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1 .  RESUMEN  
 
 

L a inmunidad innata es la primera línea de defensa contra microorganismos 

patógenos. El reconocimiento de microorganismos se lleva a cabo por medio 

de los receptores de reconocimiento patrón (PRRs). En esta familia de receptores se 

encuentran los receptores tipo Toll (TLRs). La activación de los TLRs desencadena una 

cascada de señalización que culmina con la activación de la transcripción de moléculas 

involucradas en la respuesta inflamatoria. 
 

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa que coloniza la mucosa 

gástrica humana y representa una de las infecciones bacterianas más comunes a nivel 

mundial. El proceso inflamatorio involucra una gran afluencia de neutrófilos a la lámina 

propia del epitelio gástrico. Los neutrófilos constituyen un componente esencial de la 

respuesta inflamatoria aguda y de la resolución de la infección. Sin embargo, hasta el 

momento no se conocen los receptores y mecanismos moleculares involucrados en la 

activación de los neutrófilos y es muy probable que los TLRs participen en la respuesta 

inflamatoria inducida por H. pylori. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue 

determinar la participación de los TLRs en la respuesta inflamatoria de neutrófilos 

humanos a H. pylori.  

Los resultados de este trabajo demuestran por primera vez, que H. pylori activa a 

neutrófilos humanos induciendo una respuesta proinflamatoria caracterizada por la 

producción de IL-8, TNF-α e IL-1β, seguida de una respuesta antiinflamatoria dada por 

la producción de IL-10. Asimismo, H. pylori induce un aumento en la expresión del TLR2 

y del TLR4 en la superficie de los neutrófilos.  

Por primera vez se demostró que los neutrófilos humanos expresan en 

condiciones basales el TLR9 en su superficie y que H. pylori regula negativamente la 

expresión de este receptor. 

Además, en este trabajo se demostró utilizando anticuerpos neutralizantes, que 

los TLRs -1, 2, 4, 5, 6 y 9 participan en la activación medida por la producción de IL-8 
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de neutrófilos humanos inducida por H. pylori. De forma similar, los TLRs 2 y 4 

participan en la inducción de IL-10 en los neutrófilos estimulados con H. pylori. 

Por otro lado, se observó que la activación de los neutrófilos inducida por H. 

pylori, conducía a la activación del factor de transcripción NF-κB. Adicionalmente, se 

demostró que el DNA de H. pylori es capaz de activar a los neutrófilos a través del 

TLR9 induciendo la producción de IL-8 y la activación de NF-κB.  

Estudios complementarios son necesarios para determinar la participación del 

NF-κB en la activación de neutrófilos mediada por el TLR9, así como la importancia de 

otros factores de transcripción como AP-1, además de la participación de otros 

receptores involucrados en la activación de los neutrófilos inducida por H. pylori. 

Aspectos que serán importantes en el entendimiento de los mecanismos de 

reconocimiento y activación de la respuesta inmune que permiten el mantenimiento o la 

erradicación de la infección y que pueden significar una herramienta en la búsqueda y 

mejoramiento de nuevas alternativas preventivas o de tratamiento. 

En conclusión, en este trabajo se demostró que H. pylori activa a los neutrófilos 

induciendo una respuesta caracterizada por: la producción de citocinas inflamatorias, 

cambios en la expresión de los TLRs y la activación del factor de transcripción NF-κB. 

Además se demostró que la producción de IL-8 e IL-10 es mediada por los TLRs. Y se 

demostró que los neutrófilos humanos expresan TLR9 en su superficie y que el DNA de 

H. pylori activa a NF-κB e induce la producción de IL-8 a través del TLR9. 
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2 .  ABSTRACT  
 

 

I nnate immunity is the first line of defense against pathogens. Recognition of 

microorganisms is performed by pattern recognition receptors (PRRs) which 

family includes the Toll-like receptors (TLRs). Activation of TLRs triggers a signaling 

cascade that leads to the activation of transcription molecules involved in the 

inflammatory response. 
 

Helicobacter pylori is a Gram-negative bacterium that colonizes human gastric 

mucosa and represents one of the most common bacterial infections worldwide. The 

inflammatory process involves a large influx of neutrophils to the lamina propia of the 

gastric epithelium. Neutrophils are an essential component of the acute inflammatory 

response and resolution of infection; however the molecular mechanisms involved in 

activation of neutrophils remain unknown. It is likely that TLRs participate in the 

inflammatory response induced by H. pylori. Therefore, the aim of this study was to 

determine the role of TLRs in the inflammatory response of human neutrophils 

challenged with H. pylori. 
 

Our results show for the first time that H. pylori activates human neutrophils to 

induce a pro-inflammatory response characterized by production of IL-8, TNF-α and IL-

1β, followed by an anti-inflammatory response given by the production of IL-10. H. pylori 

also induces an increase in the expression of TLR2 and TLR4 on the surface of 

neutrophils. We also report for the first time that human neutrophils express in basal 

conditions the TLR9 on their surface and that H. pylori regulates negatively the 

expression of this receptor.  
 

We also found that TLRs -1, 2, 4, 5, 6 and 9 might be involved in the production 

of IL-8 in human neutrophils after H. pylori challenge. Similarly, the TLR2 and TLR4 

participate in the induction of IL-10 in neutrophils stimulated with H. pylori. Furthermore, 

we observed that H. pylori activation of neutrophils leads to activation of the transcription 
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factor NF-κB. H. pylori DNA was capable of activating neutrophils via TLR9 and induced 

the production of IL-8 and activation of NF-κB. 
 

Additional studies are needed to determine the involvement of NF-κB in the 

activation of neutrophils mediated by TLR9 and the importance of other transcription 

factors such as AP-1, as well as the involvement of other receptors in activation of 

neutrophils induced H. pylori. Understanding the mechanisms of recognition and 

activation of the immune response which allow persistence or eradication of the infection 

would provide knowledge to develop improved preventive or therapeutic measures. 
 

In conclusion, we showed that H. pylori activated neutrophils induce a response 

characterized by the production of inflammatory cytokines, changes in expression of 

TLRs and activation the transcription factor NF-κB. It also showed that production of IL-8 

and IL-10 is mediated by TLRs. And it was shown that human neutrophils express TLR9 

on the surface and that the DNA of H. pylori activates NF-κB and induces production of 

IL-8 via TLR9. 
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3 .  INTRODUCCIÓN  
 

3.1  Respuesta  Inmune  Innata  

 

La inmunidad innata es la primera línea de defensa contra microorganismos 

patógenos. La repuesta inmune innata está conformada por barreras epiteliales, 

mucosas, citocinas, complemento y células. Las principales células efectoras son los 

neutrófilos, las células dendríticas, las células asesinas naturales (NK) y los 

monocitos/macrófagos (Blach-Olszewska y cols., 2005; Tosi y cols., 2005).  

La estrategia de activación de la respuesta inmune innata se basa en la 

detección de productos o constituyentes que son invariantes en los microorganismos de 

una determinada clase y que son esenciales para su sobrevivencia. Estas moléculas 

son llamadas patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs), algunos 

ejemplos son: el lipopolisacárido (LPS), las lipoproteínas, el ácido lipoteicoico (LTA), los 

peptidoglicanos, los lipopéptidos, la flagelina y los ácidos nucleícos entre otros (Kaisho 

y cols., 2006). 

El reconocimiento de los MAMPs se lleva a cabo por medio de un número 

limitado de receptores codificados en línea germinal, llamados receptores de 

reconocimiento patrón (PRRs). En esta familia de receptores se encuentran la lectina 

unidora de manosa (MBL), los receptores tipo Toll (TLRs), los receptores “scavenger”, 

los receptores NOD (dominios de oligomerización de unión a nucleótidos), la dectina-1, 

los NLRs (receptores tipo NOD) y las pentrexinas entre otros. Los PRRs pueden ser 

expresados en la superficie celular, en compartimentos intracelulares, citoplasmáticos, 

secretados a la circulación sanguínea o fluidos tisulares. Y son expresados 

principalmente en las células del sistema inmune: neutrófilos, células dendríticas, 

células NK, células epiteliales, células cebadas, monocitos/macrófago, linfocitos, etc. 

(Inhohara y cols., 1999; Peterson y cols., 2001; Strapagiel y cols., 2006). 

 

Las principales funciones de los PRRs incluyen la opsonización, la fagocitosis, la 

activación del complemento, la cascada de coagulación, la activación de la cascada de 
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señalización proinflamatoria y la inducción de apoptosis (Aderem y cols., 2000; Kaisho y 

cols., 2006). 

 

3.2  Receptores  Tipo  Toll  

 

Los TLRs son receptores transmembranales tipo I, se caracterizan por tener un 

dominio extracelular con regiones repetitivas ricas en leucina (LRR) cada una de 24 a 

29 aminoácidos y una o dos regiones ricas en cisteína. A través del dominio extracelular 

se lleva a cabo el reconocimiento de los ligandos (Matsushima y cols., 2007). Además, 

los TLRs poseen un dominio intracelular similar al que tiene la familia de receptores de 

la interleucina I (IL-1R), denominado Toll/IL-1R (TIR) por medio del cual se lleva a cabo 

la transducción de señales (Akira S, 2003). 

La proteína Toll inicialmente fue identificada en Drosophila melanogaster como 

un receptor esencial para el establecimiento de la polaridad dorsoventral durante las 

primeras etapas del desarrollo embrionario de la mosca (Lemaitre y cols., 1996). 

Estudios posteriores demostraron que es de gran importancia en el sistema inmune del 

insecto adulto, principalmente en infecciones por bacterias y hongos. Actualmente, se 

sabe que los TLRs se encuentran conservados evolutivamente desde organismos 

invertebrados como los gusanos Caenorhabditis elegans hasta los mamíferos (Pujol y 

cols., 2001). A la fecha se han identificado 13 miembros de esta familia en mamíferos y 

11 en humanos (TLR1 a TLR11) y se han descrito algunos de sus ligandos (Tabla 1).  

