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1. RESUMEN

Antecedentes: El genotipo vacA s1lml de H. pylori estd asociado con la induccién
de inflamacién y dafio en la mucosa gastrica. En personas con los polimorfismos -
511 C/T y -31 T/C la IL-1B la infeccién con este genotipo de Helicobacter se asocia
con el riesgo de hipoclorhidria y de cancer gastrico. Objetivo: Evaluar si los
polimorfismos -511 C/T y -31 T/C de la IL-1B y los genotipos slml y s1m2 de vacA
de H. pylori estan asociados con el desarrollo de gastritis crénica y Ulcera gastrica.
Material y métodos: Se detectaron anticuerpos IgG e IgM anti-H. pylori en 102
sujetos control mediante ELISA. El genotipo de vacA de H. pylori se determind por
PCR alelo especifica en 100 pacientes con gastritis cronica y 28 con Ulcera gastrica
por. En los casos y controles se genotipificd el polimorfismo -511 C/T de la IL-1B y el
-31 T/C por pirosecuenciacion. Resultados: En el grupo control el 59.8% tuvo IgG,
IgM o ambos anticuerpos. En los casos de gastritis cronica la frecuencia de infeccion
gastrica por H. pylori fue del 77% y de 85.7% en Ulcera gastrica, el 43.7% de los
infectados tenian el genotipo s1ml, el 21.8% s1m2 y el 18.8% s2m2. Los genotipos
-511CT y -31TC fueron los mas frecuentes en gastritis cronica (60 y 52%) y ulcera
gastrica (46.4 y 57.1%) y los genotipos -511TT y -31CC en el grupo control con 52 y
51% respectivamente. Conclusién: La genotipificacion de la bacteria y del perfil
genético de riesgo del hospedero puede ayudar a identificar a individuos que estén

en mayor riesgo de desarrollar lesiones precursoras y cancer gastrico.

Palabras clave: H. pylori, IL-1B, gastritis cronica, Ulcera gastrica.
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2. ABSTRACT

Background: The genotype vacA slml of H. pylori is associate with the
inflammation induction and damage in the gastric mucosa. In people with the
polymorphisms -511 C/T and -31 T/C the IL-1B the infection with this genotype of
Helicobacter is associated with the risk of hypochlorhydria and gastric cancer. Aim:
Our aim was to evaluated if the both polymorphisms -511 C/T, -31 T/C of the IL-1B
and H. pylori vacA genotypes was associated with the chronic gastritis and gastric
ulcer. Materials and Methods: Antibodies IgG and IgM anti-H. pylori were detected
in 102 subjects control by ELISA. The genotype of vacA of H. pylori was determined
by PCR in 100 patients with chronic gastritis and 28 with gastric ulcer. In the cases
and controls the polymorphism -511 C/T of the IL-1B was genotyping by PCR-RFLP’s
and the -31 T/C by pyrosequencing. Results: In the group control the 59.8% had IgG,
IgM or both antibodies. In the cases of chronic gastritis the frequency of H. pylori was
of 77% and 85.7% in gastric ulcer, the 43.7% were genotype s1ml, the 21.8% s1m2
and the 18.8% s2m2. The genotypes -511CT and -31TC were most frequent in
chronic gastritis (60 and 52%) and gastric ulcer (46.4 and 57.1%) and the genotypes -
511TT and -31CC in the group control with 53 and 51% respectively. Conclusion:
The genotyping of the bacterium and the genetic profile of risk the host can help to
identify individuals that are in greater risk of developing the pre-malign lesion and

gastric cancer.

Keywords: H. pylori, IL-1B, chronic gastritis, gastric ulcer.

viii



3. INTRODUCCION

El adenocarcinoma gastrico es la segunda causa de muerte por cancer en el
mundo. En México el cancer de estomago fue la tercera y cuarta causa de muerte
por tumor maligno en hombres y mujeres en 2006 y la gastritis, la Glcera y duodenitis
ocuparon el cuarto lugar como causa de morbilidad, con un total de 1, 491,309 casos
y, en el mismo afio, estos padecimientos ocuparon el sexto lugar dentro de las
primeras veinte causas de morbilidad en el estado de Guerrero, con 39,055 casos *.

Por estudios epidemioldgicos y experimentos en roedores, se sabe que la
infeccion por Helicobacter pylori se asocia con Ulceras pépticas, linfoma tipo MALT,
atrofia gastrica y adenocarcinoma gastrico distal; sin embargo, menos del 3% de los
individuos infectados con H. pylori desarrollan neoplasias relacionadas con su
presencia %°.

H. pylori coloniza mas de la mitad de la poblacién mundial 2. La infeccién por
esta bacteria usualmente se adquiere en la nifiez, y sin tratamiento puede persistir a
lo largo de la vida. La prevalencia de infeccion por H. pylori es mas alta en paises en
desarrollo que en paises desarrollados. Entre los factores de riesgo para adquirir la
infeccion por H. pylori se encuentran el bajo nivel socioeconémico, el hacinamiento,
el pais de origen y la etnicidad. La via de transmisién més frecuente es la oral-oral, y
la via fecal-oral también es posible. La placa dental y la saliva son posibles fuentes
de infeccion aunque la recuperacion de H. pylori en muestras de cavidad oral ha
fallado en algunos estudios, mientras que en otros se ha aislado y cultivado . La
discrepancia entre los resultados clinicos debidos a la infeccion por la bacteria se
puede explicar por variaciones en los factores de virulencia de la bacteria, exposicion
a factores ambientales, diferencias en la respuesta inmune del hospedero y a
factores genéticos °.

Las citotoxinas VacA (Citotoxina vacuolizante) y CagA (Citotoxina asociada al
gen A) de H. pylori participan en la formacion de lesiones en la mucosa gastrica.
Ambas patrticipan en la colonizacion y modulacién de la respuesta inflamatoria asi
como en el desarrollo de Ulcera péptica y cancer gastrico ®"®. VacA induce la

formacion de vacuolas intracelulares, y tiene un papel importante en la induccion de



cambios en el citoesqueleto, apoptosis, supresion de la proliferacion epitelial, y
migracion en lineas celulares epiteliales ’.

El gen vacA esta presente en todas las cepas de H. pylori y tiene al menos
dos regiones variables. La region s, que codifica el péptido sefial, existe como los
tipos alélicos sl (subtipos sla, slb, slc) y s2. La regiébn m (media) puede ser del tipo
ml o m2. La produccién de la proteina esta relacionada con el genotipo, en general,
las cepas s1/ml producen niveles altos, las cepas s1/m2 niveles moderados de
toxina, mientras que las cepas s2/m2 producen poco o nada de toxina ®"%,

La inflamacion inducida por H. pylori se incrementada por el aumento en la
produccion de citocinas proinflamatorias como la IL-1p3, TNF-a, IL-6. Los individuos
con multiples polimorfismos en citocinas que promueven la inflamacion e infectados
con cepas de H. pylori méas virulentas pueden tener hasta cincuenta veces el riesgo
de desarrollar cancer gastrico comparado con aquellos individuos que carecen de
dichos factores 2.

La interleucina 1B (IL-1B) es una potente citocina pro-inflamatoria producida
por monocitos y macréfagos °, que se infiltran al sitio de la infeccion. El gen de la IL-
1B esta localizado en el cromosoma 2 (2q14), tiene un tamafo de 17.5 Kb y esta
compuesto por siete exones °. La interaccion entre LPS de H. pylori y el TLR4
(receptor Toll-like 4) regula la transcripcion del gen de la IL-1B a través de la
activacion del factor de transcripcion NF-kB y elementos C/EBP (proteina de union
al enhancer CCAAT) ',

El gen de la IL-1B se ha propuesto como un factor genético clave en la
determinacién del patrén de gastritis y del riesgo de transformacién a la malignidad.
Individuos colonizados por H. pylori y que poseen polimorfismos en la region
promotora del gen de la IL-1B asociados con niveles altos de expresion de la
citocina, tienen un mayor riesgo de desarrollar hipoclorhidria, atrofia gastrica y
adenocarcinoma gastrico distal, en comparacion con individuos con polimorfismos
asociados con niveles bajos de expresién de IL-1B °. Los efectos sinérgicos entre los
factores de virulencia de la bacteria y los polimorfismos de la IL-1B estan asociados

con el desarrollo de cambios histologicos severos en la mucosa gastrica, como



sucede en aquellos pacientes con genotipos de alto riesgo tanto de la bacteria como
del hospedero (cagA+/vacA+/ IL-1B-511T/IL-RN*2) 2.

