53,0%) | (0,54-1,34) | (50,6%) | (0.45-1,32) | (56%) | (0,54-1,72)
216 200 116 84
L (0,67) | (0.68) 1,00 (0,71) 1,00 (0,63) 1,00
S 104 94 0,97 46 0,82 48 118
032) | 031) | (0,69-1,37) | (0,28) | (054-1.24) | (0,36) | (0,77-1,81)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%), (a) Vs. LL, (b) Vs. SL+LL

Posteriormente consideramos como S a los alelos de 17 o menos repeticiones CA, y

L a los alelos con mas de 17 repeticiones CA (Tabla 16).

Al analizar el total de la muestra, no hubo diferencia significativa en la frecuencia del
alelo S tanto en los casos de cancer gastrico (0,36) como en los controles (0,38)
(p=0,61). No hubo diferencias en las frecuencias genotipicas entre todos los casos y

controles (p=0,23).

En ambos subgrupos de cancer gastrico (alto grado y bajo grado), la distribucion de
frecuencias genotipicas fue similar respecto a los controles (p=1,00 y p=0,13

respectivamente).
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Tabla 16. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles tomando como punto de corte 17
repeticiones CA.

CG CG
Controles Alto Bajo
Genotipo n=160 _ OR (IC95%) | Grado OR(IC95%) Grado OR (IC 95%)
0, n — =
(%) n=81 )
° (%) (%)
55 61 37 24
LL (34.3%) | (41,4%) 1,00 (45,6%) 1,00 (36,3%) 1,00
o 88 66 0,67 36 0,60 30 0,78
(55%) | (44.8%) | (0,41-1,09) | (44,4%) | (0,34-1,07) | (454%) | (0,41-1,47)
(a)1,06 (2)0,69 (@)1,61
ss 17 20 (0,50-2,22) 8 027-178) | 12 | (0,67-3,90)
(10,6%) | (13.6%) | (01,32 | (9.8%) | (b)0.92 | (18,1%) |  (b)1,86
(0,66-2,64) (0,37-2,23) (0,83-4,17)
SLass 105 86 0,73 44 0,62 42 0,91
(65,6%) | (58.5%) | (0,46-117) | (54,3%) | (0,36-1.07) | (63,6%) | (0,50-1,66)
198 188 110 78
L (0,61) | (0,63) 1,00 (0,67) 1,00 (0,59) 1,00
S 122 106 0,91 52 0,76 54 112
038) | (036) | (0651.27) | (032) | (051-1,14) | (0,40) | (0,74-1.70)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%), (a) Vs. LL, (b) Vs. SL+LL.

Luego, consideramos como S a los alelos de 18 o menos repeticiones CA, y L a los

alelos con mas de 18 repeticiones CA (Tabla 17).

Al analizar el total de la muestra, no hubo diferencia significativa en la frecuencia del
alelo S tanto en los casos de cancer gastrico (0,60) como en los controles (0,60)
(p=1,00). No hubo diferencias en las frecuencias genotipicas entre todos los casos y

controles (p=1,00).

En ambos subgrupos de cancer gastrico (alto grado y bajo grado) la distribucion de
las frecuencias genotipicas fue similar respecto a los controles (p=0,66 y p=045,

respectivamente).

Estos resultados sugieren que el polimorfismo CA-SSR-|I no se asocia con cancer
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gastrico cuando se considera como alelo corto a aquellos con 17 o menos

repeticiones, o 18 o0 menos repeticiones.

Tabla 17. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles tomando como punto de corte 18
repeticiones CA.

Casos cG ce
_ Controles CG OR Alto Bajo
Genotipo n=160 n=147 (IC 95%) Grado OR(IC 95%) Grado OR(IC 95%)
= n=66
23 22 14 8
L (14,3%) | (14,9%) 1.00 (17,2%) 1,00 (12,1%) 1,00
sL 80 72 0,94 41 0,84 31 1,11
(50%) (48,9%) | (0,48-1,83) | (50,6%) (0,39-1,80) (46,9%) | (0,45-2,75)
(a)0,97 (a)0,74 (a)1,36
ss 57 53 (0,48-1,94) 26 (0,33-1,68) 27 (0,53-3,43)
(35,6%) | (36,0%) (b)1,01 (32%) (b)0,85 (40,9%) (b)1,25
(0,63-1,62) (0,48-1,50) (0,69-2,25)
SL+SS 137 125 0,95 67 0,80 58 1,21
(85,6%) | (85,0%) | (0,50-1,79) | (82,7%) (0,38-1,66) (87,8%) | (0,51-2,88)
126 116 69 47
L (0,39) (0,39) 1,00 (0,42) 1,00 (0,35) 1,00
S 194 178 0,99 93 0,87 85 1,17
(0,60) (0,60) (0,72-1,37) (0,57) (0,59-1,28) (0,64) (0,77-1,79)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%), (a) Vs. LL, (b) Vs. SL+LL

Algunos autores como Gebhardt y cols. (1999), Buerger y cols. (2000) han
demostrado que el nivel de expresion del gen EGFR es inversamente proporcional al
numero de repeticiones del dinucleétido CA en el intron 1 del gen EGFR in vivo e in
vitro. Se han propuesto diferentes métodos para el analisis de este polimorfismo.
Amador y cols. (2004) propusieron el método de la suma de alelos, tomando como

punto de corte la media del rango de la suma de repeticiones de dinucledtido CA.

De esta forma, clasificamos las muestras de acuerdo a la suma del numero de

repeticiones en ambos alelos, asignando como bajo numero de repeticiones (mayor
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expresion del gen) a las muestras cuya suma es < 32, < 34 o < 36, y como alto
numero de repeticiones (menor expresion del gen) a la suma de alelos >32, >34 o0 >

36 respectivamente.

Las tablas 18, 19 y 20 muestran la distribucion del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR segun la suma de los alelos en 147 casos de cancer gastrico, segun tipo
histolégico, en comparacion con 160 muestras control. Al analizar el total de la
muestra no se observaron diferencias significativas en las frecuencias de suma de
alelos entre casos y controles: suma de alelos < 32, p=0,70; suma de alelos < 34,

p=0,80; o suma de alelos =< 36, p=0,41.

En los subgrupos tumorales (alto grado y bajo grado), no se observo diferencias
significativas en la distribucidon de frecuencias genotipicas en los casos de cancer
gastrico respecto a los controles. Este resultado sugiere que la presencia de alelos

con una suma < 32, < 34 o < 36 no se asocia con cancer gastrico.

Tabla 18. Frecuencia de la suma de alelos < 32 del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles.

(ofc]

Valor OR Ao OR OR

(IC 95%) (IC 95%)

Casos

UL Controles CG

de n=160 (% Grado

n=147
(%)

de p (([o:L37Y]

n=81
(%)

alelos

145 131 75 56
>32 - 1,00 1,00 1,00
(90,6%) | (89,1%) (92,5%) (84,8%)
15 16 1,18 6 0,77 10 1,72
<32 0,70
(9,3%) | (10,8%) (0,56-2,48) | (7,4%) | (0,28-2,07) | (15,1%) | (0,73-4,07)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)
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Tabla 19. Frecuencia de la suma de alelos < 34 del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles.

Casos ©9 e
e Syt e v or Mo ok S o
- = o o o
alelos (%) n=147 dep (IC 95%) =81 (IC 95%) =66 (IC 95%)
116 104 - 60 44
>34 1,00 1,00 1,00
(72,5%) | (70,7%) (74%) (66,6%)
<34 44 43 0,80 1,09 21 0,92 22 1,31
B (27,5%) | (29,2%) (0,66-1,79) | (25,9%) | (0,50-1,69) | (33,3%) | (0,71-2,44)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)

Tabla 20. Frecuencia de la suma de alelos < 36 del polimorfismo CA-SSR-I del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y controles.

Casos e e
S et e waer ox Mo ok S o
= = 0 0 0
alelos (%) n(;t)ﬂ de p (IC 95%) =81 (IC 95%) =66 (IC 95%)
I (e (%)
57 60 34 26
>36 - 1,00 1,00 1,00
(35,6%) (40,8%) (41,9%) (39,3%)
103 87 0,80 47 0,76 40 0,85
<36 0,41
(64,3%) (59,1%) (0,50-1,27) | (58%) | (0,44-1,32) | (60,6%) | (0,47-1,53)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)

5.5.2. Asociacion del polimorfismo R497K del gen EGFR con cancer gastrico:

La tabla 21 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo
R497K del gen EGFR en 147 casos de cancer gastrico y en 160 controles. El
polimorfismo se encontrd en equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles
(p=0,27). Al analizar la distribucidon de frecuencias genotipicas no se observaron

diferencias estadisticamente significativas al estratificar por edad (en controles
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X?=1,59, p=0,45, en casos X?=1,73, p=0,42) o por sexo (en controles X?=0,73,
p=0,69, en casos X?=0,16, p=0,92). En el total de la muestra no se observd
diferencias significativas en la frecuencia del alelo G tanto en los casos de cancer
gastrico (0,66) como en los controles (0,70) (p=0,33). Respecto a las frecuencias
genotipicas, no se observo diferencias significativas en las frecuencias genotipicas
entre ambos grupos (p=0,30). Estos resultados sugieren que la presencia del alelo G

por si solo no constituye un factor de riesgo para cancer gastrico.