 

 

 

El TLR4 fue el primer TLR descrito (Poltorak y cols., 1998), sin embargo las 

primeras observaciones acerca de la función de los TLRs en la respuesta inmune innata 

es el estudio en el que se demostró que el TLR2 activa al factor nuclear kappa B (NF-

κB) en respuesta al LPS, quedando de manifiesto la importancia de los TLRs en la 

inmunidad innata de los mamíferos (Kirschning y cols., 1998). En la actualidad se sabe 
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que los TLRs no solo son de gran importancia en la respuesta inmune innata, sino 

también en la respuesta inmune adaptativa (Liu y Zhao, 2007; Parker y cols., 2007; 

Imanishi y cols., 2007). 

 

3.3  Vía  de  Señalización  de  los  TLRs  

 
El primer componente conocido de la vía de señalización de los TLRs fue una 

proteína adaptadora denominada MyD88 (Hultmark y cols., 1994), la cual se encuentra 

asociada a la señalización de todos los TLRs, excepto al TLR3 (Alexopoulou y cols., 

2001). La proteína MyD88 está conformada por un dominio de muerte en el extremo 

amino y un dominio TIR en el extremo carboxilo. El dominio TIR de MyD88 interacciona 

con el dominio TIR de los TLRs, mientras que el dominio de muerte interacciona con la 

familia de cinasas asociadas al receptor de IL-1 (IRAK4). La formación del complejo 

MyD88-IRAK4, da como resultado la fosforilación y activación de IRAK1, lo cual permite 

el reclutamiento del factor 6 asociado al receptor de TNF-α (TRAF6). Posteriormente, el 

TRAF6 activa al complejo TAK1/Tab1/2/3, el cual a su vez fosforila y activa al complejo 

IKK, para finalmente liberar al NF-κB de su inhibidor IκB. El NF-κB es translocado al 

núcleo donde activa la expresión de genes que codifican para moléculas que participan 

en la respuesta inmune, tales como citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesión y 

moléculas de coestimulación (McDonald y cols., 1997; Ryan y cols., 2004; Aravalli y 

cols., 2005) (Fig. 1).  

 

 

 

La señalización independiente de MyD88 la llevan a cabo el TLR3 y el TLR4. En 

el caso del TLR3, TRIF (activador de interferón asociado al receptor Toll) es la molécula 

adaptadora que se une directamente al receptor. Posteriormente, es reclutada la 

proteína RIP1 (proteína1 de interacción con el receptor), que se une al dominio RHIM 

(motivo de interacción homotípico con RIP) de TRIF. Este complejo se une al complejo 

TAK1/Tab1/2 para continuar con la cascada de activación del NF-κB, sin embargo, el 
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mecanismo exacto aún no se ha demostrado (Meylan y cols., 2004). Por otro lado, TRIF 

también puede interaccionar directamente con TRAF6 y activar a NF-κB (Hacker y cols., 

2006) (Fig. 1). 

Además, el TLR3 es capaz de activar al factor de transcripción IRF3 (factor 3 de 

regulación del interferón) a través de TRIF, el cual se une a TBK1 e IKKε. Finalmente, 

son reclutadas Nap1 y TRAF3 para inducir la fosforilación de IRF3 y su translocación al 

núcleo para activar la transcripción de genes como IFN-α, IFN-β y CXCR10 (Hoebe y 

col., 2006). 

Por otro lado, el TLR4 para activar la señalización independiente de MyD88, 

requiere de una proteína adaptadora denominada TRAM (molécula adaptadora 

relacionada a TRIF). Esta proteína funciona como intermediario entre el receptor y 

TRIF, para continuar con la cascada de señalización. La función de TRAM está 

restringida a la señalización de TLR4, ya que ésta no participa en la señalización 

mediada por el TLR3 (Fitzgerald y cols., 2003; Yamamoto y cols., 2003). 
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Tabla 1. TLRs y algunos de sus ligandos.  
Receptor  Ligando    Origen del ligando 
 
TLR1   Triacil lipopéptidos   Bacterias y micobacterias 
   Factores solubles   Neisseria meningitidis 
 
TLR2   Lipoproteínas    Diversos microorganismos 
   Peptidoglicano   Bacterias Gram positivas 
   Ac. Lipoteicoico   Bacterias Gram positivas 
   Lipoarabinomanana   Mycobacterium tuberculosis 
   Zimosan    Hongos 
   Proteínas de choque térmico  Endógeno 
   Porinas    Neisseria meningitidis 
   Glicolípidos    Treponema maltophilum 
   Fosfolipomanana   Candida albicans 
   Glicofosfatidilinositol   Trypanosoma cruzi 
   Lipofosfopeptidoglicana  E. histolytica 
 
TLR3   RNA doble cadena   Virus 
 
TLR4   Lipopolisacárido   Bacterias Gram negativas 
   Taxol     Plantas 
   Ac. hialurónico   Endógeno 
   Fibrinógeno    Endógeno 
   Proteínas de choque térmico  Endógeno 
   Manana    Candida albicans 
   Proteína F    Virus 
   Elastasa    Endógeno 
   Lipofosfopeptidoglicana  E. histolytica 
 
TLR5   Flagelina    Bacterias 
 
TLR6   Diacil lipopéptidos   Micoplasma 
 
TLR7   Imidazoquinolinas   Sintético 
   Loxoribin    Sintético 
   RNA cadena sencilla   Virus 
 
TLR8   Imidazoquinolinas   Sintético 
   RNA cadena sencilla   Virus 
 
TLR9   CpGs no metilados   Bacterias y virus 
 
TLR10   nd     nd 
 
TLR11   nd     Bacterias uropatogénicas 
   Profilina    Toxoplasma gondii 
   Cromatina-IgG   Endógeno 
 
nd, No determinado. Modificado de Akira y Takeda, 2004. 
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Figura 1. Esquema de las principales vías de señalización inducidas a través de la 
activación de los TLRs. La activación de los diferentes TLRs desencadena cascadas de 
señalización que llevan a la activación de factores de transcripción que activan la transcripción de 
genes involucrados en la respuesta inmune innata. Las moléculas que participan en esta cascada 
de señalización son reclutadas dependiendo del TLR y el ligando involucrado. 
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3.4  Neutrófilos  

 

Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes, constituyen el 90% de las 

células fagocíticas. Son producidos en la medula ósea a partir de una célula madre 

mieloide en un proceso denominado granulopoiesis. Durante su maduración en la 

médula ósea pasan por seis etapas morfológicas: mieloblasto, promieloblasto, mielocito, 

metamielocito, neutrófilo no segmentado y neutrófilo segmentado, estadio en el cual se 

encuentra en circulación. Los neutrófilos se caracterizan por su alto contenido de 

gránulos, la mayoría denominados gránulos específicos o secundarios, que contienen 

enzimas de degradación como lisozimas, colagenasas, defensinas y elastasas. El resto 

de los gránulos se denominan gránulos azurófilos o primarios y se trata en realidad de 

lisosomas (Faurschou y cols., 2005). 

Los neutrófilos son células de vida media corta (8 a 12 horas) en circulación y en 

caso de no ser activados mueren por apoptosis. Sin embargo, su potencial 

inmunológico se incrementa, cuando su esperanza de vida aumenta en el sitio de 

infección por activación con componentes bacterianos o por acción del complemento y 

citocinas proinflamatorias (Colotta y cols., 1992; Lord y cols., 2001; Prince y cols., 2004; 

Power y cols., 2004; François y cols., 2005). 

Los neutrófilos son las primeras células en migrar al sitio de infección por lo 

tanto, median las fases iníciales de la respuesta inflamatoria. En el sitio de infección 

ejercen diversas funciones que incluyen la fagocitosis, la liberación de enzimas 

proteolíticas y péptidos antimicrobianos, la producción de especies reactivas del 

oxigeno y del nitrógeno (estallido respiratorio), así como la producción de citocinas 

inflamatorias (Xing y col., 2004; Yang y cols., 2004; Petkovic y cols., 2005; Mitra y cols., 

2006; Wong y cols., 2007; Cloutier y cols., 2007). En conjunto, todas estas acciones 

contribuyen a la eliminación de los microorganismos patógenos, ya que se ha 

observado que pacientes con neutropenia desarrollan infecciones más severas y con 

mayor frecuencia (Wisplinghoff y cols., 2003).  

Los neutrófilos reconocen a los microorganismos patógenos por medio de diversos 

PRRs, tales como: NODs, TLRs, etc. Los neutrófilos expresan el mRNA y/o la proteína 
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de la mayoría de los TLRs (Tabla 2). Sin embargo, la expresión de TLR3 es 

controversial, ya que existen publicaciones que indican que los neutrófilos no expresan 

TLR3 (Zarember y col., 2002; Hayashi y cols., 2003; Nagase y cols., 2003; Wong y 

cols., 2007). Los procesos de reconocimiento por los TLRs y la posterior activación de 

los neutrófilos, son fundamentales en la respuesta inmune innata ya que controlan y en 

la mayoría de los casos eliminan a los microorganismos patógenos. 

 

 

 

    Tabla 2. Expresión de TLRs en neutrófilos. 
TLR       Expresión Ligando   Referencia 
 

1  m, p  Pam3CSK4   Hayashi, 2003 

2  m, p  PG, LTA, lipoproteínas  François, 2005 

3  p  nd    Wong, 2007 

4  m, p  LPS    Bellocchio, 2004 

5  m, p  Flagelina   Hayashi, 2003 

6  m, p  MALP-2   Hayashi, 2003 

7  m, p  R-848, loxoribina  François, 2005; Hayashi, 2003 

8  m, p  R-848    François, 2005 

9  m, p  CpG    Bellocchio 2004; François, 2005 

10 m  nd    Bellocchio, 2004 

11 nd  nd 

 
m, mRNA; p, Proteína; nd, No determinado; PG, Peptidoglicana.  
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3.5  Helicobacter  pylori  

 
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, flagelada y de forma 

helicoidal que coloniza la mucosa gástrica humana. La infección por H. pylori representa 

una de las infecciones bacterianas más comunes a nivel mundial. En países 

desarrollados la seroprevalencia es de aproximadamente el 40% y en países en vías de 

desarrollo del 80-90% (Perez-Perez y cols., 2004). En México, la seroprevalencia 

promedio es del 66% en un estudio realizado en la población entre 1 y 90 años de edad 

(Torres y cols., 1998) (Fig. 2).  