Se conocen tres polimorfismos en el gen de la IL-1B, dos en la region
promotora, en las posiciones -511C/T, -31T/C y uno en el cuerpo del gen, en la
posicion +3954 C/T 24118 Estudios en diferentes poblaciones sugieren que los
polimorfismos -511T y -31C de la IL-1B estan asociados con el desarrollo de cancer
géstrico *'.

En México sb6lo se han publicado los resultados de un estudio acerca del
polimorfismo -31T/C de la IL-1B realizado en poblacién del noreste del pais en la que
se demuestra que el alelo IL-1B-31*C es un factor de riesgo para cancer gastrico.

Todavia no esta bien documentada la asociacion de los polimorfismos de la IL-
1B y de los genotipos de vacA de H. pylori con el desarrollo de gastritis crénica y
Ulcera géstrica. Es probable que los genotipos -511TT y -31CC de la IL-1B en
presencia de los genotipos s1lml y s1m2 de vacA de H. pylori potencien el riesgo de
desarrollar gastritis cronica y Ulcera gastrica.

La genotipificacion de vacA de H. pylori y de los polimorfismos de la IL-1B
podria ser de importancia en la identificacion temprana de los individuos con mayor

riesgo de desarrollar carcinoma gastrico.

En base a los antecedentes descritos, los objetivos de este trabajo, fueron
evaluar si los polimorfismos -511 C/T y -31 T/C de la IL-1B se asocian con el
desarrollo de gastritis cronica y Ulcera gastrica y analizar la posible asociacién de los
polimorfismos de la IL-1B y los genotipos s1ml y sim2 de vacA de H. pylori en el

desarrollo de Ulcera gastrica.



4. MATERIAL Y METODOS

Poblacién. De abril de 2007 a mayo de 2008 se realiz6 un estudio de casos y
controles. El grupo de casos se integr6 con 100 pacientes con diagnéstico
endoscoOpico e histopatologico reciente de gastritis cronica y 28 pacientes con
diagnoéstico endoscopico de Ulcera gastrica, atendidos en la Unidad Especializada en
Gastroenterologia Endoscopia de la ciudad de Chilpancingo, Guerrero. El grupo
control se integrdé con personas sin sintomatologia de dispepsia, provenientes de la
misma base poblacional que los casos. Fueron incluidos en el estudio aquellos que
no tuvieran tratamiento antimicrobiano, ni con inhibidores de la bomba de protones o
neutralizadores del pH gastrico, por lo menos un mes antes de la toma de muestra.
En ambos grupos se excluyeron a aquellos con tratamiento antiinflamatorio no
esteroideo (AINES). Tanto casos como los sujetos control firmaron una carta de
consentimiento informado y se les aplicé una encuesta en la que se registraron datos
generales de los participantes, datos socio-demograficos, habitos alimentarios y

antecedentes clinicos.

Obtencién de las muestras. Para el grupo de casos, se obtuvieron dos biopsias
gastricas de cada paciente durante el estudio endoscopico, tomadas del sitio de la
lesion; una se destind a la identificacion molecular de H. pylori y la otra al estudio
histopatoldgico. A los sujetos control se les tomaron dos muestras de sangre venosa
una sin y otra con anticoagulante (EDTA). Las biopsias se mantuvieron en solucién
de extraccion (Tris 10mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, SDS 0.5%) a -20°C hasta su
procesamiento. De las muestras de sangre se separ6 el suero y se conservo a -20°C

hasta su analisis.

Obtencién de DNA. De la biopsia gastrica se hizo la extraccion de DNA empleando
el protocolo de extraccion a partir de tejido fresco. Todas las muestras se sometieron
a digestion con 3.8 uL de proteinasa K (20 mg/mL), las reacciones se incubaron por

20 min a 65° C y se extrajo el DNA total por la técnica de fenol-cloroformo-alcohol



isoamilico (Anexo 3) '8, de las muestras de sangre con anticoagulante se hizo la

extraccion de DNA empleado la técnica de Miller.

Deteccién de anticuerpos IgG e IgM anti-H.pylori. Se verific6 la presencia de
anticuerpos IgG e IgM anti-H. pylori, en el suero de los sujetos control, mediante la
técnica de ELISA, (International Immuno-Diagnostics, Estados Unidos), siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Detecciéon del DNA de H. pylori. El DNA de H pylori se detecté con los
oligonucleétidos: HP16-219 5- GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC-3" y HPGR16SR
5- CAATCAGCGTCAGTAATGTTC- 3" *, que amplifican una regién de 522 pb del
gen del RNAr 16S de la bacteria. La mezcla de reaccién se hizo en un volumen final
de 15 puL, con 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s (Invitrogen, Brasil), 5 pmol de
cada oligonucleétido, 1U de Taqg DNA polimerasa Platinium (Invitrogen, Brasil) y 150
ng de DNA total. El programa de amplificacién incluyé un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 94° C por 5 min, 36 ciclos a 94° C por 30s, 55° Cpor30sy 72° Cpor45sy
un ciclo de extension final a 72° C por 7 min. Los productos de PCR se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se tifieron con bromuro de etidio y se

visualizaron con luz ultravioleta (UV).

Genotipificacién de vacA de H. pylori. Las muestras positivas al gen del RNAr 16S
de H. pylori, se sometieron a amplificacién de la regién sefal (s) de vacA con los
oligonucledétidos: VA1-F5'ATGGAAATACAACAAACACACYT’ Y VA1-R
5" CTGCTTGAATGCGCCAAAC3” %, La reacciéon de amplificacion se hizo en un
volumen final de 20 pL con 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 15 pmol de cada
oligonucledtido, 1U de Taq DNA polimerasa Platinium y 300 ng de DNA. El programa
de amplificacion incluy6 un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95° C por 3 min y 30
ciclos a 95° C por 30 s, 56° C por 45 s, 72° C por 45 s y un ciclo de extension final a
72° C por 7 min. El producto de PCR se separ6 por electroforesis en gel de agarosa
al 2.0%, se tifid con bromuro de etidio y se observd con luz UV. Una banda de 259
pb correspondi6 al genotipo s1 y una de 286 pb a s2. La amplificacion de la region



media (m) se hizo con los oligonucleétidos: VA3-F 5" GGTCAAAATGCGGTCATGGS',
VA3-R 5"CCATTGGTACCTGTAGAAAC3’, VA4-F 5 GGAGCCCCAGGAAACATTGS’
VA4-R 5 CATAACTAGCGCCTTGCAC3 . La reaccion de amplificacién se hizo en
un volumen final de 20 pL que contenia 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 10
pmol de cada oligonucleétido, 1 U de Tag DNA polimerasa Platinium y 300 ng de
DNA. El programa de amplificacion incluyé un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°
C por 3 min y 30 ciclos a 94° C por 30 s, 53° C por 30 s, 72° C por 30 s y un ciclo de
extension final a 72° C por 7 min. El producto de PCR se separé por electroforesis en
gel de agarosa al 2%, se tifié con bromuro de etidio y se observé con luz UV. Una
banda de 290 pb se interpreté como genotipo ml y una banda de 352 pb como m2.
Las muestras en las que no fue posible genatipificar la regibn m con esos iniciadores,
se sometieron a wuna segunda PCR con los oligonucledtidos VAG-
F5 CAATCTGTCCAATCAAGCGAG3’, VAG-R5 GCGTCTAAATAATTCCAAGG3 %,
La mezcla de reaccion se hizo en un volumen final de 20 pL que constaba de 1.5 mM
de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 15 pmol de cada oligonucleétido, 1 U de Tag DNA
polimerasa Platinium y 300 ng de DNA. El programa de amplificacién incluy6 un ciclo
de desnaturalizacion inicial a 94° C por 3 min y 30 ciclos a 94° C por 30 s, 55° C por
30 s, 72° C por 30 s y un ciclo de extension final a 72° C por 5 min. El producto de
PCR se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se tifid con bromuro de
etidio y se observo con luz UV. Una banda de 570 pb se interpreté como genotipo m1
y una banda de 645 pb como m2.