Al analizar la distribucion de los casos segun tipo histologico, se observo que el alelo
G no mostré diferencias significativas entre los diferentes grupos histoldgicos (alto
grado y bajo grado) en comparacion con los controles (p=0,58 y p=0,24,

respectivamente).

En el subgrupo de cancer gastrico de alto grado, tanto los heterocigotos como los
homocigotos GG no mostraron asociacion significativa con cancer gastrico (OR: 0,91

[1C95% 0,37-2,23] y OR: 0,78 [IC95% 0,32-1,88]), respectivamente.

En el subgrupo de cancer gastrico de bajo grado, ni el heterocigoto ni el homocigoto
GG mostré asociacion significativa con cancer gastrico. (OR: 1,23 [IC95% 0,46-3,29]
y (OR: 0,82 [IC95% 0,31-2,20]), respectivamente. Estos resultados sugieren que el

alelo G no modifica la asociacién con cancer gastrico en la poblacion estudiada.
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Tabla 21. Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo R497K del gen
EGFR en casos de cancer gastrico y grupo control.

CG CG
Controles Alto Bajo
Genotipo n=160 n= OR (IC 95%) grado OR(IC95%) Grado OR(IC 95%)
n=81 n=66
(%) (%)
17 17 10 7
AA (10,6%) | (11,5%) 1.00 (12,3%) 1,00 (10,6%) 1,00
AG 61 64 1,04 33 0,91 31 1,23
(38,1%) | (43,5%) (0,49-2,24) (40,7%) | (0,37-2,23) | (46,9%) | (0,46-3,29)
(a)0,80 (a)0,78 (a)0,82
GG 82 66 (0,38-1,69) 38 (0,32-1,88) 28 (0,31-2,20)
(51,2%) | (44,9%) (b)0,77 (46,9%) (b)0,84 (42,4%) (b)0,70
(0,49-1,21) (0,49-1,43) (0,39-1,25)
AG+GG 143 130 0,90 71 0,84 59 1,00
(89,3%) | (88,4%) (0,44-1,85) (87,6%) | (0,36-1,93) | (89,3%) | (0,39-2,54)
95 98 53 45
A (0,29) (0,33) 1,00 (0,32) 1.00 (0,34) 1,00
G 225 196 0,84 109 0,86 87 0,81
(0,70) (0,66) (0,60-1,18) (0,67) (0,57-1,30) (0,65) (0,52-1,25)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%), (a) Vs. AA (b) Vs. AA+AG

5.5.3. Asociacion del SNP -216G>T del gen EGFR con cancer gastrico.

Se logré genotipificar exitosamente un total de 148 sujetos. La tabla 22 muestra las
frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP -216G>T del gen EGFR en 92 casos
de cancer gastrico y 56 controles. El polimorfismo se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg en la muestra de controles (p=0,10). Al analizar la distribucion de
frecuencias genotipicas no se observaron diferencias estadisticamente significativas
al estratificar por edad (en controles X?=1,12, p=0,57, en casos X?=1,93, p=0,38) o

por sexo (en controles X?=1,35, p=0,51, en casos X?=0,88, p=0,64).

Al analizar el total de la muestra, se observé que la distribucion del alelo T fue similar
tanto en los casos de cancer gastrico (0,18) como en el grupo control (0,17), y esta
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diferencia no fue significativa (p=1,00). Con respecto a las frecuencias genotipicas,
se observé que un 5,4% de los casos de cancer gastrico fueron homocigotos de
riesgo (TT), mientras que en el grupo control ningun aislado contenia al homocigoto

TT.

En ambos subgrupos de cancer gastrico, la frecuencia del alelo T no presento
diferencias significativas entre los casos en comparacion con los controles (p=0,60 y

p=0,84, respectivamente).

Estos resultados sugieren que la presencia del alelo T, por si s6lo, no modifica la
asociacion con cancer gastrico en los casos estudiados. Sin embargo el homocigoto

TT se asocia a la presencia de cancer gastrico.

Tabla 22. Frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP -216G>T del gen EGFR en
casos de cancer gastrico y controles.

CG (ofc]
Controles Casos Alto Bajo
Genotipo n=56 (%) n=92 OR (IC95%) @ Grado OR (IC95%) Grado OR (IC95%)
(%) n=48 n=44
(%) (%)
GG 36 63 32 31
(64,2%) | (68,4%) 1,00 (66,6%) 1,00 (70,4%) 1,00
GT 20 24 0,68 12 0,67 12 0,69
(35,7%) (26%) (0,33-1,41) (25%) (0,28-1,59) | (27,2%) | (0,29-1,65)
TT 0 5 4 1
(0%) (5,4%) ) (8,3%) i (2,2%) i
GT+TT 20 29 0,82 16 0,90 13 0,75
(35,7%) | (31,5%) | (0,41-1,67) | (33,3%) | (0,39-2,02) | (29,5%) | (0,32-1,76)
G 92 150 76 74
(0,82) (0,81) 1,00 (0,79) 1,00 (0,84) 1,00
T 20 34 1,04 20 1,21 14 0,87
(0,17) (0,18) | (0,56-1,92) | (0,20) | (0,60-2,41) (0,15) | (0,41-1,84)

CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%), (a)Vs. GG, (b)Vs. GG+GT
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5.6. Analisis de haplotipos definidos por los polimorfismos R497K y -216G>T

Se define haplotipo como la combinacion de alelos de loci ligados en un cromosoma
y que segregan juntos. Para inferir los haplotipos presentes en el grupo de casos y
controles se utilizé una aproximacion de maxima verosimilitud (mediante el programa
UNPHASED 3.0.7) a partir de los datos de genotipos de ambos grupos analizados.
Se infirieron los 4 haplotipos posibles: A-G, A-T, G-G, y G-T. El coeficiente de
desequilibrio de ligamiento (D’) fue de 0,02. Si este coeficiente tiene un valor de 1
implica que estan fuertemente correlacionados ambos SNPs, un valor igual a 0 indica
independencia entre ambos SNPs. Por lo tanto, se puede concluir que estos

polimorfismos no estan correlacionados.

La tabla 23 muestra las frecuencias de los haplotipos en 92 casos de cancer gastrico
y en 56 controles. La distribucion de frecuencias de haplotipos no fue
significativamente diferente entre casos y controles (p=0,34). Al realizar el analisis de
acuerdo al grado de diferenciacion, no se observa asociacion entre algun haplotipo
con cancer gastrico.

Tabla 23. Distribucion de frecuencias de haplotipos en casos de cancer gastrico y
controles.

CG Alto

Haplotipos Controles G508 OR Grado or  CEBae OR
n=56 (%) (IC95%) | n=48  (IC95%)  C°rado  (icos5%)
(%) 5 n=44 (%)
A-G 10 25 1,00 11 1,00 14 1,00
(17.9%) | (26,7%) (23,3%) (31,1%)
AT 3 6 0,70 4 0,98 2 0,38
(6.1%) | (6,38%) | (0,16-3,06) | (7.8%) | (0,20-4,72) | (4,0%) | (0,04-344)
GG 36 50 0,57 27 0,66 23 0,47
(64.1%) | (54,7%) | (0,29-1,13) | (55,7%) | (0,30-1,45) | (52.9%) | (0,21-1,04)
GT 7 11 0,69 6 0,84 5 0,58
(11,7%) | (12,0%) | (0,28-1,65) | (129%) | (0,31-2,29) | (11,8%) | (0,20-1,64)

CG: Céancer gastrico, OR (IC 95/ ): Odds ratio (Intervalo de confianza 95/ )
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5.7. Interaccién entre los polimorfismos del gen EGFR y el estado funcional

“on” del gen OipA.

5.7.1. Identificacion de pares de factores que potencialmente interactuan.

La interaccion gen-gen se evaludé mediante el calculo de ganancia de informacion
(IG). La tabla 24 muestra los valores de IG entre todos los pares de factores de
riesgo analizados en este trabajo. De acuerdo al valor de 1G>0,5% como sugerente
de interaccién, se propone interaccion entre OipA en estado funcional “on” y el
polimorfismo R497K, y entre OipA “on” y el polimorfismo -216G>T. Por lo tanto, se
procedié a evaluar si los polimorfismos R497K y -216G>T interactuan con OipA

“ ”

on.

Tabla 24. Ganancia de informacién para las diferentes combinaciones de pares de
factores, de acuerdo al grado de diferenciacion histolégica.

CG Alto | CG Bajo

Factor 1 Factor 2 e et
CA-SSR-I -216G>T 0,29% 0,11% 0,08%
R497K -216G>T -0,13% | -0,04% -0,31%
R497K CA-SSR-I 0,43% 0,03% -0,43%
OipA “on” -216G>T -0,13% | -0,04% 0,73%
OipA “on” CA-SSR-I -0,02% | -0,46% -0,13%
OipA “on” R497K 1,91% 1,65% 1,35%
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5.7.1.1. Interaccion R497K - OipA “on”

Con el fin de analizar el efecto conjunto entre el polimorfismo R497K del gen EGFR,
y la presencia del gen OipA en estado funcional “on” con cancer gastrico, se realiz
un analisis de interaccion entre estos factores en 147 casos de cancer gastrico y 160

controles.