Desde su aislamiento en 1983, H. pylori se ha asociado a la etiología de diversas 

enfermedades gastroduodenales (Warren y Marshall, 1983). En 1994, con base en la 

evidencia epidemiológica acumulada, la infección por esta bacteria fue clasificada como 

carcinógeno humano tipo I por la International Agency for Research on Cancer (IARC) 

(Fontham y cols., 1995). Los estudios longitudinales sugieren que la infección 

persistente puede conducir a la formación de úlcera péptica, linfoma de tejido linfoide 

asociado a mucosa gástrica (MALT) y carcinoma gástrico (Fontham y cols., 1995; van 

Doorn y cols., 1998). El desarrollo de las diferentes patologías asociadas a la infección 

por H. pylori dependerá tanto de factores ambientales, como de factores de la bacteria y 

del hospedero. 

Diversos factores contribuyen a la patogénesis de H. pylori y uno de los más 

estudiados es la proteína CagA (por sus siglas del inglés cytotoxin associated gene A), 

codificada por el gen cagA. El gen cagA forma parte de una región cromosomal de 38-

40 Kb, que contiene 31 genes asociados a virulencia, denominada isla de patogenicidad 

cag (PAI cag) (Backert y col., 2008). Aproximadamente 12 de estos genes conforman el 

sistema de secreción tipo IV, un sistema de exportación especializado para la 

transferencia de proteínas y DNA a células blanco como células epiteliales, neutrófilos y 

macrófagos (Odenbreit y cols., 2001; Philpott y cols., 2002; Backert y col., 2008). 
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Figura 2. Seroprevalencia de la infección por H. pylori a nivel mundial. H. 
pylori infecta a aproximadamente el 50% de la población a nivel mundial, siendo en los 
países en vías de desarrollo en donde existe un mayor porcentaje de seroprevalencia 
de la infección. 

 

 

H. pylori también produce una toxina vacuolizante denominada VacA (por sus 

siglas del inglés vacuolating cytotoxina A), que es responsable de un efecto 

vacuolizante in vitro en células eucariontes. El gen vacA está presente en todas las 

cepas, pero no se expresa en todas. Aproximadamente, el 50% de las cepas de H. 

pylori expresan esta actividad. El gen vacA, presenta variación alélica en la región de la 

secuencia señal (s) y en la región media (m), dando lugar a un mosaico genético. Los 

alelos s1 y m1 de vacA son los que más se han asociado a úlcera péptica y a atrofia de 

la mucosa gástrica, así como a mayor actividad inflamatoria. Las cepas de H. pylori que 

son PAI cag + y presentan el alelo vacA s1m1 son más virulentas y las que no tienen 

PAI cag y tienen alelos s2m2 se les conoce como cepas de poca virulencia (Atherton y 

cols., 1997). 
 

Otro factor de gran importancia asociado a virulencia es la adherencia de H. 

pylori a las células del epitelio gástrico, debido a que juega un papel fundamental en el 

inicio de la colonización y en la persistencia de la infección. La adherencia está dada 

por una gran familia de 32 proteínas de membrana externa, las cuales incluyen a las 

adhesinas. Una de las adhesinas mejor caracterizadas es BabA (por sus siglas del 

inglés blood adhesion binding antigen), codificada por el gen babA2. BabA se une al 
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determinante antigénico del grupo sanguíneo Lewis b en las células del hospedero y 

generalmente está presente en las cepas que son PAI cag +, confiriéndoles una mayor 

capacidad de colonización y persistencia. La presencia de BabA se ha asociado con 

una mayor incidencia de úlcera duodenal y adenocarcinoma gástrico (Torres y cols., 

2000; Wen y cols., 2008). 

La ureasa es otro factor de virulencia, de gran importancia en el proceso de 

colonización de H. pylori. La ureasa es una enzima formada por dos subunidades (UreA 

y UreB) que hidroliza la urea en amonio y dióxido de carbono. Los productos de esta 

reacción le permiten a H. pylori mantener un microambiente neutro alrededor de la 

bacteria y así poder sobrevivir en el medio ácido del estómago (Montecucco y col., 

2001). 

 

3.6  Respuesta  Inmune  Innata  en  la  Infección  por  H.  pylori    

 

La infección por H. pylori se caracteriza por la infiltración de células plasmáticas, 

neutrófilos, monocitos y linfocitos a la lámina propia del epitelio gástrico y una respuesta 

humoral tanto en la fase aguda como crónica de la infección (Elios y cols., 1999) (Fig. 
3). En la gastritis aguda y crónica causada por la infección por H. pylori, los neutrófilos 

son los iniciadores del proceso inflamatorio. El reclutamiento y la activación de los 

neutrófilos puede ser inducido directamente por proteínas secretadas por H. pylori. Por 

ejemplo, la proteína activadora de neutrófilos (HP-NAP) y la ureasa (Mai y cols., 1992; 

D’Elios y cols., 2007). Sin embargo, el reclutamiento y activación también pueden ser 

indirectos a través de la cascada de citocinas y quimiocinas como IL-1β, TNF-α, IL-8, 

GRO-α, RANTES, etc. producidas por las células epiteliales como respuesta a la 

infección con H. pylori (Noach y cols., 1994; Yamaoka y cols., 1998; Sieveking y cols., 

2004). Asimismo, la activación de los neutrófilos es probable que pueda ser por 

contacto directo con la bacteria ya que recientemente en diferentes estudios se ha 

observado la presencia de neutrófilos en biopsias gástricas, no sólo en la lamina propia 

del epitelio, sino también entre las células epiteliales y en contacto directo con la 

bacteria (Schmausser y cols., 2004a; Schmausser y cols., 2004b; Muñoz y cols., 2007) 

(Fig. 3).  
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Se ha demostrado que los neutrófilos y una fuerte respuesta inflamatoria son 

esenciales en la resolución de la infección por H. pylori (Ismail y cols., 2003). Sin 

embargo, estudios recientes han mostrado que existe una correlación entre el grado de 

daño de la mucosa y la infiltración de neutrófilos, debido principalmente a que los 

neutrófilos activados tienen propiedades que pueden contribuir al daño tisular (Crabtree 

y cols., 1996, Allen y cols., 2005). La inflamación crónica puede incrementar el riesgo de 

desarrollar cáncer gástrico debido a diferentes factores como, el incremento del estrés 

oxidativo que causa daño al DNA, alteraciones en la regulación del ciclo celular, 

inhibición de la apoptosis e inhibición de la adherencia celular (Mc Namara y col., 2008).  

A la fecha, los mecanismos moleculares del reclutamiento y activación de los 

neutrófilos no han sido totalmente esclarecidos. Además, poco se conoce sobre los 

receptores involucrados en la activación de la respuesta inmune en la infección con H. 

pylori. Recientemente se reportó que a través del sistema de secreción tipo IV se libera 

peptidoglicana al interior de las células epiteliales y que esta peptidoglicana es 

reconocida por NOD1 induciendo la activación de NF-κB y la producción de IL-8 (Viala y 

cols., 2004). Asimismo, existen diferentes trabajos que han estudiado la participación de 

los TLRs en la respuesta inmune a H. pylori (Perez-Perez y cols., 1995; Kawahara y 

cols., 2001; Smith y cols., 2003; Lee y cols., 2003; Mandell y cols., 2004; Stoicov y cols., 

2004). Algunos de los cuales son contradictorios. Mediante microarreglos de cDNA de 

biopsias de pacientes infectados con H. pylori, se demostró que hay una 

sobreexpresión de TLR1, TLR4, TLR5 y TLR6, lo cual sugiere la posible participación 

de estos receptores en la respuesta inmune de la mucosa a este microorganismo (Wen 

y cols., 2004).  

 

Por otro lado, en biopsias de pacientes con gastritis e infectados con H. pylori, se 

determinó mediante inmunohistoquímica la expresión de los TLRs 4, 5 y 9. Encontrando 

que el TLR4 se expresa apical y basolateralmente en las células del epitelio gástrico, 

mientras que la expresión de los TLRs 5 y 9 no es estática y se pueden expresar tanto 

apical como basolateralmente en las células epiteliales en respuesta a la infección, 

probablemente en respuesta a la flagelina y el DNA de H. pylori. Asimismo, encontraron 
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que el TLR9 además de expresarse en la superficie del epitelio, se expresa en el 

citoplasma de las células epiteliales. La expresión diferencial y dinámica de los TLRs en 

el epitelio gástrico sugiere la participación de estos receptores en la respuesta inmune 

innata a H. pylori (Schmauber y cols., 2004). 

El lipopolisacárido (LPS) es el principal mediador de inflamación durante las 

infecciones con la mayoría de las bacterias Gram negativas. Sin embargo, el LPS de H. 

pylori tiene una actividad biológica muy baja comparada con el LPS de otras bacterias 

como el LPS de E. coli, al menos medido por su capacidad de activar macrófagos 

(Perez-Perez y cols., 1995). El efecto del LPS de H. pylori en células epiteliales 

gástricas, aún no es claro. Kawahara y cols. demostraron que el LPS de H. pylori 

producido por cepas que contienen la PAI cag activan el TLR4 en células epiteliales 

gástricas pero no las mutantes de la PAI cag (Kawahara y cols., 2001). Existen otros 

estudios que demuestran que el TLR2 media los efectos proinflamatorios de H. pylori en 

células epiteliales y muestran que el LPS de H. pylori es agonista del TLR2 (Smith y 

cols., 2003; Mandell y cols., 2004). Se ha sugerido que los bajos niveles de 

patogenicidad del LPS de H. pylori se deben a su incapacidad para activar el TLR4 

(Poltorak y cols., 1998; Stoicov y cols., 2004). Las contradicciones en estos estudios 

pueden deberse a diferencias en las cepas empleadas, a diferencias en las cargas 

bacterianas o a la presencia de trazas de contaminantes en el LPS utilizado tales como, 

peptidoglicana o lipopéptidos (Stoicov y cols., 2004). 