Se utilizdé la cepa ATCC43504 de H. pylori, genotipo vacA s1/ml, como control
positivo de la deteccion del DNA de H. pylori y de la genotipificacion del gen vacA,;

como control negativo se sustituyé el DNA molde por agua desionizada estéril.

Genotipificacion del polimorfismo -511 C/T de la IL-1B. El polimorfismo -511 C/T
de la IL-1B fue genotipificado por PCR-Restriccion de Fragmentos Polimorficos de
Longitud variable (RFLP’s). Se emplearon 200 ng de DNA humano obtenido de
biopsias géstricas o sangre, para amplificar un fragmento de 305 pb de la region
promotora de IL-1B, que incluia el sitio polimérfico, con los oligonucledtidos: F5'-



TGGCATTGATCTGGTTCATC-3’, R5-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3° . La
reaccion de amplificacion se hizo en un volumen final de 25 pL que contenia 1.5 mM
de MgCl;, 0.2 mM de dNTP’s, 15 pmol de cada oligonucleétido, y 1U de Taqg DNA
polimerasa recombinante (Invitrogen, Brasil). Las condiciones de PCR fueron: un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 min y 35 ciclos a 95° C por 30 s, 55° C
por 30 s, 72° C 30 s y un ciclo de extension final a 72° C por 5 min. El producto de
PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se tifié con bromuro de
etidio y se observd con luz UV. Los productos de PCR se digirieron con 2 U de la
enzima Aval (New England Biolabs, Estados Unidos), que reconoce la secuencia 5’
C'YCGRG 3. La digestion se incubo a 37° C por 4 h. El fragmento amplificado tiene
un sitio de corte para Aval cuando el alelo es -511C, de esta forma se generan dos
segmentos, uno de 190 pb y otra de 115 pb; el alelo -511T se caracteriza por la
ausencia de sitio de restriccion para Aval por lo que el producto de PCR permanece
sin digerir, 305 pb (-511T). Asi, el genotipo heterocigoto (-511TC) se identifica por los
productos de 305 pb (-511T), y 190 + 115 pb (-511C). Los productos de restriccion se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y

se observaron con luz UV.

Todas las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador Mastercycler Ep

gradient (Eppendorf, Alemania).

Genotipificacion del polimorfismo -31 T/C de la IL-1B. El polimorfismo -31 T/C de
la IL-1B fue genotipificado por pirosecuenciacion para lo cual se obtuvieron productos
de PCR biotinilados con los iniciadores: F:5-CCACCAATACTCTTTTTCCCCTTTCC-
3y RI5-GATTGGCTGAAGAGAATCCCAGAGC-3" bhictinilado. La reaccion de
amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL que contenia 25 pmoles
de cada iniciador, 300 ng de DNA gendmico, y 1U de Tag DNA polimerasa (Promega
Madison, WI). El programa de amplificacion incluyd un ciclo a 94° C por 3 min; 45
ciclos de 94° C por 30 s, 55° C por 30 sy 72° C por 30 s, seguido de un cicloa 72° C
por 3 min. El producto de PCR se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 2 %,

se tiid con bromuro de etidio y se observo con luz UV, las muestras positivas se



identificaron por la presencia de una banda de 186 pb. Para la pirosecuenciacion, los
productos de PCR biotinilados (20 uL) se inmovilizaron en una suspension de perlas
de sefarosa cubiertas con estreptavidina en amortiguador de unién. Las muestras se
incubaron por 10 min en agitaciébn constante a 1,400 rpm y después de la
inmovilizacion, los complejos perlas-templados se sumergieron en amortiguador de
lavado (AL) e NaOH 0.5 M. Las muestras se lavaron en AL y las perlas se afiadieron
a 45 pL de amortiguador de apareamiento que contenia 15 pmoles del iniciador de
secuenciacion 5- TCCTACTTCTGCTTTTGA-3". El apareamiento se llevé a cabo a
90° C por 2 min y los templados se dejaron a temperatura ambiente. Se llevo a cabo
la transferencia de los complejos perlas-templados empleando el dispositivo PSQ 96
Sample PrepStation (Pyrosequencing AB). La pirosecuenciacion (anexo 4) en tiempo
real se llevd a cabo en el pirosecuenciador PSQ SNP 96 (Pyrosequencing AB,
Uppsala, Suecia) #.

Andlisis estadistico. Los datos de la encuesta y los resultados obtenidos se
capturaron en una base de datos en el programa estadistico SPSS version 12.0. El
andlisis estadistico se hizo en el programa STATA version 9, con el cual se
obtuvieron las frecuencias simples y relativas de las variables cualitativas empleando
la prueba de X? para obtener las diferencias entre los grupos, para variables
cuantitativas no paramétricas se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis para comparar
medianas entre grupos, considerando un valor de p <0.05 estadisticamente
significativo. Se realizaron modelos de regresion logistica multinomial para
determinar la asociacion de los polimorfismos de la IL-1B con la gastritis cronica y
Ulcera gastrica y un modelo de interaccién multiplicativo mediante regresion logistica
para evaluar la interaccion entre los genotipos de H. pylori y de la IL-1B con la uUlcera

gastrica.



5. RESULTADOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron 230 personas, 102 sujetos control y 128 casos, de los cuales 100
fueron pacientes con diagnostico endoscopico de gastritis cronica y 28 de ulcera
gastrica. La edad promedio del grupo control fue de 30 afios con un intervalo de 18 a
60, en los casos de gastritis cronica la media fue de 46 afios con un intervalo de 11 a
80 afos, se encontraron 5 casos menores de 20 afios, en los pacientes con Ulcera
gastrica la media de edad fue de 56 afios con un intervalo de 25 a 83. Las
caracteristicas generales de la poblacion se muestran en el cuadro 1. Se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en relacién a
la edad, escolaridad, lugar de origen, antecedentes familiares de gastritis y/o Ulcera,

hébito de fumar y consumo de café.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los sujetos control y de los casos de gastritis
cronicay Ulcera gastrica

Casos
. Controles Valor de
Caracteristica n(%) Gastritis crénica  Ulcera gastrica P
n(%) n(%)
Edad* 26 (22 - 34) 46 (37 - 58) 55 (45 - 70) 0.0001"
Sexo
Femenino 65 (63.7) 64 (64) 19 (67.9) 0.917°
Masculino 37 (36.3) 36 (36) 9 (32.1)
Escolaridad
Licenciatura 47 (46.1) 44 (44) 5(17.9)
Preparatoria 35 (34.3) 17 (17) 3 (10.7) <0.001°
Secundaria 10 (9.8) 7(7) 3(10.7)
Primaria 9 (8.8) 24 (24) 9 (32.1)
Sin estudios 1(0.9) 8 (8) 8 (28.6)
Lugar de Origen
Chilpancingo 44 (43.1) 30 (30) 5(17.9) 0.021°
Otros municipios 58 (56.9) 70 (70) 23 (82.1)
Antecedentes familiares
No 49 (48.0) 39 (39.0) 22 (78.6) 0.001°
Si 53 (52.0) 61 (61.0) 6 (21.4)
Habito de fumar
No 39 (38.2) 65 (65) 10 (35.7) <0.001°
Fumador actual o ex fumador 63 (61.8) 35 (35) 18 (64.3)
Consumo de alcohol
No 14 (13.7) 22 (22) 7 (25) 0.211°
Si 0 consumié 88 (86.3) 78 (78) 21 (75)
Consumo de café
No 32 (31.4) 54 (54) 15 (53.6) 0.003°
Si 70(68.6) 46 (46) 13 (46.4)
Total 102 100 28

* Edad =se reporta mediana y rango intercuartil; para variables cualitativas se reportan frecuencias
simples. T Prueba de Kruskal-Wallis; Prueba de X 2 prueba exacta de Fisher



Deteccién de anticuerpos anti-H. pylori en sujetos control

El 59.8% de los sujetos control fueron positivos para IgG, IgM o para ambos

anticuerpos y el 16.6% fueron positivos a IgG e IgM, figura 1.
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OO% T 1 T 1
lgG+/1gM- lgM+/1gG- lgG+/1gM+ lgG+ o IgM+/ 1gG e
IgM +
Anticuerpos anti-H.pylori

Figura 1. Frecuencia de anticuerpos anti-H. pylori en el grupo control.