La tabla 25 muestra el analisis combinado entre el polimorfismo R497K del gen
EGFR y el estado funcional del gen OipA de H. pylori. En los sujetos portadores del
genotipo GG e infectados con cepas en estado “off’ o Hp (-) el OR fue de 0,54 [IC
95% 0,31-0,95]. En los sujetos con genotipo AG o AA, pero infectados con cepas en
estado funcional “on” el OR fue de 0,84 [IC95% 0,43-1,63]. Sin embargo, en los
sujetos con ambos factores de riesgo propuestos (portadores del genotipo GG e
infectados con cepas “on”) el valor de OR fue mayor al de cada uno de los factores
analizados por separado (OR: 1,24 [IC95% 0,63-2,42]). Sin embargo, este valor de

OR no fue estadisticamente significativo.

Posteriormente, se analizé si el polimorfismo R497K modificaba la asociacion con
cancer gastrico entre los sujetos infectados con cepas “on”. Se observé que aquellos
infectados con cepas “on” y portadores del genotipo AG+AA (no riesgo) el valor de
OR fue 1,11 [IC95% 0,60-2,05]. El valor de OR fue mayor en los infectados con
cepas “on” pero portadores del genotipo GG (OR: 1,64), sin embargo este valor no

fue significativo (IC95% 0,88-3,04).
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Al realizar el analisis de los casos de cancer gastrico segun su tipo histologico, en el
subgrupo de tumores de bajo grado, se observd que los infectados con cepas en
estado “off” o H. pylori (-) y homocigotos GG, el OR fue de 0,57 [IC95% 0,28-1,15].
En los sujetos heterocigotos y homocigotos AA e infectados con cepas “on”, el OR
fue de 0,67 [IC95% 0,28-1,59]. En los portadores de ambos factores de riesgo (GG y
estado funcional “on”) el OR: 0,74. Este valor no fue significativo (IC95% 0,30-1,83).
Luego, al analizar si el polimorfismo R497K modificaba la asociacion con cancer
gastrico entre los sujetos infectados con cepas “on”, los portadores del genotipo
AG+AA (no riesgo) e infectados con cepas “on”, el valor de OR fue 0,87 [IC95% 0,39-
1,95]. En los portadores de ambos factores de riesgo, el valor de OR fue 0,96. Este

valor no fue estadisticamente significativo (IC95% 0,41-2,25).

Respecto al subgrupo de tumores de alto grado, se observd que en aquellos
portadores del genotipo GG e infectados con cepas en estado “off” o H. pylori (-), el
OR fue de 0,51 [IC95% 0,25-1,04]. Entre los sujetos infectados con cepas “on” con
genotipo heterocigoto u homocigoto AA (no riesgo) presentaron un OR: 1,01 [IC95%
0,46-2,21]. Los portadores de ambos factores de riesgo tuvieron un OR: 1,73 mayor
a cada uno de los factores por separado. Sin embargo este valor no fue significativo
(IC95% 0,81-3,70). Al analizar si el polimorfismo R497K modificaba la asociacion con
cancer gastrico en aquellos infectados con cepas “on” y portadores del genotipo
AG+AA (no riesgo) el valor de OR fue 1,37 [IC95% 0,66-2,81]. En los infectados con
cepas “on” y portadores del genotipo GG el valor de OR fue 2,35. Este valor fue

estadisticamente significativo [IC95% 1,18-4,70].
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Estos resultados sugieren que el estado homocigoto del alelo G modifica el riesgo
para cancer gastrico en tumores de alto grado, y que en presencia del gen OipA en
estado funcional “on” el polimorfismo R497 aumenta la asociacion con cancer
gastrico, existiendo interaccion entre ambos. De esta forma, se propone que existe
una sinergia entre el polimorfismo R497 y la proteina activa del gen OipA, que

conlleva a un aumento de la asociacion con cancer gastrico.
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Tabla 25. Interaccion entre el polimorfismo R497K del gen EGFR vy el estado “on”-
“off” del gen OipA de H. pylori en casos de cancer gastrico segun tipo histolégico.

Genotipo/ Controles (€] CGGra’?jI;O
H 0, 0, (s}
PR nSiG0  neta () OR (IC 95%) ored OR (IC 95%) OR (IC 95%)
(%)
AG+AA/ 51 56 28 28
offtHp() | (31,8%) (38%) 1,00 (34,5%) 1,00 (42,4%) 1,00
1,00 1,00 1,00
GG/ 60 36 0,54 17 0,51 19 0,57
offtHp() | (37.5%) 24.4%) | (0,31-0,95) (20,9%) | (0,25-1,04) (28,7%) | (0,28-1,15)
AG+AA/ 27 25 0,84 111 15 1,01 1,37 10 0,67 0,87
on 16.8% 17% 0,43-1,63) | (0.60-2,05) | (18.5%) | (0.46-2,21) | (0.66-2,81) | (151%) | (0,28-1,59) | (0,39-1,95
(16,8%) (17%) o, ,63) o, ,05) | (18,5%) | (O, 21) | (O, ,81) | (15,1%) | (O, ,59) (©, ,95)
cG/on 22 30 1,24 1,64 21 173 2,35 9 0,74 0,96
(13.7%) | (204%) | (0.63242) | (0,88-3,04) | (25.9%) | (0,81-3,70) | (1,18-4.70) | (13.6%) | (0,30-1,83) | (0,41-2,25)

HP(-): H. pylori negativo, CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)
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5.7.1.2. Interaccién -216G>T — OipA “on”

La tabla 26 muestra el analisis combinado entre el polimorfismo -216G>T del gen
EGFR y el estado funcional del gen OipA de H. pylori. En los sujetos portadores del
genotipo GT+TT e infectados con cepas en estado “off’ o Hp (-) el OR fue de 0,62 [IC
95% 0,26-1,44]. En los sujetos con genotipo GG, pero infectados con cepas en
estado funcional “on” el OR fue de 1,41 [IC95% 0,60-3,28]. En los sujetos con ambos
factores de riesgo propuestos (portadores del genotipo GT+TT e infectados con
cepas “on”) el valor de OR fue mayor al de cada uno de los factores analizados por
separado (OR: 3,94) sin embargo, este valor no fue estadisticamente significativo
(1C95% 0,80-19,2). Posteriormente, se analizé si el polimorfismo -216G>T del gen
EGFR modificaba la asociacion con cancer gastrico entre aquellos infectados con
cepas “on”. Entre los infectados con cepas “on” y portadores del genotipo GG (no
riesgo) el valor de OR fue 1,69 (IC95% 0,78-3,68). Sin embargo, en los portadores
del genotipo GT+TT e infectados con cepas en estado funcional “on” el OR fue 2,46

(IC95% 1,02-5,93).

Al realizar el analisis combinado del polimorfismo -216G>T del gen EGFR segun el
tipo histologico, se observd que en el subgrupo de alto grado, los sujetos portadores
del genotipo GT+TT e infectados con cepas en estado “off” o Hp (+), el OR fue 0,82
(IC95% 0,29-2,32). En los sujetos portadores de genotipo GG, infectados con cepas
en estado “on”, el OR fue 2,27 (IC 95% 0,85-6,03). Sin embargo, en los sujetos que
presentaban los dos factores de riesgo (GT+TT y cepas “on”) se observé un OR: 5,75

(IC 95% 1,04-31,6). Al analizar en este subgrupo la asociacion con cancer gastrico,
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sélo entre las cepas en estado “on”, se observé que entre los infectados con cepas
‘on” y genotipo GG el OR fue 2,46 (IC 95% 1,02-5,93), mientras que en los

portadores de cepas “on” y genotipo GT+TT, el OR fue 6,23 (IC 95% 1,19-32,57).

En el subgrupo de bajo grado se observé que los sujetos portadores del genotipo de
riesgo (GT+TT) e infectados con cepas en estado “off’ o Hp (-) el OR fue de 0,48 (IC
95% 0,17-1,35). En los portadores del genotipo GG, pero infectados con cepas en
estado funcional “on” el OR fue de 0,84 (IC95% 0,30-2,32). En los sujetos portadores
de los genotipos GT+TT e infectados con cepas “on”, el valor de OR fue mayor a
cada factor por separado (OR: 2,73 [IC95% 0,47-15,6]). Luego, al analizar si el
polimorfismo -216G>T del gen EGFR modifica la asociacién con cancer gastrico
entre los infectados con cepas “on”, se observd que entre los infectados con cepas
“on” y portadores del genotipo GG el valor de OR fue 1,08 (IC95% 0,41-2,81). En los
portadores del genotipo de riesgo e infectados con cepas en estado funcional “on” el
OR fue 3,53 (IC95% 0,64-19,49). En conjunto, estos resultados sugieren que el
polimorfismo -216G>T del gen EGFR, en presencia del gen OipA de H. pylori en
estado funcional “on”, aumenta la asociacion con cancer gastrico, y esta interaccion

es mas evidente entre el subgrupo histoldgico de alto grado.
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Tabla 26. Interaccidn entre el polimorfismo -216G>T del gen EGFR y el estado “on”-
“off” del gen OipA de H. pylori en casos de cancer gastrico segun tipo histolégico.