 

Recientemente, se demostró que el TLR2 y el TLR4 son esenciales para la 

producción de IL-6, IL-1β, IL-12 e IL-10 en macrófagos derivados de medula ósea de 

ratones estimulados con H. pylori y que el TLR9 no participa en dicho proceso (Obonyo 

y cols., 2007). Por otro lado, se han reportado hallazgos similares para las flagelinas de 

H. pylori. Las dos subunidades que conforman los flagelos de H. pylori (FlaA y FlaB) 

mostraron tener un potencial reducido para activar al TLR5 comparado con las 

flagelinas de otras bacterias Gram negativas, tales como FliC de S. typhimurium (Lee y 

cols., 2003). 
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Figura 3. Respuesta inmunológica en la infección por H. pylori. En la infección por H. 
pylori, las células del sistema inmune son reclutadas a la lamina propia del epitelio gástrico 
por productos secretados por la bacteria y citocinas y quimiocinas producidas por las 
células epiteliales e inducidas a su vez por H. pylori. En el sitio de infección las células son 
activadas a través de diferentes receptores y ejercen su función efectora produciendo 
citocinas, quimiocinas, enzimas proteolíticas y especies reactivas del oxígeno (ROS). Sin 
embargo, la respuesta inflamatoria crónica puede generar daño al epitelio gástrico lo que 
trae como consecuencia el desarrollo de patologías más severas como úlcera duodenal y 
cáncer gástrico.  

 

3.7  Respuesta  Inmune  Adaptativa  en  la  Infección  por  H.  pylori  

 

La infección por H. pylori se induce una respuesta adaptativa caracterizada por 

una respuesta humoral y celular que generalmente no logra erradicar a la bacteria la 

cual persiste a lo largo de la vida del individuo. H. pylori induce la producción local y 

sistémica de anticuerpos IgA e IgG, pero el efecto de estos anticuerpos es controversial. 

Se ha reportado que IgA monoclonal y específica contra H. pylori protege contra la 

infección en ratones cuando es administrada por la vía intragástrica. En contraste, 

existen reportes que demuestran que la producción de IgA e IgG no es esencial para la 
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protección y por el contrario, contribuyen al daño generado a la mucosa gástrica debido 

a que existe una reacción cruzada con antígenos del hospedero presentes en las 

células epiteliales y parietales como lo son las ATPasas y al antígeno Lewis (Robinson 

y cols., 2007). 
 

Por otro lado, la respuesta celular es predominantemente del tipo Th1 que se 

caracteriza por la producción de IFN-γ e IL-12 que se asocian a la expresión de 

citocinas proinflamatorias. Sin embargo, no es lo suficientemente efectiva debido a que 

H. pylori posee diversos mecanismos a través de los cuales inhibe la acción de los 

linfocitos T, disminuyendo la capacidad de respuesta del sistema inmunológico (D’Elios 

y cols., 2005). 

 

Considerando todas las evidencias anteriores y con el propósito de determinar la 

importancia de los neutrófilos y los TLRs en la respuesta inmune innata que se presenta 

en la infección por H. pylori, nos planteamos como objetivo del presente estudio 

determinar si los TLRs participan en el reconocimiento de H. pylori induciendo una 

respuesta inflamatoria que pueda ayudar a controlar la infección. 
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4 .  JUST IF ICAC IÓN  
 

 

La infección por H. pylori se adquiere generalmente durante la niñez y su 

persistencia puede conducir al desarrollo de enfermedades gastroduodenales tan 

severas como la úlcera péptica o el carcinoma gástrico. El proceso inflamatorio inicial 

involucra una gran afluencia de neutrófilos a la lámina propia del epitelio gástrico. Los 

neutrófilos son componentes esenciales de la respuesta inflamatoria y en la resolución 

de la infección microbiana. Sin embargo, no se conoce la participación de los TLRs 

expresados en los neutrófilos en esta respuesta inflamatoria a H. pylori. 
 

Es probable que los TLRs participen en el reconocimiento y la activación de los 

neutrófilos induciendo una respuesta inflamatoria aguda que ayude a controlar la 

infección por H. pylori, o bien de no ser suficientemente efectiva permita el 

establecimiento y el desarrollo de las diferentes patologías asociadas a la infección. Por 

lo tanto, el entendimiento de los mecanismos de reconocimiento y activación de la 

respuesta inmune a H. pylori, pueden significar una herramienta de gran importancia en 

la búsqueda y mejoramiento de nuevas alternativas preventivas o terapéuticas. 
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5. OJET IVO  GENERAL  
 

 

Determinar si H. pylori activa a los neutrófilos humanos a través de los 

Receptores Tipo Toll (TLRs), induciendo la producción de citocinas inflamatorias.  

 

 

6 .  O B J E T I V O S  E S P E C Í F I C O S  
 

• Determinar la producción de IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10 inducida por H. pylori 
en neutrófilos. 

 
• Determinar la expresión de los TLRs (2, 4, y 9) en la superficie celular de 

neutrófilos estimulados con H. pylori. 
 

• Determinar la participación de los TLRs (1, 2, 4, 5, 6 y 9) en la activación de 
neutrófilos estimulados con H. pylori. 

 
• Determinar la producción de IL-8, IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10 inducida por el DNA 

de H. pylori en neutrófilos. 
 

• Determinar la expresión del TLR9 en neutrófilos estimulados con el DNA de H. 
pylori (mRNA y proteína). 

 
• Determinar la participación del DNA de H. pylori en la activación del TLR9. 

 
• Determinar la vía de señalización involucrada en la activación del TLR9 en los 

neutrófilos inducida por H. pylori o su DNA.  
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7. MATERIAL  Y  MÉTODOS  
 

7.1 Obtención y Cultivo de Neutrófilos  

 

Los neutrófilos fueron obtenidos mediante un gradiente de densidad a partir de 

sangre periférica de donadores sanos y seronegativos para H. pylori. Brevemente, 

sangre periférica mantenida con anticoagulante, se diluyó en una proporción 1:2 con 

solución salina (NaCl al 0.9%) y se depositó en tubos cónicos de 50 mL libres de 

pirógenos, en una proporción 1:3 con Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Norway). Se 

centrifugó a 2,000 rpm durante 30 min a temperatura ambiente. Como resultado de esta 

centrifugación se obtuvieron dos fases: en la parte superior del tubo se encuentra la 

banda correspondiente a los mononucleares y en la parte inferior se encuentra la banda 

correspondiente a los neutrófilos y eritrocitos. Se eliminó el sobrenadante hasta la fase 

correspondiente a los neutrófilos. Para eliminar los eritrocitos se agregó 40 mL de 

solución de lisis (NH4Cl 155 mM, NaHCO3 10 mM y EDTA 0.1mM) y los tubos se 

centrifugaron a 1,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante fue 

eliminado y se realizaron dos lavados adicionales con solución salina seguidos de dos 

centrifugaciones a 1,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.  
 

Se analizó la viabilidad mediante la tinción con azul tripán, la cual siempre fue 

mayor al 95%. Se determinó la pureza de los neutrófilos mediante citometría de flujo, la 

cual siempre fue mayor al 97% empleando un anticuerpo anti-CD16b conjugado con 

ficoeritrina (PE) como marcador específico de neutrófilos (clona eB72-1665, 

eBioscience). La detección de linfocitos B y T contaminantes se realizó mediante la 

tinción con anti-CD19 y anti-CD3, respectivamente (BD Pharmingen, Diego, CA). 

 

Posteriormente, los neutrófilos se sembraron en placas de cultivo a una densidad 

de 5x 106 células/mL de medio de cultivo. El medio de cultivo que se utilizó fue RPMI 

1640 (Gibco BRL, Life Technologies) complementado con 5,000 U/mL de penicilina-

estreptomicina y 2% de suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL, Life Technologies). Las 

células se incubaron a 37ºC en un ambiente de 5% CO2 y 5% de humedad.  
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7.2 Cultivo de H. pylori y Extracción de DNA 

 

Se utilizó H. pylori de la cepa tipo 26695 (ATCC 700392) y se cultivó en medio 

gelosa sangre al 5%. Las bacterias se incubaron a 37 ºC con 9% de CO2 y 5% de 

humedad. La bacteria se resuspendió en solución salina al 0.9% y la densidad óptica de 

la suspensión se ajustó a una absorbancia final de 0.75 correspondiente a 1 X 109 

bacterias/mL a una longitud de onda de 550 nm. 

 

El DNA total de la bacteria se obtuvo de cultivos de 24 horas utilizando el kit 

comercial QIAamp DNA (Qiagen, Valencia, CA) y siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para eliminar una eventual contaminación con LPS se incubó con polimixina 

B en una concentración de 5 µg/mg de DNA durante 1 hora a temperatura ambiente. La 

concentración del DNA se determinó por espectrofotometría a 260 y 280 nm y la 

integridad fue visualizada en un gel de agarosa al 0.7%. 
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7.3 Cuantificación de Citocinas por ELISA 
 

Los neutrófilos (10 x 106 células) se estimularon con H. pylori (10 x 108 UFC) o 

DNA de H. pylori (1 µg/mL) durante 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas. Al término de cada tiempo 

se recolectaron los sobrenadantes y se determinó la producción de IL-8, IL-1β, IL-6, 

TNF-α e IL-10 mediante ELISA empleando un kit comercial y siguiendo las 

instrucciones del fabricante (OptEIA, BD Pharmingen, San Diego, CA). Los 

sobrenadantes fueron diluidos apropiadamente para su cuantificación cuando así fue 

requerido. 

 

7.4 Expresión de TLR2, TLR4 y TLR9 en Neutrófilos  

 

Se determinó el cambio en la expresión de los TLR2, TLR4 y TLR9 en la 

superficie de los neutrófilos por medio de citometría de flujo. Los neutrófilos se 

estimularon con H. pylori (10 x 108 UFC) o con DNA de H. pylori (1 µg/mL) durante 0.5, 

1.0, 3.0, 6.0 y 24 horas. Los anticuerpos empleados fueron los siguientes, anti-TLR2-PE 

(clona TLR2.1, Santa Cruz Biotechnology, CA), anti-TLR4-PE (clona HTA125, Santa 

Cruz Biotechnology, CA), anti-TLR9-PE (clona eB72-1665, eBioscience), los controles 

de isotipo IgG2a-PE (BD Pharmingen, San Diego, CA) e IgG1-PE (BD Pharmingen, San 

Diego, CA). Brevemente, se colocaron 5 x 105 células por pozo en placas de 96 pozos 

de fondo redondo y se resuspendieron en 100 µL de solución de bloqueo (NaN3 al 

0.1%, SFB al 2.0%, suero de conejo al 2.0% y EDTA 5 mM) y se incubaron durante 1 

hora a 4°C. A continuación se realizaron dos lavados centrifugando las muestras a 

2,500 rpm durante 3 min a 4°C con solución de tinción (NaN3 al 0.1%, SFB al 2.0% y 

EDTA 5 mM). Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo 

correspondiente en solución de tinción durante 30 minutos a 4°C en obscuridad. Las 

muestras se fijaron con paraformaldehído al 4.0% en PBS. Finalmente, se leyeron 

20,000 eventos en cada condición en un citómetro de flujo FACscan (BD, Bioscience). 
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7.5 Bloqueo de TLRs  

 

La participación de los TLRs en la activación de los neutrófilos se determinó 

mediante ensayos de bloqueo utilizando anticuerpos anti-TLR1 (clona N-20, Santa Cruz 

Biotechnology), anti-TLR2 (clona TLR2.1, Imgenex Biocarta, San Diego, CA), anti-TLR4 

(clona HTA125.1, Imgenex Biocarta, San Diego, CA), anti-TLR5 (clona N-15, Santa 

Cruz Biotechnology, CA), anti-TLR6 (clona N-18, Santa Cruz Biotechnology, CA) y anti-

TLR9 (clona D-18, Santa Cruz Biotechnology, CA). Los neutrófilos se incubaron 

previamente durante 1 hora con anti-IgG humana (250 µg/mL, Aventis Behering GmbH, 

Marburgo, Germany), a fin de saturar los receptores Fc y evitar uniones inespecíficas. 