Deteccion de H. pylori en los casos de gastritis cronicay Ulcera gastrica

Para investigar la frecuencia de infeccioén por H. pylori, se sometieron a PCR las 128
muestras de DNA total proveniente de biopsias gastricas de los pacientes con
gastritis cronica y Ulcera gastrica. Las muestras positivas a la infeccion produjeron
una banda de amplificacion de la longitud esperada, figura 2.
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Figura 2. Fragmento de 522 pb del gen RNAr 16S de H.
pylori. Carril 1: Marcador de peso molecular de 123 pb, carril
2: control negativo, carril 3: control positivo cepa ATCC43504,
carril 4, 5, 6 y 8: muestras clinicas positivas a H. pylori, carril
7: muestra clinica negativa a H. pylori. Gel de agarosa al
1.5%.

El 78.8% de los casos fueron positivos a la presencia de H. pylori. En los pacientes
con gastritis cronica la frecuencia fue del 77.0% y en Ulcera gastrica del 85.7%, figura
3. Las muestras negativas a la deteccion de H. pylori, amplificaron para la region
polimoérfica -511 del gen de la IL-1B; de esta forma se comprobd que el DNA extraido

estaba integro.
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Figura 3. Frecuencia de H. pylori en los casos de gastritis crénicay Ulcera géastrica.

Genotipificaciéon del gen vacA de H. pylori

En los pacientes infectados se detectaron genotipos virulentos y no virulentos de

vacA de H. pylori. En la figura 4 se observan dos muestras clinicas una con genotipo

slmly otra s2m2, detectados por PCR alelo especifica.

UEGE110B UEGE111B

Figura 4. Genotipos de vacA de H.pylori. Carril 1: Marcador de
peso molecular de 123 pb, carril 2: control negativo, carril 3 y 4:
control positivo cepa ATCC43504 s1ml, carril 5y 6: muestra clinica
genotipo vacA slml, carril 7 y 8: muestra clinica genotipo vacA
s2mz2. Gel de agarosa al 2%.
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En las 101 muestras positivas a H. pylori, el genotipo vacA slml fue el mas
frecuente con un 43.7% seguido del genotipo s1m2 con un 21.8%, el 18.8% tenia
genotipo s2m2 y el 14.6% tuvo una co-infeccidbn con genotipos slml/slm2. La
frecuencia por patologia gastrica se muestra en el cuadro 2, el alelo s1 fue el mas
detectado en los casos de gastritis crénica y Ulcera gastrica con un 82.4% y 88%

respectivamente, cuadro 2.

Cuadro 2. Frecuencia de genotipos y alelos de vacA en los casos de gastritis crénicay
Ulcera gastrica

Casos
Genotipo Gastritis crénica Ulcera gastrica Valor dep
n(%) n(%)
siml 31 (40.2) 13 (54.1)
sim2 16 (20.8) 6 (25.0)
o)
s2m2 16 (20.8) 3 (12.5) 0.254
slmly sim2 14 (18.2) 1(4.2)
No tipificable * - 1(4.2)
Total 77 (100) 24 (100)
Alelos
sl 75 (82.4) 22 (88.0) 0
0.551
s2 16 (17.6) 3 (12.0)
Total 91 (100) 25 (100)
m1 45 (49.5) 14 (58.3) .
0.187
m2 46 (50.5) 10 (41.7)
Total 91 (100) 24" (100)
* Regién sefial genotipo s1 2 prueba exacta de Fisher ® Prueba de X?

“En un caso no se pudo genotipificar el alelo m.
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Genotipificacion del polimorfismo -511 C/Ty -31 T/C dela IL1-B

La genotipificacion del polimorfismo -511 de los 102 DNA del grupo control y los 128
de los casos se hizo por PCR-RFLP’s, figuras 5y 6. Y el SNP en la posicién -31 se

tipificd por pirosecuenciacion, figura 7.

Figura 5. Fragmento de DNA de laregién -511 del gen de la IL-
1B. Carril 1: Marcador de peso molecular de 123 pb, carril 2:
control negativo, carril 3-8: muestras positivas a la amplificacion
de la region -511 de la IL-1B. Gel de agarosa al 1.5%.

Figura 6. Patrén de restriccion para la tipificacion del polimorfismo -
511 C/T de la IL-1B. Identificacién del genotipo -511 después de la
digestion con Aval en gel de agarosa al 2.5%. Carril 1: Marcador de peso
molecular $X174 RF DNA/Hae Il Fragments, carril 2: producto de PCR sin
digestion, carril 3, 4, 5, 7,9 y 10: muestras heterocigotas TC, carril 6:
muestra homocigota CC, carril 8: muestra homocigota TT.
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Figura 7. Productos de PCR biotinilados para Ia
genotipificacion del polimorfismo -31 T/C de la IL-1B por
pirosecuenciaciéon. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100
pb, carril 2-7: muestras positivas a la amplificacion de la regién -31
de la IL-1B, Carril 8: control negativo. Gel de agarosa al 2.0%.

El genotipo mas frecuente del SNP-511 fue el CT en los casos de gastritis con un
60% y en los de Ulcera con 46.4% y el TT en los sujetos control con un 52%. El alelo
mas frecuente en los tres grupos fue el alelo T, cuadro 3. Las frecuencias genotipicas
en el grupo control se encontraron en equilibrio génico de acuerdo con la ley de
Hardy-Weinberg (X?=0.479).

Cuadro 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -511 C/T de la IL-1B en
los sujetos control y en pacientes con patologia géastrica.

Casos
Genotipo Controles _ __ _ _ Valor d
n(%) Gastritis cronica  Ulcera géastrica alordep
n(%) n(%)
cc 10 (9.8%) 9 (9%) 5 (17.9%)
CT 39 (38.2%) 60 (60%) 13 (46.4%) 0.015
TT 53 (52.0%) 31 (31%) 10 (35.7%)
Total 102 100 28
Alelos
Alelo C 0.289 0.390 0.411
Alelo T 0.711 0.610 0.589

)
Prueba de X?
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Con respecto al SNP -31, en el grupo control el genotipo mas frecuente fue el CC
con un 51% mientras que en los casos el mas frecuente fue el TC con un 52% en
gastritis cronica y con 57.1% en pacientes con Ulcera gastrica. El alelo mas frecuente
en los tres grupos fue el alelo C, cuadro 4. Las frecuencias genotipicas en el grupo
control estuvieron en equilibrio génico de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg (X*=
0.905).

Cuadro 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -31 T/C de la IL-1B en
los sujetos control y en pacientes con patologia gastrica.

: Controles Casos Q
Genotipo n(%) Gastritis cronica  Ulcera gastrica  valordep
n(%) n(%)

T 8 (7.8%) 17 (17.0%) 2 (7.1%)

TC 42 (41.2%) 52 (52.0%) 16 (57.1%) 0.027

cc 52 (51.0%) 31 (31.0%) 10 (35.7%)

Total 102 100 28

Alelos
Alelo T 0.284 0.430 0.357
Alelo C 0.716 0.570 0.643

“ Prueba exacta de Fisher

El andlisis del efecto aditivo de los dos polimorfismo de la IL-1B indicé que en los
sujetos control los genotipos mas frecuentes fueron el -511TT/-31CC con un 49%
seguido del -511CT/-31TC con un 38.2%, mientras que en los casos los genotipos
mas frecuentes fueron el -511CT/-31TC con un 48% en los pacientes con gastritis
cronica y 42.9% en los pacientes con Ulcera gastrica, seguido de la combinacion -
511TT/-31CC con 29% y 32.1% respectivamente. Al hacer la asociacion de los
genotipos mas frecuentes con las patologias gastricas se encontré una tendencia a
la asociacion de los genotipos -511CC/-31TC (OR=8.03 IC95% 0.76-85.2) y -511TT/-
31TC (OR=6.34 1C95% 0.25-161.8) con la ulcera gastrica, sin embargo ninguna fue

estadisticamente significativa (datos no mostrados).
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Mediante modelos de regresién logistica multinomial se realizé el analisis de
asociacion de los genotipos de los polimorfismos -511 C/T y -31 T/C de la IL-1B con
las patologias géastrica. No se encontrd asociacion estadisticamente significativa de
ninguno de los genotipos de ambos SNP’s con el desarrollo de gastritis crénica ni

con Ulcera gastrica, cuadros 5 y 6.