(()BienAo}Lpng’/_ Controles | Casos CG OR (IC 95%) C(?ragléo OR (IC 95%) OR
P off n=56 (%) | n=92 (%) ° n=48 ° (IC 95%)
I ) e ——
GG/ 23 35 ] 14 100 21 100
offtHp(-) | (41%) (38%) 100 (29,1%) ' 100 (47.7%) ' 100
GT+TT/ 18 17 0.6 (0,261 44 ' 9 0,82 ’ 8 0,48 (0.17- '
offtHp(-) | (321%) | (18.4%) 62 (0,26-1,44) (18,7%) | (0,29-2,32) (18,1%) 1,35)
GGlon 13 28 18 10 1,08
1,69 2,27 2,46 0,84 (0,30- '
(@32%) | (304%) | 141(060328) | (o u%ee | OT5%) | (o5 0s | (pses | @27%) 3 52) (20,311)-
GT+TT/on 2 12 7 5 3,53
473 5,75 6,23 2,73 (0,47 '
(3.5%) (13%) | 3,94(080-19.2) | (4 0'0034) | (145%) | (1 04316) | (1,19:32,57) | (11:3%) 15.6) %3‘;‘)

HP (-): H. pylori negativo, CG: Cancer gastrico, OR (IC 95%): Odds ratio (Intervalo de confianza 95%)
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6. DISCUSION

El cancer gastrico es la neoplasia de tubo digestivo mas frecuente en el mundo.
Varios factores han sido relacionados como agentes etiolégicos, pero el unico
reconocido por la comunidad cientifica con capacidad carcinogénica probada es la
infeccion por Helicobacter pylori. La consecuencia bioldgica a largo plazo de la
colonizacion por H. pylori es un mayor riesgo de adenocarcinoma gastrico que puede
desarrollarse muchos afios después de la infeccién inicial. El resultado final de la
infeccion por H. pylori esta determinado por la interaccibn compleja de factores
bacterianos, del huésped y del medio ambiente. Dentro de los factores bacterianos
se encuentran distintos factores de virulencia que le confieren patogenicidad a H.
pylori. Entre estos factores de virulencia esta el gen OipA, que ha sido estudiado por
diferentes autores, y se ha descrito su relacion con mayor riesgo de diversas
patologias gastrointestinales (Yamaoka y cols., 2006; Dossumbekova y cols., 2006;

Matteo y cols., 2010; Markovska y cols., 2011).

A través de diferentes estudios (Yamaoka y cols., 2004; Tabassam y cols., 2009) se
ha logrado establecer la participacién de H. pylori en el aumento de la produccién de
IL-8, activando diferentes genes que participan en la cascada inflamatoria. Dentro de
ellos, esta el gen EGFR, el cual interviene en el crecimiento, desarrollo y proliferacion
celular. Este gen se encuentra sobre expresado en diferentes tumores primarios, y

cumple un papel importante en la oncogénesis (Mammano y cols., 2006).
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Considerando estos antecedentes, el objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar la
asociacion e interaccion entre los polimorfismos CA-SSR-l, -216G>T, y R497K del
gen EGFR, y la presencia del gen OipA en estado funcional “on” de H.pylori, con
cancer gastrico, mediante un estudio de casos y controles. Se compararon aislados
de H. pylori obtenidos de pacientes chilenos con adenocarcinoma gastrico frente a
muestras de pacientes sin cancer gastrico. A la fecha no existen reportes de

publicaciones que analicen estos polimorfismos con riesgo para cancer gastrico.

6.1. Asociacion del gen OipA de Helicobacter pylori con cancer gastrico:

Los resultados de esta tesis permiten proponer que el estado funcional “on” del gen
OipA de Helicobacter pylori se asocia a cancer gastrico en la poblacién estudiada, y
que el patron de 6 repeticiones CT es el mas frecuente para este estado funcional,
similar a lo reportado por otros autores en poblacién caucasica. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Yamaoka y colaboradores (2002), quienes
analizaron 247 pacientes colombianos y estadounidenses con gastritis cronica, ulcera
duodenal y cancer gastrico. Dentro de sus hallazgos el patron de 6 repeticiones de
dinucleodtidos CT fue el mas prevalente entre las cepas en estado funcional “on”, y el
de 7 repeticiones CT fue el mas frecuente para el estado no funcional “off’. Ellos
también encontraron que el resultado clinico se relaciona con el estado funcional “on”
u “off’, no con el numero de repeticiones dentro de cada estado funcional. Nuestros
resultados también concuerdan con lo reportado por Dossumbekova y colaboradores
(2006), quienes encontraron en un grupo de 58 pacientes alemanes con gastritis

cronica, que el patron de repeticiones mas frecuente era el que tenia 6 repeticiones

67



CT (50%), seguido por el patrén 5+2 (26,5%), mientras que las cepas en estado no
funcional “off” presentaban con mayor frecuencia un patron de 8 repeticiones CT
(45,8%). Por su parte, Matteo y colaboradores (2010) estudiaron 40 pacientes
argentinos con gastritis, erosion gastrica y ulcera gastrica, y encontraron que el
patrén “on” de 6 repeticiones fue el mas frecuente (55,8%) entre la poblacion
estudiada, mientras que para el estado no funcional “off”, el patrén de 7 repeticiones
fue el mas prevalente (21,5%). Asimismo, Markovska y colaboradores (2011)
estudiaron 70 pacientes bulgaros con ulcera duodenal, ulcera gastrica, gastritis
cronica y reflujo gastroesofagico para determinar, entre otros, el estado funcional del
gen OipA de acuerdo con estas caracteristicas clinicas. Observaron 9 patrones
diferentes, siendo el de 6 repeticiones de dinucledtido CT el mas frecuente (69%,
39/56). En cuanto al estado no funcional “off” el patrén de 7 repeticiones CT fue el

mas frecuente (46,1%, 6/13).

En sintesis, nuestros resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde
el patron de 6 repeticiones CT es el mas frecuente en los aislados con estado
funcional “on”, independientemente del lugar geografico estudiado. A su vez, el
patréon de 7 repeticiones fue el mas frecuente en los aislados en estado no funcional
“off’, similar a lo reportado por otros autores, a excepcion de lo observado por
Dossumbekova y cols, quienes encontraron que el patrén de 8 repeticiones fue el

mas prevalente en pacientes alemanes.

En el presente trabajo encontramos asociacion entre el estado funcional “on” del gen

OIipA y cancer gastrico con tumores de alto grado, (OR: 1,81 [IC 95% 1,04-3,14]).
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Soélo un trabajo ha analizado la asociacién entre infeccion con cepas en estado
funcional “on” y cancer gastrico. Yamaoka y cols., (2006) estudiaron aislados de
H.pylori provenientes de 200 pacientes estadounidenses y colombianos con gastritis
cronica, ulcera duodenal y cancer gastrico. Encontraron que el estado funcional “on”
se asocia con cancer gastrico (OR: 4,8 [IC 95% 1,4-16,8]). Estos autores concluyen
que la presencia del gen OipA fue un factor determinante predictor de cancer gastrico

frente a gastritis (p=0,013).

Hasta el momento, no existen reportes en la literatura que hagan el analisis de
asociaciéon entre el gen OipA de H. pylori y los subtipos histoldégicos de cancer
gastrico. Franco y cols. (2008), demostraron que OipA induce la translocacion de
Beta-catenina y E-cadherina al nucleo celular, lo cual produce una disrupcion en las
uniones adherentes de las células y por lo tanto una histologia poco diferenciada. Se
sabe que el adenocarcinoma gastrico de tipo histolégico difuso (que se caracteriza
por ser de alto grado) presenta inactivacion de E-cadherina, ya sea por mutaciones o
silenciamiento epigenético del gen CDH1 que codifica para esta proteina (Paredes y
cols., 2012). Este puede ser un mecanismo a través del cual H. pylori interrumpe la
funcién de la barrera gastrica y promueve la progresion de la enfermedad a estadios
mas avanzados. Por lo tanto, el estado funcional en el que se encuentre el gen OipA
puede influir tanto en las caracteristicas clinicas como en la virulencia bacteriana de

H. pylori.
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6.2. Asociacion de los polimorfismos CA-SSR-l, -216G>T, y R497K del gen

EGFR con cancer gastrico:

Los resultados de esta tesis permiten proponer que los polimorfismos CA-SSR-I,
R497K y -216G>T del gen EGFR no se asocian, por si solos con riesgo de cancer

gastrico en la poblacién estudiada.

6.2.1. Polimorfismo CA-SSR-I:

Respecto a las frecuencias alélicas, se observo para el total de la muestra, que el
alelo mas frecuente en casos de cancer gastrico y en controles fue el de 16
repeticiones, y no hubo diferencias entre los subtipos histolégicos de cancer gastrico,
lo cual concuerda con lo reportado por Liu y cols. (2003), quienes estudiaron la
distribucion alélica del polimorfismo CA-SSR-I en 333 individuos de diferentes grupos
étnicos (183 Caucasicos, 84 Afroamericanos y 66 Asiaticos), y observaron que el
alelo de 16 repeticiones es el mas frecuente en poblacién caucasica y afroamericana,
mientras que el alelo de 20 repeticiones fue el mas prevalente entre individuos

asiaticos.