Posteriormente, se incubaron con el anti-TLR correspondiente durante una hora a 37°C 

y se estimularon con H. pylori o con DNA de H. pylori durante 24 horas. Posteriormente, 

se determinó la producción de IL-8 o IL-10 según correspondía en los sobrenadantes, 

mediante ELISA. Como controles positivos se utilizó LTA de S. faecalis (1 µg/mL) para 

el TLR2, LPS de E. coli (1 µg/mL) para el TLR4 y flagelina de S. muenchen (100 ng/mL) 

para TLR5. 

 

Además, para corroborar la participación del TLR9 se empleó un oligonucleótido 

inhibidor (ODN inhibidor, TTAGGG; Invivo Gen, San Diego, CA) y cloroquina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO), un inhibidor de la acidificación de endosomas, y por tanto de la 

señalización del TLR9. Neutrófilos (5 X 106) fueron preincubados con el ODN inhibidor 

(1 µg/mL) o con cloroquina (5 µg/mL) durante 1 hora. Posteriormente, se estimularon 

con H. pylori o con DNA de H. pylori durante 24 horas, al término del tiempo se 

determinó en el sobrenadante la producción de IL-8 mediante ELISA. 
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7.6 Expresión del mRNA de la IL8 y del TLR9 

 

El cambio en la expresión del mRNA de IL-8 y de TLR9 inducido por H. pylori o 

por el DNA se determinó por RT-PCR en tiempo real. Se aisló el RNA total de las 

células mediante la técnica de TRIzol® (Invitrogen). La concentración y pureza del RNA 

se determinó por espectrofotometría a 260 y 280 nm y la integridad fue visualizada en 

un gel de agarosa al 1%.  
 

La reacción de transcripción reversa (RT) se realizó utilizando el sistema Super 

ScriptTM (GIBCO BRL, Rockville, MD) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Posteriormente, se determinó la expresión del receptor utilizando el sistema TaqMan® 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Este método utiliza un fluorocromo unido a un 

oligonucleótido específico (sonda), que al ser removido por la TaqMan® DNA 

polimerasa emite una señal luminosa que es registrada en un espectrofluorómetro y 

analizada en una computadora anexa al termociclador (GeneAmp 5700, Applied 

Biosystem). La captura y análisis de los datos se llevó a cabo por el programa, 

incorporado al termociclador, Sequence Detection System (Applied Biosystems). Las 

condiciones de la PCR fueron: 1 ciclo a 95ºC/10 min, 45 ciclos de 95ºC/15 s y 60ºC/1 

min. Para normalizar la cantidad de cDNA se utilizó el gen de GAPDH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



Las secuencias de las sondas y de los oligonucleótidos que se utilizaron fueron 

las que se describen a continuación: 

 

Sentido 

IL-8  5’ – AGACAGCAGAGCACACAAGC – 3’ 

TLR9  5’ – TACCTTGCCTGCCTTCCTAC – 3’ 

GAPDH  5’ – GAAGGTGAAGGTCGGAGTC – 3’ 

 

Antisentido 

IL-8  5’ – ATGGTTCCTTCCGGTGTT – 3’ 

TLR9  5’ – GCCAGTTGCAGTTCACCAG – 3’ 

GAPDH  5’ – GAAGATGGTGATGGGATTTC – 3’ 

 

Sonda 

IL-8  5’ – GCCAGGAA – 3’ 

TLR9  5’ – CTCCAGCC – 3’ 

GAPDH  5’ – CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC – 3’ 
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7.7 Obtención de Proteínas Nucleares 

 

 

Las proteínas nucleares fueron obtenidos a partir de 5 x 106 neutrófilos 

estimulados durante 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 horas con H. pylori o su DNA. Brevemente, al 

término de cada tiempo las células fueron centrifugadas a 1,500 rpm durante 10 min y el 

sobrenadante retirado. Las células fueron resuspendidas en 1 mL de regulador 

hipotónico (Tris HCl 10 mM pH 7.0, NaCl 10 mM, MgCl2 6.0 mM, NaF 3.2 mM, Na3VO4 

1.0 mM, DTT 1.0 mM, PMSF 1.0 mM) e incubadas durante 10 min en hielo. 

Posteriormente, se les agregó 10 µl de IGEPAL al 10% y se colocaron en agitación 

suave durante 5 min. Al término de la incubación, se centrifugaron a 2,600 rpm durante 

5 min a 4° C, se desechó el sobrenadante y se agregó 500 µl de regulador hipotónico 

para lavar el sedimento, se repitió el lavado una vez más. Finalmente, el sedimento se 

resuspendió en 25 µl de regulador hipertónico (Hepes 20 mM pH 7.9, NaCl 420 mM, 

glicerol al 20%, MgCl2 5 mM, EDTA 0.2 mM, Na3VO4 1.0 mM, NaF 10 mM, PMSF 0.2 

mM, DTT 1.0 mM) y las muestras se colocaron en agitación vigorosa durante 15 min. 

Por último, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C y el 

sobrenadante fue recuperado siendo este la fracción correspondiente a las proteínas 

nucleares.  
 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford, utilizando 

el reactivo Protein Assay (Bio-Rad) y siguiendo las instrucciones del fabricante y las 

proteínas nucleares se guardaron a -20°C hasta su uso.  
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7.8 Activación de NFκB 
 

Para determinar la activación de NF-κB se realizaron ensayos de inhibición 

empleando PDTC (ditiocarbamato de pirrolidina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 

además se empleó DHMEQ (dehidroximetilepoxiquinomicina, proporcionado por la Dra. 

Sara Huerta Yepez del Hospital Infantil de México “Federico Gómez”). Neutrófilos (5 X 

106) fueron preincubados durante 1 hora con PDTC (300 µM) o con DHMEQ (5 µg/mL) 

y posteriormente estimulados durante 24 horas con H. pylori (5 X 108) o con DNA de H. 

pylori (1 µg/mL). Finalmente, se determinó la producción de IL-8 en el sobrenadante 

mediante ELISA. 

 

Además, se determinó la activación de NF-κB por ensayo de retardo de 

movilidad electroforética (EMSA). Brevemente, se utilizaron proteínas nucleares de 

neutrófilos (10 X106) sin estímulo, estimulados con H. pylori (10 X108) o con DNA de H. 

pylori (1.0 µg/mL). Brevemente, oligonucleótidos (5`- 

AGCTAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGG –3’) que contiene un sitio de unión 

a NF-κB marcados con 32P fueron incubados con 5 µg de proteínas nucleares y con el 

regulador de carga (espermidina 4 mM, MgCl2 4 mM, HEPES 240 mM ph 7.8, EDTA 1 

mM pH 8.0, KCl 120 mM, glicerol al 50% y Poli-DI:DC 0.5 µg) durante 15 min a 4°C. 

Posteriormente, las muestras fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 6% y los 

resultados fueron visualizados con autorradiografía. Se determinó la densidad óptica de 

las bandas obtenidas con el programa Labworks Analysis Software (UVP Inc., Upland, 

CA). 
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7.9 Análisis Estadístico 
 

Se determinaron los valores promedio de las citocinas analizadas y la expresión 

de los TLRs de por lo menos tres diferentes experimentos y su desviación estándar 

(DE) ó el error estándar de la media (EEM). Las diferencias de los valores de las 

muestras con tratamiento y los valores de las muestras sin tratamiento se determinaron 

por la prueba de t-student y Mann-Whitney cuando así fue requerido. Para el análisis se 

utilizó el programa estadístico SIGMA STAT (Jandel Scientific Software, CA). 
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8. RESULTADOS  
 

 

8.1 H. pylori Induce la Producción de Citocinas en Neutrófilos  
 

Para determinar si H. pylori es capaz de activar a neutrófilos humanos se 

determinó la producción de IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10 en el sobrenadante de 

neutrófilos estimulados con H. pylori durante diferentes tiempos. La producción de 

IL-8 se incrementó considerablemente en los neutrófilos estimulados con H. pylori 

con respecto a los neutrófilos sin estimular. Este incremento fue estadísticamente 

significativo a partir de las 3 horas y hasta las 24 horas de cultivo (Fig. 4A). Por 

otro lado, la producción de IL-1β se incrementó a partir de las 3 horas de cultivo, 

siendo estadísticamente significativa la diferencia a partir de las 6 horas y hasta 

las 24 horas (Fig. 4B). La producción de TNF-α se incrementó a partir de las 3 

horas en los neutrófilos estimulados con la bacteria y este incremento fue 

estadísticamente significativo a partir de las 6 horas de estímulo (Fig. 4C). En la 

producción de IL-10 en los neutrófilos estimulados con H. pylori no se observó una 

diferencia estadísticamente significativa con respecto a las células sin estímulo. 