Cuadro 5. Asociacion del polimorfismo -511 C/T de la IL-1B con la gastritis crénica y
Glcera gastrica

Casos
Genotipo Controles -
n=102 cc? © @ UG © @
n=100  RM (1C95%) RM® (IC95%)  —7o  RM (IC95%) RM®© (IC95%)
cc 10 9 1.0¢ 1.0% 5 1.0¢ 1.0¢

cT 39 60 1.71(0.63-459)  1.44(0.44-480) 13  0.66(0.19-2.31)  0.66 (0.12-3.52)

T 53 31 0.64 (0.24-1.77)  0.46(0.13-150) 10  0.38(0.11-1.34)  0.27 (0.05-1.53)

CT+TT 92 91 1.10(0.43-2.83)  0.83(0.26-2.60) 23 0.5(0.15-1.61)  0.43(0.09-2.11)

. - . - - 7 " © .
* Categoria de referencia; = Gastritis cronica; °= Ulcera géstrica; ~= crudos; @= ajustado por

edad, escolaridad, consumo de café, habito de fumar y antecedentes familiares de GC y/o
UG.

Cuadro 6. Asociacion del polimorfismo -31 T/C de la IL-1B con la gastritis crénica y
Ulcera gastrica

Casos
Genotipo Controles
n=102 a b
GC © @ o uG © @ o

=100 RM ™ (IC95%) RM™ (IC95%) n=28 RM ™ (IC95%) RM™ (IC95%)

TT 8 17 1.0* 1.0* 2 1.0* 1.0*
TC 42 52 0.58 (0.22-1.48)  0.43 (0.14-1.31) 16 1.52 (0.29-7.95)  1.91 (0.25-14.2)
cC 52 31 0.28 (0.10-0.72) 0.18 (0.06-0.60) 10 0.70 (0.09-5.50)  0.80 (0.11-5.80)
TC+CC 94 83 0.42 (0.17-1.01) 0.30 (0.10-0.83) 26 1.11 (0.22-5.53) 1.2 (0.17-8.32)

* Categoria de referencia = Gastritis crénica; "= Ulcera gastrica; °= crudos; ©@= ajustado por
edad, escolaridad, consumo de café, habito de fumar y antecedentes familiares de GC y/o
UG.
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Para evaluar la interaccién entre los genotipos de H. pylori y de la IL-1B,
comparamos la combinacion de las frecuencias de los genotipos bacteria’lhospedero
en los casos de Ulcera gastrica tomando al grupo de gastritis crénica como grupo de
referencia, mediante un modelo de interaccion multiplicativo analizado por regresion
logistica, se encontré que aquellos pacientes con gastritis cronica portadores del
alelo C en la posicién -31 del gen de la IL-1B y que estan infectados con H. pylori
vacA s1lml tienen 4.4 (1C95% 1.02-19.2) veces la posibilidad de desarrollar Ulcera
gastrica en comparacién con aquellos pacientes con gastritis crénica portadores del
alelo T e infectados con H. pylori vacA s2m2 o con uno de los genotipos de riesgo de
la bacteria. No se encontré asociacion de los genotipos de vacA de H. pylori y del

SNP-511 de la IL-1B con la ulcera gastrica, cuadro 7.

Cuadro 7. Interaccién de los genotipos vacA de H. pylori y de la IL-1B en pacientes
con gastritis crénica y Ulcera gastrica.

Genotipos vacA de  Gastritis Ulcera

H. pyloriy del SNP- crénica gastrica RM® (IC95%) RM@ (IC95%)

511 delalL-1B n=100 n=28

T

s2m2/CC/portador T°/ 19 5 1.0* 1.0%
slml/m2/CC
sim2/portador T 16 6 1.20 (0.32-4.41) 1.22 (0.25-5.90)
siml/portador T 28 10 1.30 (0.35-3.63) 1.40 (0.33-5.60)
slml/m2/portador T 14 1 0.23 (0.02-2.10) 0.24 (0.02-2.63)

Genotipos vacA de
H. pylori y del SNP-

3ldelalL-1B

s2m2/TT/portador C*/ o8 4 1 0% 1.0
s1m1/m2/TT ' '
simz2/portador C 13 6 3.23 (0.78-13.4) 3.73 (0.68-20.3)
siml/portador C 24 12 3.5(0.99-12.3) 4.43 (1.02-19.2)
siml/m2/portador C 12 1 0.60 (0.06-5.78) 0.80 (0.06-9.51)
’se incluyen homocigotos T y heterocigotos; JjSe incluyen homocigotos C y heterocigotos;
* Categoria de referencia °= crudos; @= ajustado por edad, habito de fumar y antecedentes

familiares de gastritis crénica y/o Ulcera gastrica.

18



6. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La infeccion por H. pylori esta asociada al desarrollo de gastritis cronica y de
enfermedad ulceropéptica, carcinoma gastrico y linfoma tipo MALT. H. pylori puede
causar gastritis crénica en todos los pacientes, sin embargo, no todos los individuos
infectados desarrollan una patologia gastrica mas severa. Existe una marcada
diferencia entre el numero de individuos colonizados y aquellos con sintomas
clinicos. Es probable que pacientes infectados con genotipos s2mz2 desarrollen solo
una gastritis leve a lo largo de su vida, mientras que pacientes infectados con
genotipos s1lml o slm2, tienen mayor probabilidad de desarrollar enfermedad
ulceropéptica, gastritis atrdfica y eventualmente cancer gastrico. La carcinogénesis
gastrica es un proceso complejo y multifactorial, en el cual la persistencia de la
infeccién por H. pylori puede jugar un papel importante %. El INEGI reporta que en
México, en el afio 2006, el cancer gastrico ocupa el tercer lugar como causa de

muerte por tumor maligno en el sexo masculino y el cuarto lugar en el sexo femenino
1

Las lesiones precursoras del cancer gastrico, como la gastritis y la Ulcera gastrica,
son patologias frecuentes en la poblacion mexicana, ocupando estas la cuarta
posicion a nivel nacional y el sexto lugar en el estado de Guerrero como causa de
morbilidad en 2006 de acuerdo a los datos reportados por la Secretaria de Salud *.
En este estudio encontramos que en los casos de gastritis cronica y Ulcera gastrica,
la edad coincide con lo reportado por la SSA, que informa que a nivel nacional y
estatal se presentan casos de gastritis y Ulcera a los 10 afios. Se encontraron cinco
casos de gastritis en menores de 20 afios de edad, uno de los cuales tenia 11 afios
de edad, en cuanto al grupo de Ulcera gastrica no encontramos casos que fueran

menores de 20 afios.

Se encontrd una frecuencia del 59.8% de anticuerpos IgG, IgM o ambos contra H.
pylori en el grupo control, porcentaje ligeramente superior a lo encontrado por Diaz et
al., 2006 ?* en una poblacién asintomética de Chilpancingo Gro, quienes reportaron
una frecuencia del 54.4%. La frecuencia de anticuerpos IgG anti-H. pylori en el grupo
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control fue del 37.3% menor a la informada por Leal et al.,1999 %, que fue del 66% a
nivel nacional;, esta diferencia puede ser debida al método empleado para la

deteccion de anticuerpos. En el estudio de Leal et al ®

., emplearon una técnica de
ELISA no comercial que emplea antigeno obtenido de cepas circulantes en México y
en este estudio se utilizé un kit comercial de una compafia extranjera (International
Immuno-Diagnostics, California, EU) que emplea antigeno de cepas que
probablemente no circulen en nuestra poblacion. Encontramos que el 16.6% de los
controles fueron positivos a IgG e IgM, porcentaje menor al 43.9%, reportado por
Garza et al., 2006 % quienes analizaron a personal médico residente del Hospital
Universitario de Puebla. Esta diferencia en las frecuencias puede deberse a las
caracteristicas de la poblacién estudiada; en el estudio de Garza et al.,?® la mayoria
de los participantes fueron del sexo masculino (54.4%) y en el presente estudio
participaron mas mujeres (63.7%), esto podria ser debido a que en general los
hombres ejercen con mayor libertad su sexualidad; la diferencias en la ocupacion y la
distribucion geografica de las poblaciones analizadas también podria estar influyendo
en las diferencias de las frecuencias de anticuerpos . La presencia prolongada de H.
pylori en personas asintométicas puede ser un factor importante en la aparicion de
gastritis crénica que al no ser tratada puede evolucionar a una gastritis atréfica o

alguna otra lesion precursora de cancer gastrico.