Se han descrito distintos métodos para analizar este polimorfismo, ya que no esta
claramente definido cuales alelos corresponden a los que producen alta expresion de
EGFR, y no existe consenso aun acerca de cual es el mejor método para su estudio.
En este trabajo de tesis se realizé el analisis de este polimorfismo mediante 2
métodos reportados en la literatura, el método de los genotipos tomando como

referencia diferentes puntos de corte, y el método de la suma del numero de
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repeticiones de los alelos del genotipo.

Encontramos que este polimorfismo no se asocia con cancer gastrico. A la fecha no
se han publicado estudios que analicen la asociacién entre el polimorfismo CA-SSR-I
con cancer gastrico. Sin embargo, existen estudios que han analizado esta

asociacion en otros tipos de cancer.

Costa y cols. (2011), realizaron un estudio de 196 casos y 168 controles portugueses,
para analizar diferentes polimorfismos del gen EGFR y su asociacion con glioma.
Encontraron que independiente del punto de corte para definir el alelo corto, el
genotipo SS se asocioé a mayor riesgo de glioma (OR: 2,38 [IC 95% 1,42-3,98]) en la
poblacién estudiada. Sin embargo, mediante el método de suma de alelos no se
observo una asociacion significativa con mayor riesgo para este tipo de cancer. Estos
hallazgos contrastan con lo reportado por Zhang y cols., (2007), quienes en un
estudio de casos y controles en 176 pacientes caucasicos con cancer pulmonar,
utilizaron los métodos descritos previamente para analizar el polimorfismo CA-SSR-I.
Encontraron una asociacion significativa entre la presencia del alelo S (SL+SS
Versus LL) y cancer pulmonar (OR: 2,15 [IC 95% 1,31-3,52], p=0,002). Asi, al utilizar
el método de la suma de alelos, encontraron una asociacion significativa (p=0,001)
entre genotipos cuya suma de repeticiones CA era <36 y mayor riesgo de cancer

pulmonar (OR: 2,25 [IC95% 1,38-3,66]).

Existe un estudio que asocia la presencia de dos alelos largos >19 repeticiones CA
con aumento de riesgo para cancer de mama en mujeres jovenes, con antecedentes

familiares de cancer de mama, y ademas asociado a ciertos factores dietarios, (OR:
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10,68 [IC95%, 1,57-72,58]) (Brandt y cols., 2004). Sin embargo, estos autores no
encontraron una asociacion significativa entre la longitud de los alelos y riesgo para

cancer de mama en el total de casos y controles (OR: 1,13 [IC95%, 0,78-1,62]).

6.2.2. Polimorfismo R497K:

Se observé que la presencia del alelo G por si solo no constituye un factor de riesgo
para cancer gastrico. Estos resultados estan de acuerdo con los hallazgos de Zhang
y cols. (2013), quienes en un estudio de 387 casos y 392 controles en poblacion
china, analizaron la asociacion entre siete polimorfismos del gen EGFR, entre ellos
R497K (rs2227983), y estilo de vida con riesgo de cancer gastrico. Hasta el
momento, el alelo G no se ha asociado con riesgo para algun tipo de cancer, aunque

se ha descrito como factor prondstico de sobrevida (Nomura y cols., 2007).

Los autores no encontraron asociacion significativa entre este polimorfismo y mayor
riesgo de cancer gastrico (p=0,428). Otros autores han descrito a este polimorfismo
como factor pronéstico en cancer colorrectal (Wang y cols., 2007) y cancer pulmonar

(Sasaki y cols., 2009).

6.2.3. Polimorfismo -216G>T:

En el presente estudio, la presencia del alelo T, por si sélo, no modifica el riesgo para
cancer gastrico en los casos estudiados. Sin embargo el homocigoto TT sélo se
presento en los casos de cancer gastrico. El analisis de este polimorfismo se realizd
en un grupo menor de casos y controles, en comparacién con los otros

polimorfismos, por lo cual las estimaciones son menos precisas. Costa y cols. (2011),
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mediante un estudio de casos y controles en 196 pacientes con glioma, analizaron el
polimorfismo -216G>T del gen EGFR y encontraron que este polimorfismo no se

asocia a mayor riesgo de glioma en poblacion portuguesa (p>0,05).

El polimorfismo -216G>T del gen EGFR se ha asociado a riesgo de metastasis de
ciertos tipos de cancer y la respuesta a inhibidores de tirosina quinasa (Ichihara y
cols., 2007), pero hasta ahora no existe asociacion con riesgo para algun tipo de
cancer, lo cual sugiere que a pesar de encontrarse en un sitio critico para la
regulacion de la actividad del promotor del gen EGFR, su importancia radica en la

variabilidad en las caracteristicas bioldgicas del tumor.

6.3. Interaccién entre los polimorfismos del gen EGFR y el estado funcional

“on” del gen OipA.

El factor de virulencia OipA activa la via de senalizacion EGFR-PI3K que media la
produccion de IL-8 y la cascada inflamatoria que participa en la biologia tumoral. Los
trabajos realizados a la fecha reportan que el EGFR se encuentra sobre expresado
en cancer gastrico. Los resultados presentados sugieren que el polimorfismo CA-
SSR-I de EGFR no modifica el riesgo de cancer gastrico que produce el estado
funcional "on" del gen OipA de H.pylori. Sin embargo, se pudo proponer interaccion
entre el polimorfismo -216G>T y el estado funcional “on” del gen OipA de H.pylori, en
casos con tumores de alto grado (OR: 6,23 [IC 95% 1,19-32,57]). Tanto el
polimorfismo CA-SSR-I como el -216G>T se han relacionado con regulacion de la
expresion de EGFR. El primero de ubica en el intron 1 del gen y se propone que

aumenta o disminuye la expresion de EGFR actuando como un “enhancer’ o
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represor, o bien interfiriendo en la elongacion del RNA por la formacion de
estructuras secundarias (Gebhardt y cols., 1999). Solo un trabajo (Han y cols., 2010)
analiza la expresion de este gen en tumores de carcinoma gastrico en relacion al
numero de repeticiones del polimorfismo CA-SSR-I. Encontraron que la expresion
tiende a disminuir a medida que aumenta el numero de repeticiones (coeficiente de
correlacion=0,49, p=0,01). Sin embargo, como se observa en la Figura 6, no existe
una correlacion perfecta, asi, tumores con 16 repeticiones CA tienen el mismo grado
de expresion que otros con 20 repeticiones. Esto podria explicar que no se evidencie

interaccién entre el estado funcional “on” del gen OipA y el polimorfismo CA-SSR-I.

El polimorfismo -216G>T pertenece al promotor del gen, y se ubica en un sitio de
unién al factor transcripcional Sp1 que es esencial para la transcripcion de EGFR (Liu
y cols., 2005). Los homocigotos TT y heterocigotos presentan una mayor expresion
de EGFR en comparacion con los homocigotos GG (Liu y cols., 2005, Nomura vy
cols., 2007). Maciorkowska y cols. (2009) observaron que la expresion de EGFR en
mucosa gastrica de nifios infectados con H.pylori es significativamente mayor que en
controles no infectados (p<0,001). Respecto a los posibles mecanismos de este
aumento de la expresion inducida por H.pylori, un estudio (Ashktorab y cols., 2007),
muestra que H.pylori promueve la expresion de EGFR en una linea celular de
carcinoma gastrico (AGS), y que un elemento del promotor de EGFR (sitio de unién
al factor de transcripcion AP-1, en la posicion -900 respecto del gen EGFR) seria
necesario para promover la expresion inducida por H.pylori. Considerando que
H.pylori induce la expresion de EGFR, se puede proponer que una mayor expresion
de este gen inducida por cepas en estado “on” del gen OipA se asocia con cancer
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gastrico.

Los resultados de esta tesis muestran que el polimorfismo R497K de EGFR modifica
el riesgo de cancer gastrico en los infectados con cepas en estado "on". Esta
interaccidon se presenta principalmente en los tumores gastricos de alto grado (OR:
2,35 [IC 95% 1,18-4,70]). Como se menciond anteriormente, la pérdida de funcion de
E-cadherina esta relacionada con tumores de tipo histolégico difuso (que se
caracterizan por ser de alto grado). E-cadherina es una molécula reguladora de la
senalizacion intracelular, fundamental en el mantenimiento de la adhesion celular y la

arquitectura epitelial.