Sin embargo, se observa una tendencia de incremento en la producción de IL-10 

desde las 6 horas en las células estimuladas con H. pylori (Fig. 4D). Por otro lado, 

no se detectó producción de IL-6 en los neutrófilos estimulados con H. pylori ni en 

los neutrófilos sin estimular. 
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 Figura 4. Aumento de la producción de citocinas en neutrófilos humanos inducida por H. pylori. Se determinó la 
producción de IL-8 (A), IL-1β (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) en el sobrenadante de neutrófilos estimulados con H. pylori 
mediante ELISA. Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes + EEM. *p<0.05.  
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8.2 H. pylori Induce un Aumento en la Expresión del TLR2 y del TLR4 en 
Neutrófilos 
 
 

Inicialmente fue necesario determinar la expresión basal de los TLRs en los 

neutrófilos y posteriormente determinar si H. pylori modifica dicha expresión. Para tal 

efecto se determinó la expresión del TLR2 y el TLR4 en la superficie de los neutrófilos 

estimulados con H. pylori durante 1.0, 3.0, 6.0 y 24 horas por medio de citometría de 

flujo. Los resultados obtenidos muestran que tanto el TLR2 como el TLR4 se expresan 

constitutivamente en los neutrófilos sin estímulo, aunque en baja concentración. 

Mientras que la expresión de ambos receptores en los neutrófilos estimulados con H. 

pylori aumenta en todos los tiempos de estímulo, siendo estadísticamente significativo a 

las 6.0 y 24 horas para TLR2 y a la 1.0 y 6.0 horas para el TLR4 (Fig. 5 y 6). Estos 

resultados nos indican que probablemente el TLR2 y el TLR4 estén involucrados en la 

activación de neutrófilos por H. pylori.  

 

Es importante señalar que la expresión tanto del TLR2 como del TLR4 en los 

neutrófilos sin estímulo se incrementa el porcentaje de células positivas conforme 

aumenta el tiempo de cultivo. Consideramos que el aumento pudo deberse a la acción 

de componentes presentes en el suero con el que se complementó el medio de cultivo 

(Fig. 5 y 6).  
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Figura 5. H. pylori 
aumenta la expresión 
del TLR2 en los 
neutrófilos. (A) Se 
determinó la expresión 
del TLR2 en la superficie 
de neutrófilos, sin 
estímulo (histograma gris) 
y estimulados con H. 
pylori (histograma 
blanco), por citometría de 
flujo. Control de isotipo, 
histograma negro. (B) 
Representación gráfica de 
la expresión del TLR2. 
Las barras representan el 
promedio de la intensidad 
media de fluorescencia de 
tres experimentos 
independientes + EEM. 
*p<0.05.  
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A    TLR4 
  Sin estímulo  H. pylori 
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Figura 6. H. pylori 
aumenta la expresión 
del TLR4 en los 
neutrófilos. (A) Se 
determinó la expresión 
del TLR4 en la superficie 
de neutrófilos sin 
estímulo (histograma 
gris) y estimulados con 
H. pylori (histograma 
blanco), por citometría 
de flujo. Control de 
isotipo, histograma 
negro.  
(B) Representación 
gráfica de la expresión 
del TLR4. Las barras 
representan el promedio 
de la intensidad media 
de fluorescencia de tres 
experimentos 
independientes + EEM. 
*p<0.05.  
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8.3 H. pylori Induce una Regulación Negativa de  la Proteína y del mRNA 
del TLR9 en Neutrófilos 
 

Posteriormente determinamos si H. pylori también modificaba la expresión del 

TLR9. Nuestros resultados demuestran que el TLR9 se expresa constitutivamente en la 

superficie de los neutrófilos sin estímulo y disminuye considerablemente en las células 

estimuladas con H. pylori desde tiempos muy cortos de estimulación. Esta disminución 

es estadísticamente significativa a las 6 y 24 horas de estímulo (Fig. 7).  

 

Para determinar si la disminución en la expresión del TLR9 se debía a la 

internalización del receptor o a la regulación negativa de la transcripción del mRNA, se 

determinó la expresión del mRNA del TLR9 por medio de PCR en tiempo real en los 

neutrófilos en condiciones sin estímulo y estimulados con H. pylori durante 0.5, 1.0, 3.0 

y 6.0 horas. Para normalizar se utilizó el gen de gapdh. Se observó una disminución en 

la expresión del TLR9 en los neutrófilos estimulados con H. pylori con respecto a las 

células sin estimular a tiempos cortos y aumento en la expresión a las 3.0 horas de 

estímulo (Fig. 8).  
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Figura 7. H. pylori 
disminuye la expresión 
del TLR9 en la 
superficie de los 
neutrófilos. (A) Se 
determinó la expresión 
del TLR9 en la superficie 
de neutrófilos, sin 
estímulo (histograma gris) 
y estimulados con H. 
pylori (histograma 
blanco), por citometría de 
flujo. Control de isotipo, 
histograma negro. (B) 
Representación gráfica de 
la expresión del TLR9. 
Las barras representan el 
promedio del porcentaje 
de células positivas de 
tres experimentos 
independientes + EEM. 
*p<0.05; **<0.01.  
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Figura 8. H. pylori modifica la expresión del mRNA de TLR9. Se determinó 
la expresión del mRNA de TLR9 en neutrófilos (10 x 106) estimulados con H. 
pylori (10 x 108) por PCR en tiempo real, se utilizó el gen de gapdh para 
normalizar. Experimento representativo de dos experimentos independientes. 
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8.4  Los  TLRs  Participan  en  la  Activación  Inducida  por  H.  pylori  en 
Neutrófilos  

 

La participación de los TLRs (1, 2, 4, 5, 6 y 9) en la activación de los neutrófilos 

inducida por H. pylori se determinó utilizando anticuerpos neutralizantes específicos. 

Después de bloquear los receptores y estimular con H. pylori durante 24 horas, se 

determinó la producción de IL-8 e IL-10. En los resultados obtenidos se observa una 

disminución estadísticamente significativa en la producción de IL-8 en los neutrófilos 

cuyos TLRs fueron bloqueados y que posteriormente fueron estimulados con H. pylori 

comparada con la producción de IL-8 de las células únicamente estimuladas con H. 

pylori. Obteniéndose los siguientes porcentajes de inhibición: 44% (TLR1), 12% (TLR2), 

37% (TLR4), 35% (TLR5), 49% (TLR6) y 47% (TLR9) (Fig. 9). Sin embargo, la 

inhibición de la producción de IL-8 como puede observarse en ningún caso fue total, lo 

que sugiere la existencia de otros mecanismos de activación, aunados a la activación 

mediada por los TLRs involucrados en la activación de los neutrófilos inducida por H. 

pylori.  
 

Para determinar si existía un efecto aditivo entre los receptores se bloquearon 

simultáneamente el TLR2 y el TLR4, sin embargo, no se observó tal efecto (Fig. 10A). 

Por otro lado, se determinó la participación del TLR2 y del TLR4 en la producción de IL-

10 e IL-1β inducida por H. pylori. Se encontró una disminución significativa en la 

producción de IL-10 al bloquear el TLR2 y el TLR4, lo que indica la participación del 

TLR2 y del TLR4 en la producción de IL-10 en los neutrófilos. Por el contario, no se 

modificó la producción de IL-1β al bloquear el TLR2 y el TLR4, por lo tanto dichos 

receptores no participan en la producción de IL-1β (Fig. 10B y C).  
 

Se utilizaron como controles positivos los ligandos específicos para cada 

receptor (LTA de S. fecalis para TLR2, LPS de E. coli para TLR4 y flagelina de S. 

muenchen para TLR5) y los resultados obtenidos fueron los esperados (Fig. 11). 
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Figura 9. Los TLRs participan en la activación de neutrófilos estimulados con H. pylori. 
Neutrófilos fueron incubados con IgGs humanas y con anticuerpos neutralizantes específicos para 
cada TLR y posteriormente estimulados con H. pylori durante 24 horas. Se determinó la producción 
de IL-8, mediante ELISA. Los resultados están expresados como porcentaje de inducción de IL-8, 
considerando como el 100% la producción inducida por H. pylori. Las barras representan el 
promedio + EEM de cuatro experimentos independientes. *p<0.05 
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Figura 10. Participación de los TLR2 y TLR4 en la producción de IL-8, IL-10 e IL-1β en 
neutrófilos inducida por H. pylori. Neutrófilos fueron incubados con IgGs humanas y con 
anticuerpos neutralizantes específicos para cada TLR y posteriormente estimulados con H. pylori durante 
24 horas. Se determinó si existe un efecto aditivo en la producción de IL-8 al bloquear simultáneamente al 
TLR2 y al TLR4 (A). Además, se determinó la participación del TLR2 y TLR4 en la producción de IL-10 
(B) e IL-1β (C). Los resultados están expresados como porcentaje de inducción de IL-8, considerando 
como el 100% la producción inducida por H. pylori. En A y B las barras representan el promedio de al 
menos dos diferentes experimentos + DE. En C experimento representativo de dos experimentos. 
*p<0.05 
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Figura 11. Controles del bloqueo de los TLRs 2, 4 y 5. Neutrófilos fueron 
incubados con IgGs humanas y con anticuerpos neutralizantes específicos para cada 
TLR y posteriormente, estimulados con 1.0 µg/mL de LTA de S. faecalis (A), 1.0 µg/mL 
de LPS de E. coli (B) y 100 ng/mL de flagelina de S. muenchen (C) durante 24 horas. 
Los resultados están expresados como porcentajes, considerando como el 100% la 
máxima inducción de IL-8. Experimentos representativos de tres experimentos 
independientes. *p<0.05 
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8.5    El DNA  de H.  pylori  Induce  la  Expresión  y  Secreción  de  IL8  y  un 
Aumento en la Expresión del TLR9 en Neutrófilos 
 

Para determinar si el DNA de H. pylori es capaz de activar al TLR9 en los 

neutrófilos se aisló y purificó DNA total de la cepa 26695 de H. pylori. EL DNA se 

incubó con polimixina B para inhibir el LPS contaminante. Para comprobar que el DNA 

obtenido estaba libre de contaminantes se incubó con DNasa y la degradación 

completa del DNA fue confirmada por electroforesis en un gel de agarosa (Fig. 12A). 

Posteriormente, se determinó la producción de IL-8 y se encontró que aumentó por 

efecto del DNA de H. pylori y que al tratar el DNA con la DNAasa la producción de IL-8 

fue igual a la producción de las células sin estímulo (Fig. 12B). Con estos resultados se 

confirma que el aumento de la producción de IL-8 es inducido por el DNA de H. pylori y 

no por posibles contaminantes en la muestra. 