El mosaicismo en la region s y m de vacA puede jugar un papel importante en la
cadena de eventos que conducen a la carcinogénesis. Algunos estudios han
mostrado que los genotipos s de vacA estan asociados con la enfermedad en
pacientes de diferentes paises aunque en otros no se han confirmado estos
hallazgos **?®. En el presente estudio, en pacientes con gastritis crénica y Ulcera
gastrica encontramos una frecuencia de H. pylori del 78.9% (101/128); en aquellos
con gastritis cronica fue del 77% y el 85.7% en pacientes con Ulcera gastrica. Estas
frecuencias fueron mayores a las de Chang et al., 2006 8, en poblacién taiwanesa,
quienes reportaron una frecuencia del 36.4% en pacientes con gastritis cronica y del
56.1% en pacientes con Ulcera gastrica, son superiores también a las encontradas

27

por Lopez et al “'., en 2008 en poblacion mexicana quienes reportaron una
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frecuencia del 38% en pacientes con cancer gastrico y el 26% en pacientes con
dispepsia no ulcerosa y/o reflujo gastroesofagico. En los pacientes infectados el
genotipo s1ml fue el mas frecuente con un 43.7%, frecuencia mas alta a la

encontrada por Nogueira et al 23

., en 2001 en poblacion portuguesa (39.1%). En
poblacion colombiana Nogueira encontr6 una frecuencia del 88.2% del genotipo
siml, superior a la que se encontré en este estudio. Quiroga et al., 2006 8, en
poblacion de Colombia reportaron que en 157 asilamientos de pacientes con
patologia gastrica, el genotipo vacA mas frecuente fue el slml con un 67.5%,
seguido por el s2m2 con un 28.7% y con un 3.8% del slm2. En este estudio
encontramos gue en pacientes con gastritis cronica y Ulcera gastrica, el genotipo mas
frecuente fue el slm1l con un 40.2% y 54.1% respectivamente; estas frecuencias son
méas bajas que las reportadas por Caricio et al., 2005 ’ en poblacién del Norte de
Brasil, donde reportaron una frecuencia del 62.1% para el genotipo slml en
pacientes con gastritis y del 92.6% en pacientes con enfermedad Ulcero péptica.
Garza et al., 2004 *° en poblacién del Noreste de México reportaron una frecuencia
del genotipo s1lml del 32.6%, seguido del s2m2 con un 30.2% en pacientes con
dispepsia no ulcerosa y en pacientes con enfermedad ulcero péptica el genotipo méas
frecuente fue el s1ml con un 57.1% y el 28.6% de s2m2; a diferencia de lo reportado
por Garza et al., en este estudio encontramos una baja frecuencia del genotipo
s2m2; con estos resultados se confirma que la distribucion geografica de los
genotipos de H. pylori varia entre paises y también existen diferencias dentro del

mismo pais.

Las frecuencias de genotipos de vacA de H. pylori indican que en la poblacion
estudiada estan circulando los genotipos slml y s1m2, por ello, esta poblacion
podria estar en mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico ya que estad bien
documentado que estos genotipos son productores de mayores cantidades de
citotoxina vacuolizante en comparacion con los genotipos vacA s2ml y s2m2. Se ha
demostrado in vitro que las cepas con genotipo sl secretan grandes cantidades de
citotoxina que las cepas s2, las cuales son conocidas por ser menos virulentas. Las
cepas ml son las mas frecuentemente asociadas con el dafio epitelial, la

genotipicacion de la region media de vacA es la mas importante para correlacionar
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con los niveles de la citotoxina in vitro. Los niveles altos de la citotoxina causa dafio
epitelial, formacion de vacuolas intracelulares, induce cambios en el citoesqueleto de
las células, apoptosis, entre otros eventos que son factores que influyen en el

desarrollo de enfermedad Ulcero péptica o adenocarcinoma gastrico ® .

Debido a que solo un pequefo porcentaje de pacientes infectados desarrollan alguna
malignidad, es interesante realizar la identificacion del genotipo de vacA y los
marcadores genéticos del hospedero asociados con el desarrollo del cancer gastrico.
Varios estudios han reportado una correlacion positiva entre los polimorfismo de la
IL-1B vy la hipoclorhidria, atrofia gastrica y carcinoma durante la infeccién crénica por

H pylorl 12,32,33,35

En este estudio, ademas de tipificar el gen vacA de H. pylori, analizamos los
polimorfismos -511 C/T y -31 T/C de la IL-1B en pacientes con gastritis crénica,
Ulcera gastrica y en personas asintomaticas del estado de Guerrero. Encontramos
frecuencias altas de los genotipos de riesgo (-511TT/-31CC) de ambos
polimorfismos. No podemos hacer una buena comparacion con otros datos, debido a
gue en la mayoria de los estudios realizados han asociado a ambos polimorfismos
con el desarrollo de cancer gastrico teniendo generalmente como grupo de
comparacién a pacientes con gastritis crénica. El genotipo CT del SNP -511 fue
encontrado con mayor frecuencia en pacientes con gastritis cronica (60%) y Ulcera
gastrica (46.4%) y el TT en el grupo control (52%); del SNP-31, el genotipo TC fue él
mas encontrado en los casos de gastritis (52%) y Ulcera gastrica (57.1%) y en los
controles fue el CC con un 52%. No encontramos asociacion significativa de los
genotipos de estos SNP’s con la gastritis cronica ni la Ulcera gastrica. Zeng et al.,
2003 *, reportaron que en poblacién de China el genotipo méas frecuente del SNP-
511 fue el CT en casos de cancer gastrico (52.9%) y en controles (48.5%) y para el
SNP-31 fue CC con un 77.7% en los casos y 78.7% en controles, datos similares
fueron reportados por Kamangar et al., 2006 **, en poblacién finlandesa para los dos
polimorfismos, y no encontraron asociacion con cancer gastrico. Ruzzo et al., 2005
%2 encontraron asociacién del genotipo -511TT OR= 3.2 (IC95% 1.27-8.05) con el

22



cancer gastrico y El-Omar et al., 2000 *, encontraron que personas portadoras del
genotipo -511CT tienen 1.8 (IC95% 1.3-2.4) veces mas la posibilidad de desarrollar
cancer gastrico en comparacion con aquellas personas portadoras del genotipo -
511CC y que personas portadoras del genotipo -511 TT tienen 2.6 (IC95% 1.7-3.9)

veces mas esa posibilidad.

Se ha reportado un estudio del SNP-511 y uno del -31 de la IL-1B en poblacion del
continente americano, uno en Honduras en 2006 por Morgan et al., ** y otro en
México en 2005 por Garza et al., ** ambos asociando los polimorfismos con cancer
géastrico. Morgan et al., ** en poblacién hondurefia reportaron que el polimorfismo -
511 no se asocia con el desarrollo de cancer gastrico, datos que coinciden con lo
encontrado en el presente estudio, donde no se encontrdé asociaciéon del SNP -511
CIT con la gastritis cronica ni Ulcera gastrica. En México Garza et al., *® en poblacién
del noreste de México analizaron el SNP -31 y encontraron que los portadores del
alelo -31C tienen 7.6 (IC95% 1.73-46.9) veces mas la posibilidad de desarrollar
cancer gastrico en comparacion con los portadores del genotipo -31TT, y que al
parear por edad y sexo se incremento el riesgo a 8.05 (1C95% 1.8-50.2), sin embargo
en la poblacion guerrerense al igual que con el polimorfismo -511 no encontramos

asociacion del SNP -31 T/C con la gastritis cronica ni la Glcera gastrica.

Los datos encontrados en este estudio, sugieren que los polimorfismos -511 C/T y -
31 T/C de la IL-1B de forma independiente no estan siendo un factor de
predisposicion genética para el desarrollo de gastritis cronica y Ulcera géstrica, sin
embargo sugerimos realizar estudios posteriores, en los cuales se considere
aumentar el tamafio de la muestra para poder confirmar la falta de asociacién de

estos SNP’s en la poblacion guerrerense.