La activacion de EGFR resulta en la desregulacion de E-cadherina mediante
diferentes mecanismos. E-cadherina es un blanco de fosforilacién por parte de
EGFR, lo cual disminuye su funcion de mantener la estructura tisular (Roura y cols.,
1999). La activacién de EGFR también produce la internalizaciéon de E-cadherina por
endocitosis (Le y cols., 1999). También se ha propuesto que EGFR disminuye la
expresion de E-cadherina (Conacci-Sorrel y cols., 2002). Estos antecedentes
permiten explicar que la interaccidn propuesta se presente para casos con tumores

de alto grado.
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Figura 6. Asociacion entre la longitud de repeticiones CAy la expresion del gen EGFR.
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Se analizé el polimorfismo CA-SSR-l y la expresién de EGFR mediante inmunohistoquimica,
para ver cdmo la longitud de los alelos afecta la expresion de EGFR en 31 pacientes con
cancer gastrico, que tenian al menos un alelo de 20 repeticiones CA. Los pacientes con
alelos largos tendian a expresar niveles mas bajos de EGFR. No se encontrd correlacion
entre la longitud de repeticiones CA y el nivel de EGFR en suero (Spearman p = 0,010).
Tomado de Han y cols., (2010).
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7. CONCLUSIONES

Los polimorfismos CA-SSR-I, R497K y -216G>T del gen EGFR no se

asocian por si solos con cancer gastrico en pacientes chilenos.

El estado funcional “on” del gen OipA se asocia a cancer gastrico en

pacientes chilenos.

El polimorfismo CA-SSR-lI del gen EGFR no interactua con el estado

funcional “on” del gen OipA de H.pylori.

Los polimorfismos R497K y -216G>T del gen EGFR modifican la
asociaciéon con cancer gastrico de las cepas en estado "on". Esta

interaccidn se asocia con adenocarcinomas gastricos de alto grado.
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“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori
y su relacidn con cancer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Patricio Gonzalez Hormazabal

Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Fono: 9786845

e-mail; pgonzalez@med.uchile.cl

Antes de tomar la declslén de participar en la investigacion, lea atentamente este formulario.

Mi médico tratante me ha informado que padezco cancer gdstrico. Me someteré a cirugia como parte del
tratamiento de mi enfermedad, y se me ha Invitado a participar del estudio “Factores genéticos, determinantes
de virulencia de Helicobacter pylori, y su relacién con cancer gastrico”.

El investigador principal del estudio me informd que estd realizando un estudio de la relacién entre factores
genéticos y /a infeccion con determinados tipos de bacteria Helicobacter pylori. Las conclusiones de este estudio
seran de utilidad para comprender mejor las causas del cancer gdstrico v la posibilidad de identificar aquellas
personas gue tengan alto riesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir su aparicion.

Se me ha informado que ml participacion en calidad de paciente afectado de céncer gastrico consiste en
(a) responder una encuesta que recopila informacién de mis datos personales e historia familiar de cancer,
(b) donar 3 biopsias gastricas que se obtendrdn desde la pieza quirlirgica que se me extirpara durante la
cirugia, desde las cuales se obtendrd material genético (DNA) de la bacteria Helicobacter pylori y se analizara el
efecto de los factores genéticos analizados, (c) donar 1 biopsia del tumor que se obtendrd desde la pieza
quirtirgica que se me extirpara durante la cirugia, desde la cual se analizard el efecto de los factores geneticos
analizadas, y (d) donar una muestra de sangre tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se
obtendra material genético (DNA) y suero.

Se me informd que mi participacion en este estudio no me representard gastos adicionales, ni @ mi ni a mi
sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi médico
tratante,

Se me ha informado que la toma de muestra de sangre que se me realizard podria producir molestas tales como
dolor, hemarragla, o reaccidn alergica por el antiseptico utilizado. Sin embargo, la muestra serd tomada por una
Enfermera Universitaria con experiencia en este tipo de procedimientos, quien tomard todas las precauciones
para minimizar las posibilldades que esto ocurra.

Se me ha informado que las biopsias gastricas se obtendran desde la pieza quirlrgica que se me extirpard
durante la cirugia, por lo cual la toma de hiopsias estd exenta de riesgos,

Se me ha informado que las muestras y toda mi informacién personal serdn identificadas con un codigo
numerico para su uso actual o futuro, Los resultados individuales seran andnimos, se mantendrin en reserva v
solo serdn de uso y conocimlento del investigador.

Se me ha Informado que mi participacion en este estudio no me otorga ningtin beneficio médico o compensacion
econdmica alguna. Sin embargo, se me comunicd que la donacidn veoluntaria de muestras e informaclén
destinadas a realizar esta investigacién, podra ser beneficlosa para futuras generaciones,
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Estoy en conecimiento que, en caso de decidir no participar en este estudio, tengo 4 Ilber aclr\ P}mmfestar mi
decisién y ‘ésta no cambiard en nada las prestaciones normales que pudlera requehr porfpa del .Hospital
Clinico de la Universidad de Chile. Estoy en conocimiento que puedo retirarme del“estidio: en cuaiquier
momento, sin tener que dar explicaciones por ello, y que en ese caso, la informacién recogida Y las muestras no
seran utilizadas para la investigacion. | Vit ol

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Unlversidad de Chile y el Hospital Clinico de la Universidad
de Chile velaran por que se proteja la confidencialidad de mi identidad, registro médico y resultados de esta
investigacién,

Por Ultimo he leido este formulario y se me permitié realizar todas las preguntas que consideré pertinentes y de
mi interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccion. Se me ha permitido consultar con mi médico de
familia o pedir la opinién de otro profesional en relacién a mi participacion en este estudio. Entiendo que se me
dara copia de este documento.

Consiento en particlpar de la investigacion “Estudio de factores genéticos y su relacion con cancer gastrico”.
Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros que puedan surgir en relacion
al estudio de factores genéticos y su relacién con cancer gastrico. SI __ NO __

Para utilizar las muestras e Informacién en otros estudios con fines diferentes al presente estudio, el
Investigador Responsable debe solicitar la firma de un nuevo consentimiento informado.

é{Desea conocer los resultados de |a investigacion?. SI NO

Nombre del participante:

Rl T Firma :

Nombre del investigador:

RUT.: Firma

Nombre del delegado del
Director del Hospital (Ministro de Fé):

R.U.T.: Firma :

Santiago, de de 20__

Cualguier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase libre de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de comunicarse con:
Dr. Juan Jorge Silva. Presidente del Comité de Etica. Hospital Clinico de la Universidad de Chile.
Av. Santos Dumont 999, Santiago. Fono 9789008.
Dr. Manuel Oyarzun. Presidente del Comité de Etica de la Investigacidn en Seres Humanas.
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago. Fono 9786923,

Con copla a: - Particlpante — Investigador / / / Y
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Antes de tomar la declsidn de participar en la investigacion, lea atentamente este formulario.

Me someteré a un procedimiento de endoscopia digestiva alta por érden de mi médico tratante, y se me ha
invitado a participar en el estudio “Factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori, y su
relacion con cancer gastrico”, en calidad de Individuo control sano no afectado de cancer gdstrico, en la
eventualidad que mi endoscopia digestiva alta resulte normal, El fin de ml participacion serd comparar mis
resultados con los obtenidos a partir del grupo de pacientes con cancer gastrico,

El investigador principal del estudio me informé que estd realizando un estudio de la relacidn entre factores
genéticos y la infeccion con determinados tipos de bacteria Helicobacter pylori. Las conclusiones de este estudio
seran de utilidad para comprender mejor las causas del cdncer gastrico y la posibilidad de identificar aquellas
personas que tengan alto riesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir su aparicidn.

Se me ha informado que mi participacién en calidad de individuo control sano no afectado de cancer gastrico
consiste en: (a) responder una encuesta que recopila informaclén de mis datos personales e historia familiar de
céncer, (b) donar tres muestras de biopsias gdstricas endoscdpicas, desde las cuales se analizara el efecto que
tienen los factores genéticos en el estdbmago, y ademas se aobtendrd material genético (DNA) de la bacteria
Helicobacter pylori, ¥ (c) donar una muestra de sangre tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual
se obtendra material genético (DNA) y suero.

Se me Informd que mi participaciéon en este estudlo no me representard gastos adicionales, ni @ mi ni a mi
sistema de salud, a lo ya cancelade por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi medico
tratante.

Se me ha informado que las blopslas gastricas se obtendran durante la misma endoscopia digestiva alta. El
pracedimiento tiene un pequefio riesgo de sangrado en el sitio de la biopsia (menor a 1 caso por cada 1.000
sujetos), La muestra sera tomada por un Médico Cirujano especialista en Gastroenterologia y con experiencia en
endoscopia digestiva alta.

Se me ha infermado que la toma de muestra de sangre que se me realizard podria producir molestas tales como
dolor, hemorragia, o reaccion alergica por el antiseptico utillzado. Sin embargo, la muestra seré tomada por una
Enfermera Universitaria con experiencia en este tipo de procedimientos, quien tomara todas las precauciones
para minimizar las posibilidades que esto ocurra,

Se me ha informado que las muestras y toda mi informacion personal serdn identificadas con un codigo
numérico para su uso actual o futuro. Los resultados individuales serdn andnimos, se mantendran en reserva y
solo serdn de uso y conocimiento del investigador.
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Se me ha informado que mi participacion en este estudio no me otorga ningun benéfi;iu gijg_p-\ii""qompensacién
economica alguna. Sin embargo, se me comunicd que la donacion voluntarid de’ m stgs.’._e- informacion
destinadas a realizar esta investigacian, podrad ser beneficiosa para futuras generacuones -

Estoy en conocimiento que, en caso de decidir no participar-en este estudm tengo la llbertad de manifestar mi
decisién y ésta no cambiard en nada las prestaciones normales que pudiera requerir por parte del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile. Estoy en conocimiento que puedo retirarme del estudio en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones por ello, y que en ese caso, la informacldn recogida y las muestras no

seran utilizadas para la investigacion.