 

Por otro lado, para determinar la concentración optima de DNA para llevar a cabo 

los experimentos se realizó una curva con diferentes concentraciones de DNA (0.1, 0.5, 

1.0 y 5.0 µg) y se determinó la producción de IL-8. Se observó una respuesta dosis-

dependiente y la producción máxima de IL-8 con la mínima concentración de DNA se 

obtuvo con 1.0 µg/mL (Fig. 13). Dicha concentración fue empleada en los experimentos 

subsecuentes. 

 

A continuación, se determinó la producción de IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10 en 

los neutrófilos estimulados con el DNA de H. pylori a diferentes tiempos. Se observó un 

incremento en la producción de IL-8 a partir de las 3 horas y hasta las 24 horas de 

cultivo (Fig. 14). Sin embargo, la concentración máxima de IL-8 secretada (6 ng/mL) es 

mucho menor comparada con la concentración máxima secretada en los neutrófilos 

estimulados con la bacteria completa (140 ng/mL). No se detectó un aumento en la 

producción de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10 en los neutrófilos estimulados con el DNA de 

H. pylori. 
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Figura 12. DNA total aislado y purificado de H. pylori. Se aisló DNA total de la 
cepa 26695 de H. pylori, para eliminar la contaminación con LPS se trato con 
polimixina B (5 µg/µg de DNA). Posteriormente, el DNA se trato con DNAsa hasta 
su degradación total y se corroboró en un gel de agarosa al 1.0% (A). Neutrófilos (5 
X 106) fueron estimulados con DNA (1.0 µg/mL) tratado con polimixina B y con 
DNAsa (5 µg/mg de DNA) y se determinó la producción de IL-8 en el sobrenadante 
por ELISA (B). 
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Figura 13. La producción de IL-8 inducida por el DNA de H. pylori es dosis-
dependiente. Neutrófilos (5 X 106) fueron estimulados con concentraciones crecientes 
de DNA durante 24 horas y posteriormente se determinó la producción de IL-8 en el 
sobrenadante. Las barras representan el promedio de tres experimentos 
independientes + DE. 
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Figura 14. El DNA de H. pylori inducen un aumento en la producción de IL-8. Se 
determinó la producción de IL-8 en el sobrenadante de neutrófilos estimulados con DNA 
de H. pylori (1.0 µg/mL). Las barras representan el promedio de tres experimentos 
independientes + EEM. *p<0.05 
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Además de inducir la secreción de IL-8 era importante establecer si H. pylori y su 

DNA también inducían la expresión del mRNA de IL-8 en neutrófilos. Para lo cual, se 

determinó la expresión del mRNA de IL-8 en neutrófilos estimulados con H. pylori y con 

DNA de H. pylori durante 0.5, 1.0, 3.0 y 6.0 horas. Se observó un aumento en la 

expresión de IL-8 en todos los tiempos de cultivo con ambos estímulos. Sin embargo, el 

aumento inducido por H. pylori fue mayor que el aumento inducido por el DNA de la 

bacteria (Fig. 15). 
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Figura 15. H. pylori y su DNA inducen un aumento en la expresión del mRNA 
de IL-8. Se determinó la expresión del mRNA de IL-8 en neutrófilos (10 x 106) 
estimulados con DNA de H. pylori (1.0 µg/mL) y con H. pylori (10 X 108) por PCR 
en tiempo real. Experimento representativo de tres experimentos independientes. 
*p<0.05 
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Asimismo, era importante determinar si el DNA de H. pylori modificaba la 

expresión del mRNA del TLR9 como lo hace la bacteria completa. Neutrófilos fueron 

estimulados con DNA de H. pylori durante 0.5, 1.0, 3.0 y 6.0 horas y se determino la 

expresión del TLR9 por PCR en tiempo real. En los resultados obtenidos se puede 

observar que el DNA induce un aumento significativo de la expresión del TLR9 a las 3.0 

horas de estímulo comparada con la expresión del receptor en células sin estimular 

(Fig. 16).  
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Figura 16. El DNA de H. pylori induce un aumento en la expresión del mRNA de TLR9. Se 
determinó la expresión del mRNA de TLR9 en neutrófilos estimulados con DNA de H. pylori (1.0 
µg/mL) por PCR en tiempo real y se utilizó el gen de gapdh para normalizar.  
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8.6 Participación del TLR9 en  la Activación de Neutrófilos  Inducida por 
H. pylori y el DNA de H. pylori  
 

 

 Los resultados anteriores nos sugirieron una posible participación del TLR9 en la 

activación de los neutrófilos inducida por el DNA de H. pylori. Por lo cual, se utilizó el 

anticuerpo neutralizante específico para TLR9 y en los resultados obtenidos se puede 

observar que al bloquear al TLR9 no disminuyó la producción de IL-8, por el contrario 

aumentó considerablemente (Fig. 17).  
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Figura 17. Participación del TLR9 en la producción de IL-8 en neutrófilos 
inducida por el DNA de H. pylori. Neutrófilos fueron incubados con IgGs 
humanas y con el anticuerpo neutralizante para TLR9 y posteriormente 
estimulados con DNA de H. pylori durante 24 horas. Los resultados están 
expresados como porcentaje de inducción de IL-8, considerando como el 100% 
la producción inducida por el DNA. Las barras representan el promedio de tres 
experimentos independientes + DE. 
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Por lo tanto, decidimos probar otro sistema que nos permitiera determinar si el 

TLR9 estaba participando o no en la activación de los neutrófilos inducida por el DNA 

de H. pylori, así como corroborar los resultados obtenidos con la bacteria completa. 

Empleamos un oligonucleótido sintético inhibidor (ODN) de la activación del TLR9 y 

cloroquina la cual inhibe la acidificación del fagolisosoma, proceso necesario para que 

se lleve a cabo la señalización mediada por el TLR9. En los resultados obtenidos se 

puede observar una disminución significativa en la producción de IL-8 en los neutrófilos 

que fueron preincubados con el ODN inhibidor y con la cloroquina y que posteriormente 

fueron estimulados con el DNA de H. pylori (Fig. 18). Por otro lado, también se observó 

una disminución significativa en la producción de IL-8 en los neutrófilos que fueron 

preincubados con el ODN inhibidor y con la cloroquina y posteriormente estimulados 

con H. pylori (Fig. 19).  
 

Además, se empleó como control negativo neutrófilos preincubados con 

cloroquina y posteriormente estimulados con LPS de E. coli y los resultados fueron los 

esperados (Fig. 19). Estos resultados nos indican la participación del TLR9 en la 

producción de IL-8 por neutrófilos inducida tanto por H. pylori como por el DNA de H. 

pylori. 
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Figura 18. Activación del TLR9 en neutrófilos inducida por el DNA de H. pylori. 
Neutrófilos (5 X 106) fueron preincubados con ODN inhibidor (1.0 µg/mL) y con cloroquina 
(5 µg/mL) durante 1 hora y posteriormente estimulados con DNA de H. pylori (1.0 µg/mL) 
durante 24 horas al término del tiempo se determinó la producción de IL-8. Los resultados 
están expresados como porcentaje de inducción de IL-8, considerando como el 100% la 
producción inducida por el DNA. Las barras representan el promedio de tres experimentos 
independientes + DE. *p<0.05 
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Figura 19. Activación del TLR9 en neutrófilos inducida por H. pylori. Neutrófilos (5 
X 106) fueron preincubados con ODN inhibidor (1.0 µg/mL) o con cloroquina (5 µg/mL) 
durante 1 hora y posteriormente estimulados con H. pylori (5 X 108) (A) y con LPS de 
E. coli (1.0 µg/mL) (B) durante 24 horas al término del tiempo se determinó la 
producción de IL-8. Los resultados están expresados como porcentajes, considerando 
como el 100% la máxima inducción de IL-8. Las barras representan el promedio de 
tres experimentos independientes + DE. *p<0.05  
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8.7 Activación de NFκB Inducida por H. pylori y por el DNA de H. pylori  

 

La activación de los TLRs induce la activación de factores de transcripción como el 

factor NF-κB. Nosotros determinamos la activación de NF-κB en los neutrófilos 

estimulados con H. pylori y por el DNA de H. pylori mediante EMSA. En nuestros 

resultados se observó un aumento en la activación de NF-κB a la 1.0 y a las 3.0 horas 

en los neutrófilos estimulados con H. pylori en comparación con las células que no 

fueron estimuladas (Fig. 20). Por otro lado, al estimular a los neutrófilos con el DNA de 

H. pylori también se observó un aumento en la activación del NF-κB en todos los 

tiempos de estimulación pero se pueden observar dos bandas que corresponden a dos 

diferentes dímeros de NF-κB, el heterodímero p65/p50 el cual generalmente se asocia a 

la activación de la transcripción y el homodímero p50/p50 que generalmente se asocia a 

la inhibición de la transcripción de genes (Fig. 21). Esta hipótesis necesita ser 

confirmada empleando anticuerpos específicos para p50 y p65 y determinar por medio 

de un super-retardo electroforético la formación de los diferentes dímeros de NF-κB en 

nuestras condiciones experimentales.  

 

Para comprobar que el resultado obtenido del EMSA no se debe a uniones 

inespecíficas se incubaron los extractos nucleares con: 1) una sonda irrelevante 

simultáneamente con la sonda específica para NF-κB; 2) se preincubaron con la sonda 

específica para NF-κB pero sin marca radioactiva (sonda fría) y posteriormente se 

incubaron con la sonda específica para NF-κB marcada radiactivamente y 3) la sonda 

específica para NF-κB marcada radiactivamente pero sin extractos nucleares (sonda 

libre) (Fig. 21). Los resultados obtenidos fueron que la marca no desapareció al incubar 

con la sonda irrelevante y no aparece al preincubar con la sonda fría al igual que con la 

sonda libre. Estos resultados nos indican que no hay uniones inespecíficas. 