Al asociar los genotipos de H. pylori y los de la IL-1B con la Ulcera gastrica,
encontramos que aquellos pacientes con gastritis cronica portadores del alelo C en la
posicion -31 del gen de la IL-1B infectados con H. pylori genotipo vacA s1lml tienen

3.5 (IC95% 0.99-12.3) veces la posibilidad de desarrollar Ulcera gastrica en
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comparacion con aquellos pacientes con gastritis cronica portadores del alelo T e
infectados con H. pylori vacA s2m2 o con uno de los genotipos de riesgo de la
bacteria, y que al ajustar por edad, habito de fumar y antecedentes familiares de
gastritis crénica y/o Ulcera gastrica se incrementa a 4.4 (IC95% 1.02-19.2) siendo
estadisticamente significativo. Estos datos apoyan la hipétesis de que el dafio en el
epitelio gastrico puede estar relacionado con las diferencias en los genotipos de H.
pylori, la respuesta inflamatoria gobernada por la genética del hospedero, y la
interaccion entre los determinantes del hospedero y la bacteria. La combinacién de
esos factores, favorece una respuesta inflamatoria de altas magnitudes, que puede
eventualmente resultar en hipoclorhidria, atrofia y un incremento en el riesgo de

cancer gastrico *.

La IL-1B, la cual esta sobre regulada durante la infeccion cronica por H. pylori, es un
poderoso inhibidor de la secrecion de acido gastrico. Este efecto antisecretor esta
mediado a través de la inhibicion de la funcidn de las células gastricas parietales y
las células parecidas a enterocromafina (ECL). La IL-18 impide la secrecion de
histamina por las células ECL en el cuerpo gastrico via mecanismos dependientes de
NO y por la induccion de la apoptosis de las células ECL. Este fendbmeno indica que
la IL-1B8 tiene un papel crucial en el desarrollo la hipoclorhidria gastrica. La alta
secrecion de IL-1B en los pacientes conduce a reducir la secrecion de acido gastrico
y una subsecuente colonizacién bacteriana del cuerpo®®. Nuestro estudio apoya el
modelo multifactorial de la carcinogénesis gastrica, en el cudl tanto los factores de
virulencia de H. pylori como los polimorfismos de la IL-1B son factores importantes
para la progresion a cancer; los genotipos virulentos de la bacteria son los
responsables de los cambios histopatolégicos de la mucosa gastrica y los
polimorfismos de la IL-1B potencian el dafio.

La carga genética para la produccion del acido gastrico juega un papel importante en
la determinacion de la topografia de la colonizacion por H. pyloriy en el desarrollo de
cancer gastrico asociado a la gastritis de cuerpo. Se han estudiado otros factores

genéticos del hospedero como el antigeno leucocitario humano, polimorfismos en
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citocinas como TNF-A, IL-1A, IL-6, IL-8, IL-8RA, IL-8RB, IL-10, asi como en CD14,
CXCR, MTHFR, pl6, p53, p21, entre otros, los resultados varian de acuerdo a la
poblacién estudiada y en unos estudios han encontrado asociacion con él cancer

gastrico y en otros no 13 31:3¢,

Una de las limitaciones de este estudio fue la seleccidon del grupo control ya que
estos fueron seleccionados Unicamente en base a la ausencia de sintomatologia
clinica de dispepsia y no hay evidencia que nos confirme que no presentan alguna
alteracion en la mucosa gastrica, por lo que seria importante que en estudios
posteriores se considerara la posibilidad de hacer la asociacién con cancer gastrico
para poder hacer una mejor comparacion de los resultados publicados a nivel

mundial.

En conclusién, la presencia de los polimorfismos de la IL-1B no es un factor causal
anico en el desarrollo de gastritis cronica y Ulcera gastrica, pero al estar presentes
los genotipos de riesgo de la citocina y la infeccion por H. pylori con genotipos
virulentos, el dafio a la mucosa géstrica se incrementa, lo que sugiere que si una
persona esté infectada con H. pylori vacA s1ml y es portadora del alelo -31C tiene
un mayor riesgo de desarrollar Ulcera gastrica que aquella que esté infectada con
genotipos no virulentos de la bacteria y portadoras del alelo -31T. La genotipificacion
de la bacteria y del perfil genético de riesgo del hospedero puede ayudar a identificar
a individuos que estén en mayor riesgo de desarrollar lesiones precursoras y cancer

gastrico.
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8. ANEXOS

Anexo 1.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
P, Laboratorio de Investigacion Clinica

Av. Lazaro Cardenas S/N, Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro. Tel/Fax 01747 4 725503

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Diagnostico molecular de infeccion por Helicobacter pylori

Al firmar este documento, doy mi consentimiento para que me entreviste un miembro
del personal del Laboratorio de Investigacion Clinica de la Unidad Académica de
Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autbnoma de Guerrero, ubicada en
Av. Lazaro Cardenas S/N, Chilpancingo, Gro. Entiendo que la entrevista aportara
informacion Util para interpretar los resultados que se obtengan en los examenes de
laboratorio que se me practicaran y también formara parte de los resultados de un
proyecto de Investigacion. Este estudio proporcionara datos que ayudaran a que se
me indique el tratamiento adecuado.

Entiendo que seré entrevistado(a), en los horarios que se me indiquen o que asi
convengan, se me haran unas preguntas familiares, personales y de salud.
Entendiendo que se me tomara una muestra de saliva, placa dentobacteriana (de los
organos dentarios) y biopsia gastrica suficiente para los estudios de laboratorio. La
entrevista durara entre 10 y 20 minutos, también estoy enterado (a) que el
entrevistador (a) puede ponerse en contacto conmigo en el futuro, a fin de obtener
mas informacion.

Entendiendo que fui elegido (a) para participar en este proyecto debido a que cubria
todas las caracteristicas evaluadas. Se me ha dicho que las respuestas a mis
preguntas y demas informaciéon obtenida no seran reveladas a nadie y que en
ningun informe de este estudio se me identificara jamas en forma alguna.

Como compensacién por cualquier esfuerzo o molestia relacionados con mi
participacion en este estudio me seran proporcionados los resultados de los analisis
practicados, sin costo alguno.

Entiendo que en caso de que tenga alguna pregunta acerca del estudio o sobre mis
derechos como participante, debo buscar a la Dra. Gloria Fernandez Tilapa y al M en
C. Adolfo Roman Roman, en el Laboratorio de Investigacion Clinica de la Unidad
Académica de Ciencias Quimico Biologicas de la UAG. Teléfono 4726977

Nombre y firma del participante Nombre y firma del entrevistador (a)

Fecha
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Anexo 2
ENCUESTA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO
UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Laboratorio de Investigacion Clinica
Av. Lazaro Cardenas S/N, Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro. Tel/Fax 01747 4 725503

Diagnostico molecular de infeccion por Helicobacter pylori

DATOS GENERALES
Nombre del paciente:
edad
Direccion:
Calle y nimero Colonia
Lugar de origen:
Afios de vivir en Chilpancingo (en caso que no hayan nacido en esta ciudad):
Ocupacion:
Teléfono:
Diagnéstico endoscopico:
Tipo de muestras tomadas: ( ) Saliva ( ) Placa () Biopsia:
Institucion de salud: 1. ISSSTE 2. IMSS 3. Unidad de endoscopia
PERFIL SOCIOECONOMICO
1. Su casa es rentada o propia 1. Rentada 2. Propia
3. Otro, especifique
01. NS 02.NR
2. ¢ Cuantos cuartos tiene su casa?
(sin contar la cocina) cuartos
3. ¢Cuantas personas viven en su casa? personas
4. ;Qué edad tienen? 1. 0-5 afios 1.
2. 6-12 afos 9
3. 13 y mas afios
3.
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01.NS  02.NR 03.NA
5. ¢Usted tiene agua entubada en su casa? 1. Si 2.No
3. Otro, especifique
6. ¢Tiene WC / letrina propia para su familia o donde | 1. WC(con agua corriente)
hace sus necesidades? 2. Letrina
3.0tro,
especifique
7. ¢ Tiene mascotas en su casa? 1. Si 2.No

8. ¢ Qué tipo de mascota?