Se me ha Informado que el investigador principal, |a Universidad de Chile y e| Hospital Clinico de la Universidad
de Chile velaran por que se proteja la confidencialidad de mi identidad, registro médico y resultados de esta
investigacion.

Por Gltimo he leido este formulario y se me permitio realizar todas las preguntas que consideré pertinentes y de
mi interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccion. Se me ha permitido consultar con mi médico de
familia o pedir la opinién de otro profesional en relacién a mi participacién en este estudio. Entiendo que se me
dard copia de este documento.

Conslento en participar de la investigacion “Esltudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de
Helicobacter pylori y su relacién con cancer gastrica”,

Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros gue puedan surgir en relacidn
al estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori y su relacién con cdncer
gastrico. SI __ NO __
Para utilizar las muestras e Inforr'nacmn en otros estudios con fines diferentes al presente estudlo, el
Investigador Responsable debe solicitar la firma de un nuevo consentimiento ml‘ormajj
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éDesea conocer los resultados de la investigacidn? SI__ NO_

Nembre del participante:

R.U.T.: Firma :

Nombre del investigador:

R.U.T.: Firma :

Nombre del delegado del
Director del Hosplital (Ministro de Fé):

R.U.T.: Firma :

Santiago, de de 20__

Cualquier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase llbre de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de comunicarse con:
Dr. Juan Jorge Silva, Presidente del Comité de Etlca. Hospltal Clinico de la Unlversidad de Chile.

Av. Santos Dumont 999, Santlago Fono 9789008,
Dr. Manuel Oyarzun. Presidente del Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos.

Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencla 1027, Santiago. Fono 9786923,

Con copia a: - Participante - InvesEI'gador
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“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori
y su relacidén con cancer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Dr. Patricio Gonzalez Hormazabal

Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Fono: 9786845

e-mail: pgonzalez@med.uchile.cl

Antes de tomar la decisién de participar en la investigacion, lea atentamente este formulario.

Mi médico tratante me ha informado que padezco cdncer gastrico. Me someteré a cirugia como parte del
tratamiento de mi enfermedad, y se me ha invitado a participar del estudio “Factores genéticos, determinantes
de virulencia de Helicobacter pylori, y su relacion con cancer gastrico”.

El investigador principal del estudio me informé que estd realizando un estudio de la relacion entre factores
genéticos y la infeccién con determinados tipos de la bacteria Helicobacter pylori. Las conclusiones de este
estudio seran de utilidad para comprender mejor las causas del cancer gastrico y la posibilidad de identificar
aquellas personas que tengan alto riesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir su aparicion.

Se me ha informado que mi participacion en calidad de paciente afectado de cancer gastrico consiste en
(a) responder una encuesta que recopila informaciéon de mis datos personales e historia familiar de cancer,
(b) donar 3 biopsias gastricas que se obtendran desde la pieza quirirgica que se me extirpara durante la
cirugia, desde las cuales se obtendrd material genético (DNA) de la bacteria Helicobacter pylori y se analizara el
efecto de los factores genéticos analizados, (c) donar 1 biopsia del tumor que se obtendra desde la pieza
quirGrgica que se me extirpard durante la cirugia, desde la cual se analizara el efecto de los factores genéticos
analizados, y (d) donar una muestra de sangre tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se
obtendrd material genético (DNA) y suero.

Se me inform6 que mi participacién en este estudio no me representara gastos adicionales, ni a mi ni @ mi
sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi medico
tratante.

Se me ha informado que la toma de muestra de sangre que se me realizaré podria producir molestas tales como
dolor, hemorragia, o reaccién alergica por el antiseptico utilizado. Sin embargo, la muestra sera tomada por una
Enfermera Universitaria con experiencia en este tipo de procedimientos, quien tomara todas las precauciones
para minimizar las posibilidades que esto ocurra.

Se me ha informado que las biopsias gastricas se obtendran desde la pieza quirirgica que se.me extirpara
durante la cirugia, por lo cual la toma de biopsias esta exenta de riesgos.

Se me ha informado que las muestras y toda mi informaciéon personal seran identificadas con un codigo
numérico para su uso actual o futuro. Los resultados individuales serdn anénimos, se mantendran en reserva y
sélo seran de uso y conocimiento del investigador.

Se me ha informado que mi participacion en este estudio no me otorga ningun beneficio médico o compensacion
economica alguna. Sin embargo, se me comunicd que la donacidén voluntaria de muestras e informacion
destinadas a realizar esta investigacién, podra ser beneficiosa para futuras generaciones.




Estoy en conocimiento que, en caso de decidir no participar en este estudio, tengo la libertad de manifestar mi
decisidén y ésta no cambiard en nada las prestaciones normales que pudiera requerir por parte del Hospital del
Salvador. Estoy en conocimiento que puedo retirarme del estudio en cualquier momento, sin tener que dar
explicaciones por ello, y que en ese caso, la informacion recogida y las muestras no seran utilizadas para la
investigacion.

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Universidad de Chile y el Hospital del Salvador velaran por
que se proteja la confidencialidad de mi identidad, registro médico y resultados de esta investigacion.

Por Ultimo he leido este formulario y se me permiti6 realizar todas las preguntas que consideré pertinentes y de
mi interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccion. Se me ha permitido consultar con mi médico de
familia o pedir la opinién de otro profesional en relacién a mi participacion en este estudio. Entiendo que se me
dara copia de este documento.

Consiento en participar de la investigacién “Estudio de factores genéticos y su relacién con cancer gastrico”.

Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros que puedan surgir en relacion
al estudio de factores genéticos y su relacidon con cancer gastrico. SI __ NO __

En caso que su respuesta sea afirmativa, el Investigador Responsable almacenara parte de las muestras bajo su
custodia, por un periodo no superior a 5 afios, en el Laboratorio en donde se realizan los analisis para esta
investigacion. Para utilizar las muestras e informacién en otros estudios con fines diferentes al presente estudio,
el Investigador Responsable debe solicitar la firma de un nuevo consentimiento informado.

¢Desea conocer los resultados de la investigacion?. SI__NO

Nombre del participante:

R.U.T.: Firma :

Nombre del investigador:

R.U.T.: Firma :

Nombre del delegado del
Director del Hospital (Ministro de Fé):

R.U.T.: Firma :

Santiago, de de 20__

Cualquier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase libre de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre- : se con:
Dr. Andrés Stuardo. Presidente del Comité Etico Cientifico. Servicio de Salud Mg ;
Salvador 364, Santiago. Fono 5753735 ) %' ETICO-CIENTIFICO A\
Dr. Manuel Oyarzin. Presidente del Comité de Etica de la Investigacion en Sg Humanos. Facufﬁf
Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago. Fono 9786923. § ~ 2 4 ENE 2012 Ol

— Q1

Con copia a: - Participante - Investigador
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“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori, / .

Antes de tomar la decisién de participar en la investigacion, lea atentamente este formulario.

Mi médico tratante me ha informado que padezco cancer gastrico. Me someteré a cirugia como parte del
tratamiento de mi enfermedad, y se me ha invitado a participar del estudio “Factores genéticos, determinantes
de virulencia de Helicobacter pylori, y su relacién con cancer gastrico”.

El investigador principal del estudio me informé que estd realizando un estudio de la relacién entre factores
geneticos y la infeccién con determinados tipos de la bacteria Helicobacter pylori. Las conclusiones de este
estudio serdn de utilidad para comprender mejor las causas del cancer gdstrico y la posibllidad de identificar
aquellas personas que tengan alto riesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir su aparicion.

Se me ha informado que mi participacién en calidad de paciente afectado de cancer gastrico consiste en
(2) responder una encuesta que recopila informacién de mis datos personales e historia familiar de cdncer,
(b) donar 3 biopsias gdstricas que se obtendrén desde la pleza quirlrgica que se me extirpard durante la
cirugia, desde las cuales se obtendrd material genético (DNA) de la bacteria Helicobacter pylori y se analizara el
efecto de los factores genéticos analizados; (c) donar 1 biopsia del tumor que se obtendrad desde la pieza
quirlirgica que se me extirpara durante la cirugia, desde la cual se analizara el efecto de los factores genéticos
analizados, y (d) donar una muestra de sangre tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se
obtendrd material genético (DNA) y suero.

Se me informo que ml participacion en este estudio no me representara gastos adicionales, ni @ mi ni a mi
sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi médico
tratante.

Se me ha informado que la toma de muestra de sangre que se me realizara podria producir molestas tales como
dolor, hemorragia, o reaccion alergica por el antiseptico utilizado. Sin embargo, la muestra serad tomada por una
Enfermera Universitaria con experiencia en este tipo de procedimientos, quien tomard todas las precauciones
para minimizar las posibilidades que esto ocurra.

Se me ha informado que las biopsias gdstricas se obtendran desde la pieza quirdrgica gue se me extirpard
durante la cirugia, por lo cual la toma de biopsias estd exenta de riesgos.