ESCOLARIDAD
1. Sabe leery escribir 1. Solamente leer 2. Leery escribir 3. No
2. ;Qué grado de escolaridad tiene? 00. Sin estudios
1. Primaria
2. Secundaria
3. Técnica
4. Preparatoria
5. Profesional, especifique
HABITOS
1. Ha fumado alguna vez en su vida 1. Si 2.No
(pasar a la pregunta 5)
2. Fuma actualmente 1. Si 2.No 03. NA
3. ¢Aqué edad empezé a fumar? anos 03. NA
4. ;Cuantos cigarros fuma al dia? cigarros 03. NA
5. Ha ingerido bebidas alcohdlicas | 1. Si 2.No
alguna vez en su vida (pasar a la pregunta 8)
6. Ingiere bebidas alcoholicas | 1. Si 2.No 03. NA
actualmente
7. Con que frecuencia lo hace dias
8. Ingiere refrescos con gas 1. Si 2.No

(pasar a la pregunta 10)
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9. Cuantas veces al dia? veces
10. Toma café 1.Si 2.No
(pasar a la pregunta 12)
11. ¢Cuéntas veces al dia? veces
12. ¢Cuantas veces come al dia? veces
13. ¢Qué comidas son las que realiza y | 1. Desayuno: hora
a qué hora?
2. Almuerzo: hora
3. Comida: hora
4. Cena: hora
01.NS 02.NR 03. NA
14. Consumia comidas picantes 1. Si 2.No
15. Consume comidas picantes | 1. Si 2.No
actualmente (Pasar a la pregunta 17)
16. ¢Cuantas veces a la semana? veces
01.NS 02. NR 03. NA
17. Consume salsas envasadas o|1.Si 2.No
enlatadas (pasar a la pregunta 19)
18. ¢Cuantas veces a la semana? veces
19. Consume alimentos en la calle 1. Si 2.No
(pasar a la pregunta 23)
20. ;Cuantas veces a la semana?
veces 03. NA
21. ¢ Qué tipo de alimentos?
03. NA
22. Consume verduras crudas con estos | 1. Si 2.No 03.NA
alimentos
23. Consume fruta que preparan en la|1.Si 2.No
calle (pasar a la pregunta 25)
24. ;Cuantas veces a la semana? veces
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25. Consume alguno de los siguientes | 1. Adobo: veces
alimentos y cuantas veces ala|2. Chorizo: veces
semana 3. Chicharrén: veces

4. Carne de puerco: veces
5. Mole rojo: veces

6. Pozole veces
01.NS 02.NR 03.NA

26. Con que desinfecta las frutas vy
verduras que consume en su casa

ESTADO EMOCIONAL
1. ¢ Actualmente tiene problemas? 1. Si 2.No

( pasar a la pregunta 5)

2. ¢De qué tipo?

1. Personales

2. Laborales 3. Familiares

4. Otros, especifique:

3. ¢Desde cuando?

03. NA

4. ilLe han afectado a su salud?

1. Si

2.No

5. ¢ Como se considera usted?

1. Tranquilo

2. Nervioso 3. Enojon

6. Se enoja facimente ante un
problema

1. Si

2. No

7. Padece insomnio

1. Si

2. No

8. Toma algo para dormir

1. Si

2.No

9. ¢Cuantas horas acostumbra dormir?

hrs.

SINTOMAS GASTRICOS

1. Padece alguno de los siguientes
sintomas

1. Si

2. No 3. Ocasionalmente

Eructos

Nauseas

Mareos

Vomito

Dolor abdominal

mmoo|m >

Sensacion de vacio en el
estdmago

Ardor en el estomago

I e

. Reflujo
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2. Le han diagnosticado gastritis o Ulcera | 1. Gastritis 2. Ulcera
gastrica
3. Otro, especifique 4.NO
3. Como se lo diagnosticaron
4. Le recetaron algun medicamento 1. Si 2.No
5. ¢Cual fue?
6. ¢Por cuantos dias se lo indicaron? dias
7. Se termino el tratamiento 1.Si 2.No
(pasar a la pregunta 9)
8. ¢Porqué no?
9. Tiene algun familiar que padezca|1.Si 2.No
gastritis o ulcera gastrica o con
sintomas similares a loa que usted|01. NS
padece
10. ¢Qué familiar?
Helicobacter pylori
1. Si 2.No
1. ¢Ha oido hablar de Helicobacter pylori? (termina la entrevista)
2. iSabe que es y qué enfermedad
causa?
3. ¢Le han recetado algin medicamento
contra Helicobacter pylori? 1.Si 2.No
4. ;Cual fue?
Nombre y firma del entrevistado Nombre y firma del entrevistador
Lugar y Fecha
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Anexo 3

Técnica de extraccion de DNA a partir de tejidos (Fenol-cloroformo-alcohol-

isoamilico)

1. Colectar la muestra (biopsia) en 750 uL de solucion de extraccion (Tris 10 mM
pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, SDS 0.5%).

2. Agregar 3.8 pL de solucion de proteinasa K (20 mg/mL) a cada tubo (utilizar
para cada tubo una punta) para llegar a una concentracién final de 100
ug/mL. Mezclar vigorosamente en el vortex por 20 segundos.

3. Incubar a 65°C durante 20 minutos.

4. Afadir 250 pL de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico, mezclar con vortex
aproximadamente 40 segundos.

5. Centrifugar durante 5 minutos a 13,000 rpm a 4°C, recuperar la fase acuosa y
pasarla a un tubo limpio.

6. Repetir los pasos 4y 5 por 2 veces mas.

7. Afnadir 250 pL de cloroformo-alcohol-isoamilico, mezclar con vortex
aproximadamente durante 45 segundos.

8. Centrifugar durante 5 minutos a 13,000 rpm a 4°C y recuperar la fase acuosa y
ponerla en un tubo limpio.

9. Agregar 75 pL de LiCl 8M (concentracion final 0.2 M) mezclar con vortex
aproximadamente durante 15 segundos.

10.Centrifugar durante 5 minutos a 14,000 rpm a 4°C y recuperar casi todo el
sobrenadante y pasarlo a un tubo limpio.

11.Agregar 40 pL de NaCl 5M (concentraciéon final 0.2 M), agitar por unos
segundos y enseguida agregar 750 pL de isopropanol y agitar por inversion
hasta que se forme la hebra de DNA. Etiquetar el tubo.

12.Incubar por 30 minutos o mas a -20°C.

13.Centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos, desechar el sobrenadante y
recuperar el pellet.

14.Lavar con 1 mL de etanol al 75% en frio y mezclar suavemente por inversion.
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15. Centrifugar por 5 minutos a 14,000 rpm.

16.Repetir los pasos 14 y 15 2 veces mas.

17.Escurrir el exceso de etanol en papel absorbente y secar el pellet.

18.Resuspender el pellet en 55 yL de agua desionizada estéril. Utilizar puntas
nuevas bajo condiciones de esterilidad (prender el mechero), se mezcla varias
veces de manera continua extrayendo con la punta el liquido constantemente

(utilizar una punta diferente en cada mezcla). Guardar el DNA -20°C.
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Anexo 4

Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacion en tiempo real, catalizado por
cuatro enzimas; la DNA polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa. Cada
nucleotido proporcionado es evaluado individualmente para su incorporacion en el
molde de DNA.

Después de que un primer es hibridizado a un molde de DNA de cadena sencilla, se
incuba con las cuatro enzimas y los substratos adenosina 5° fosfosulfato (APS) y
luciferina. Cada uno de los cuatro deoxynucleotidos trifosfatos (dNTPs) son
agregados individualmente a la mezcla de reaccion. Cuando un dNTP es
complementario a la base en la cadena molde, la DNA polimerasa cataliza su
incorporacion a la cadena de DNA. Cada evento de incorporacion estd acompafiado
por la liberacion de pirofosfato inorganico (PPi) en una cantidad equimolar a la
cantidad de nucleétido incorporado. La ATP sulfurilasa cuantitativamente convierte
PPi a ATP en presencia de adenosina 5 fosfosulfato. EI ATP entonces conduce a la
luciferasa para mediar la conversion de luciferina a oxiluciferina que genera luz
visible en cantidades que son proporcionales a la cantidad de ATP. La luz producida
en la reaccién catalizada por la luciferasa es detectada por un dispositivo acoplado a
una camara Yy es observada como un pico en un pirograma. La altura del pico
representa la intensidad de la sefial, la cual es proporcional al nUmero de nucle6tidos
incorporados. Los dNTP no incorporados y el exceso de ATP son continuamente
degradados por la apirasa. Después de que la degradacion esta completa el

siguiente dNTP se agrega y un nuevo ciclo de pirosecuenciacion se inicia .
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