Se me ha Informado que las muestras y toda ml Informacién personal serdn Identificadas con un cddigo
numerico para su uso actual o futuro. Los resultados individuales serdn anonimos, se mantendrdn en reserva y
solo seran de uso y conocimiento del investigador.

Se me ha informado que mi participacidn en este estudio no me otorga ningln beneficio médico o compensacion
economica alguna. Sin embargo, se me comunicd que la donacidn voluntaria de mpestras e informacion
destinadas a realizar esta investigacién, podra ser beneficiosa para futuras generaciones, * -“-'-"-\'WL.'[-(-)-- y
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Estoy en conocimiento que, en caso de decidir no participar en este estudio, tengo la Ilbertad de_ma |festar mi
decision y ésta no cambiara en nada las prestaciones normales que pudiera requerir por parfé’déll Complejo
Asistencial Barros Luco-Truedau. Estoy en conocimiento que puedo retirarme del estudio en cualquier momento,
sin tener gue dar explicaciones por ello, y que en ese caso, la informacién recogida y las muestras no seran
utilizadas para la investigacion.

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Universidad de Chile y el Complejo Asistencial Barros
Luco-Trudeau velardn por que se proteja la confidenclalidad de mi identidad, registro médico y resultados de
esta investigacion.

Por tltimo he leido este formulario y se me permitid realizar todas las preguntas que consideré pertinentes y de
mi Interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccion. Se me ha permitido consultar con mi médico de
familia o pedir [a opinidn de otro profesional en relaciéon a mi participacién en este estudio. Entiendo que se e
dard copia de este documento.

Consiento en participar de la investigacidn “Estudio de factores genéticos y su relacidén con céncer gastrico”.

Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros que puedan surgir en relacion
al estudio de factores genéticos y su relacion con cancer gastrico. SI__ NO __

En caso que su respuesta sea afirmativa, el Investigador Responsable almacenard parte de las muestras bajo su
custodia, por un periodo no superior a 5 afios, en el Laboratorio en donde se realizan los analisis para esta
investigacion. Para utilizar las muestras e informaclon en otros estudios con fines diferentes al presente estudio,
el Investigador Responsable debe solicitar la firma de un nuevo consentimiento informado.

¢Desea conocer los resultados de la Investigacion?. SI__NO

Nombre de! participante:

R.U.T.: Firma :

Nombre del investigador:

R.U.T. Firma :

Nombre del delegado del
Director del Hospital (Ministro de Fé):

R.U.T.: Flrma

Santiago, de de 20__

Cualguier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase libre de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de comunicarse con:

QF: Verodnica Rivera. Presidente del Comité de Evaluacién Etico Cientifico. Servicio de Salud Metropolitano Sur.
Av. Santa Rosa 3453, Santiago. Fono 5763733 - 5763850.

Dr. Manuel Oyarzin. Presidente del Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos. Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago. Fono 9786923,

—_——

Con copia a: - Participante — Investigador +==nvivlQ DE 8g4
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CONSENTIMIENTO INFORMADO |
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori
y su relacidén con cancer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Dr. Patricio Gonzélez Hormazabal

Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Fono: 9786845

e-mail: pgonzalez@med.uchile.cl

La condicién clinica o enfermedad que usted tiene es condicién necesaria para la realizacién de este
estudio y es de nuestro interés que usted participe en ella. Por este motivo es que le estamos
solicitando que se incorpore a esta investigacidn clinica. Antes de tomar la decision de participar en
la investigacion, lea atentamente este formulario.

Mi médico tratante me ha informado que padezco cédncer gastrico. Me someteré a cirugia como parte
del tratamiento de mi enfermedad, y se me ha invitado a participar del estudio “Factores genéticos,
determinantes de virulencia de Helicobacter pylori, y su relaciéon con cadncer gastrico”.

El investigador principal del estudio me informé que estd realizando un estudio de la relacién entre
factores genéticos y la infeccidon con determinados tipos de la bacteria Helicobacter pylori. Las
conclusiones de este estudio serdn de utilidad para comprender mejor las causas del cancer gastrico
y la posibilidad de identificar aquellas personas que tengan alto riesgo de desarrollar esta
enfermedad con el fin de prevenir su aparicion.

Se me ha informado que mi participacién en calidad de paciente afectado de céncer gastrico consiste
en (a) responder una encuesta que recopila informacién de mis datos personales e historia familiar
de cédncer, (b) donar 3 biopsias gdstricas que se obtendrén desde la pieza quirurgica que se me
extirpard durante la cirugia, desde las cuales se obtendréd material genético (DNA) de la bacteria
Helicobacter pylori y se analizara el efecto de los factores genéticos analizados, (c) donar 1 biopsia
del tumor que se obtendrd desde la pieza quirlirgica que se me extirpara durante la cirugia, desde la
cual se analizard el efecto de los factores genéticos analizados, y (d) donar una muestra de sangre
tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se obtendrd material genético (DNA) y suero.

Se me informd que mi participacién en este estudio no me representara gastos adicionales, ni a mi ni
a mi sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de
mi médico tratante.

Se me ha informado que la toma de muestra de sangre que se me realizara podria producir molestas
tales-‘como dolor, hemorragia, o reaccién alergica por el antlseptlco utilizado. La muestra sera
tomada por una Enfermera Universitaria. oL s




Se me ha informado que las muestras y toda mi informacidon personal seran identificadas con un
cdédigo numérico para su uso actual o futuro. Los resultados individuales serdn andnimos, se
mantendran en reserva y sélo seran de uso y conocimiento del investigador.

Se me ha informado que mi participacion en este estudio no me otorga ningun beneficio médico o
compensacién econdémica alguna. Sin embargo, se me comunicé que la donacién voluntaria de
muestras e informacion destinadas a realizar esta investigacion, podra ser beneficiosa para futuras
generaciones.

Estoy en conocimiento que, en caso de decidir no participar en este estudio, tengo la libertad de
manifestar mi decision y ésta no cambiard en nada las prestaciones normales que pudiera requerir
por parte del Hospital San Juan de Dios. Estoy en conocimiento que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento, sin tener que dar explicaciones por ello, y que en ese caso, la informacion
recogida y las muestras no seran utilizadas para la investigacion.

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Universidad de Chile y el Hospital San Juan de
Dios velardn por que se proteja la confidencialidad de mi identidad, registro médico y resultados de
esta investigacion.

Por Ultimo he leido este formulario y se me permitié realizar todas las preguntas que considere
pertinentes y de mi interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccién. Se me ha permitido
consultar con mi médico de familia o pedir la opinidn de otro profesional en relacién a mi
participacion en este estudio. Entiendo que se me dara copia de este documento.

Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros que puedan surgir
en relacién al estudio de factores genéticos y su relacion con cancer gastrico. SI_ NO __

En caso que su respuesta sea afirmativa, el Investigador Responsable almacenara parte de las
muestras bajo su custodia, por un periodo no superior a 5 afios, en el Laboratorio en donde se
realizan los andlisis para esta investigacién. Para utilizar las muestras e informacién en otros
estudios con fines diferentes al presente estudio, el Investigador Responsable debe solicitar la firma
de un nuevo consentimiento informado.

¢Desea conocer los resultados de la investigacion?. SI __NO

Consiento en participar de la investigacién “Estudio de factores genéticos y su relacién con cancer
gastrico”. SI __ _NO__

Nombre del participante:

R.U.T.: Firma :

Nombre del investigador:

R.U.T.: Firma :

Nombre del delegado del
Director del Hospital (Ministro de Fé):

R.U.T.: Firma :

Santiago, de_' :




Cualquier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase
libre de comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de
comunicarse con:

Dr. ftalo Bellifémine. Presidente del Comité Etico de la Investigacion Cientifica. Servicio de Salud
Metropolitano Occidente. Alameda 2429, Santiago. Fono 5741010

Dr. Manuel Oyarzun. Presidente del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos. Facultad
de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago. Fono 9786923.

IMPORTANTE:

INFORMACION PARA LAS PERSONAS SUJETOS DE INVESTIGACION CLINICA

Comité Etico de la Investigaciéon Cientifica Occidente (CEIC Occ.), es un equipo de personas
especializadas en Bioética, reconocidas y autorizadas por la Autoridad de Salud, cuya labor y
objetivo es proteger los derechos de todo individuo que participe como sujeto de investigacion en
estudios cientificos que se realicen en seres humanos, en establecimientos del Servicio de Salud

Metropolitano Occidente.

Esta funcién se cumple como el atento y permanente resguardo que efectia el CEC Occ., de la
observacién y respeto de los Derechos y Libertades esenciales que emanan de la naturaleza
humana, reconocidos como tales, tanto por la Constitucién Politica de la Republica como por los
tratados internacionales ratificados por Chile y que se encuentren vigentes, a que esta obligado todo
investigador clinico.

El CEIC Occ., estd al servicio de todos quienes han sido o podrian ser elegidos como sujetos de
alguna investigacién clinica, pudiendo éstos libremente y en cualquier momento consultarlo para
aclarar cualquier duda relacionada con el estudio, o tratamiento al que serd sometido o en el cual
ya esta participando.

Con copia a: - Participante — Investigador
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