 

Posteriormente, se determinó si la producción de IL-8 inducida por H. pylori y por 

su DNA es dependiente de la activación de NF-κB, empleando dos inhibidores de la 

activación de NF-κB: el PDTC que inhibe la activación de la transcripción mediada por 
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NF-κB y DHMEQ que inhibe la translocación de NF-κB al núcleo. Se observó una 

disminución significativa en la producción de IL-8 en los neutrófilos que fueron 

preincubados con el PDTC y el DHMEQ y posteriormente estimulados con H. pylori 

(Fig. 22). En contraste, cuando los neutrófilos fueron estimulados con el DNA de H. 

pylori no se observó una disminución en la producción de IL-8 al inhibir la activación de 

NF-κB con el PDTC y el DHMEQ (Fig. 22). Estos resultados nos indican que el NF-κB 

participa en la activación inducida por H. pylori induciendo la producción de IL-8, sin 

embargo, el NF-κB no participa en la producción de IL-8 inducida por el DNA de H. 

pylori en neutrófilos. 
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Figura 20. Activación de NF-κB en neutrófilos inducida por H. pylori. Extractos 
nucleares fueron obtenidos de neutrófilos (10 X 106) estimulados con H. pylori (10 X 
108) durante 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 horas para determinar la activación de NF-κB 
mediante EMSA (A). Representación gráfica de la activación de NF-κB inducida por 
H. pylori en los neutrófilos (B). Se determinó la densidad óptica (D.O.) de las bandas 
obtenidas en el EMSA. Las barras representan el promedio de tres experimentos 
independientes + DE y están expresados como el porcentaje del máximo incremento. 

 

Álvarez-Arellano L  41 
 

Neevia docConverter 5.1



 A 

 
 

 B 

 

S/T 0.5 1 2 3 SF SI SL
0

500

1000

1500

2000

DNA

D
. O

. (
U

ni
da

de
s 

re
la

tiv
as

)

 
 

 

 

Figura 21. Activación de NF-κB en neutrófilos inducida por DNA de H. pylori. 
Extractos nucleares fueron obtenidos de neutrófilos (10 X 106) estimulados con 
DNA de H. pylori (1.0 µg/ML) durante 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 horas para determinar la 
activación de NF-κB mediante EMSA (A). Como control de unión inespecífica se 
empleo la sonda sin marcar con 32P denominada sonda fría, una sonda irrelevante y 
además la sonda marcada con 32P incubada sin extractos nucleares. 
Representación gráfica de la activación de NF-κB inducida por el DNA de H. pylori 
en los neutrófilos (B). Las barras representan la densidad óptica (D.O.) de las 
bandas obtenidas en el EMSA.  
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Figura 22. Activación de NF-κB en neutrófilos inducida por H. pylori y por el 
DNA de H. pylori. Neutrófilos (5 X 106) fueron preincubados con DHMEQ (5 µg/mL) 
y con PDTC (300 µM) durante 1 hora y posteriormente estimulados con H. pylori (5 
X 108) (A) y con DNA de H. pylori (1.0 µg/mL) (B) durante 24 horas al término del 
tiempo se determinó la producción de IL-8. Los resultados están expresados como 
porcentaje de inducción de IL-8, considerando como el 100% la producción inducida 
por H. pylori y por el DNA. Las barras representan el promedio de tres experimentos 
independientes + DE. *p<0.05 
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9. D ISCUS IÓN  
 

 

La infección por H. pylori representa un problema de salud a nivel mundial (Bruce 

y col., 2008). Los neutrófilos son las primeras células del sistema inmune innato en 

llegar a la lamina propia de la mucosa gástrica infectada por H. pylori. Se ha 

demostrado que los neutrófilos son esenciales en la resolución de la infección, al menos 

en el modelo murino (Ismail y cols., 2003). Sin embargo, y a pesar de los avances en 

los últimos años en el estudio de la respuesta inmunológica en la infección por H. pylori, 

poco se conoce sobre los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta 

inmune innata de los neutrófilos. La mayoría de los trabajos publicados se enfocan al 

estudio de la interacción entre la célula epitelial y H. pylori dejando a un lado la 

participación de otras células del sistema inmune innato como los neutrófilos. Además, 

la gran mayoría de los trabajos reportados hasta ahora utilizan como modelos 

experimentales líneas celulares o modelos murinos. Esto trae como consecuencia que 

existan discrepancias entre los resultados obtenidos y finalmente un avance pobre en el 

entendimiento de la respuesta inmunológica que se presenta en la infección por H. 

pylori en el humano. 
 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que H. pylori induce 

un aumento en la producción de citocinas proinflamatorias (IL-8, TNF-α e IL-1β) y 

antiinflamatorias (IL-10) en los neutrófilos humanos. Este hallazgo es de gran 

importancia ya que generalmente no se identifica a los neutrófilos como productores 

importantes de citocinas. Las citocinas en su papel de mediadores de la inflamación son 

determinantes en el desarrollo de las enfermedades asociadas a la infección por H. 

pylori (Hellming y cols., 2008). Se ha reportado que una desregulación en la producción 

de IL-1β y TNF-α como resultado de polimorfismos presentes en los genes que 

codifican para dichas citocinas, se asocia al desarrollo del cáncer gástrico debido 

principalmente a la inflamación crónica que se presenta (El-Omar y cols., 2003). No 

obstante, se sabe que para erradicar la infección por H. pylori es necesaria una fuerte 

respuesta inflamatoria. Recientemente, se reportó que en ratones infectados con H. 
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pylori y deficientes de IL-10, la infección es erradicada en 7 días post-infección, no así 

en los ratones silvestres (Matsumoto y cols., 2005). 
 

Consistentemente con estudios previos en los que se reportó un aumento en la 

expresión de los TLRs en biopsias de pacientes infectados con H. pylori y con estudios 

in vitro con células epiteliales gástricas (Su y cols., 2003; Schmauber y cols., 2004), 

nuestros resultados muestran que H. pylori incrementa la expresión del TLR2 y del 

TLR4 en la superficie de los neutrófilos. Asimismo, los resultados obtenidos en este 

trabajo demuestran por primera vez la expresión basal del TLR9 en la superficie de 

neutrófilos humanos. Este hallazgo es de gran importancia ya que en la actualidad se 

señala al TLR9 como un receptor intracelular. Sin embargo, existen algunos reportes en 

los que se describe al TLR9 en la superficie de células epiteliales y en la superficie de 

células mononucleares de sangre periférica (Eaton-Bassiri y cols., 2004; Saikh y cols., 

2004; Andersen y cols., 2006). Además, se observó que H. pylori disminuye la 

expresión del TLR9 en la superficie del neutrófilo. La disminución de la expresión del 

TLR9 inducida por H. pylori podría ser la consecuencia de dos eventos: a) una 

regulación negativa de la transcripción del mRNA del receptor, ó b) la internalización del 

receptor después de ser activado. Por tal motivo, se determinó la expresión del mRNA 

del TLR9 y se encontró que H. pylori disminuye la expresión del mRNA del receptor a 

tiempos cortos y aumenta su expresión a las 3 horas de estímulo. Aún no hay evidencia 

de si el receptor es internalizado. 
 

En la infección por H. pylori una de las citocinas más abundantes y más 

importantes es la IL-8 por su función como quimioatrayente y su participación en el 

desarrollo del cáncer gástrico (Suzuki y cols., 2004; Taguchi y cols., 2005; Waugh y col., 

2008). Nosotros observamos que la producción de IL-8 inducida por H. pylori disminuyó 

al bloquear los TLRs 1, 2, 4, 5, 6 y 9, evidenciando por primera vez, la participación de 

estos receptores en la activación de los neutrófilos inducida por H. pylori. Además, se 

observó que tanto el TLR2 como el TLR4 participan en la inducción de IL-10, pero no 

influyen en la producción de IL-1β lo que sugiere la existencia de otros mecanismos a 

través de los cuales se induce la respuesta inflamatoria a H. pylori. Estos resultados son 

Neevia docConverter 5.1



de gran importancia ya que aportan bases elementales para la búsqueda de blancos 

terapéuticos.  

 

Uno de los ligandos descritos para el TLR9 son los dinucleótidos citosina-fosfato-

guanidina (CpGs) no metilados que se encuentran abundantemente en el DNA de 

bacterias y virus (Hemmi y cols., 2000; Zhang y cols., 2007). Existen reportes previos en 

los que se describe que el DNA de E. coli activa a neutrófilos humanos induciendo la 

producción de IL-8, IL-6, especies reactivas del nitrógeno y moléculas de adhesión 

(József y cols., 2004; Álvarez y cols., 2006; Agren y cols., 2006; József y cols., 2004; 

Fuxman-Bass y cols., 2008). En este trabajo demostramos que el DNA de H. pylori 

activa a neutrófilos humanos induciendo la producción de IL-8, pero no induce la 

producción de TNF-α, IL-6, IL-1β o IL-10 como lo hace la bacteria completa, lo que 

indica que existen componentes o estructuras de la bacteria, diferentes al DNA, 

necesarios para inducir la producción de citocinas. El DNA de H. pylori, además de 

inducir la secreción de IL-8, también aumenta la expresión del mRNA de la IL-8 en 

forma tiempo dependiente. Asimismo, aumenta la expresión del mRNA del TLR9 a las 3 

horas de estimulación, probablemente de esta forma regula la expresión de su propio 

receptor como generalmente sucede con otros receptores y sus ligandos.  
 

Por otro lado, nuestros resultados demuestran que el DNA de H. pylori induce la 

producción de IL-8 en neutrófilos humanos a través del TLR9. Es muy probable que 

esta activación se lleve a cabo principalmente a nivel de la superficie del neutrófilo, 

debido a que existen reportes previos que demuestran que el DNA bacteriano no 

requiere ser internalizado para activar a neutrófilos humanos (Fuxman-Bass y cols., 

2008), sin embargo se requieren de otros estudios que nos permitan confirmar esta 

hipótesis.  

 

 

La accesibilidad del DNA de H. pylori es otro factor que contribuye en la 

relevancia de nuestros hallazgos. En estudios previos se ha sugerido que H. pylori 

además de translocar proteínas a la célula blanco a través del sistema de secreción tipo 

IV, también podría inyectar DNA (Odenbreit y cols., 2001; Philpott y cols., 2002). 
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Asimismo, se ha demostrado la presencia de DNA extracelular en cultivos bacterianos 

como parte del proceso natural de transformación de algunas especies de bacterias y 

tal es el caso de H. pylori (Steinmoen y cols., 2002; Moscoso y cols., 2004; Allesen-

Holm y cols., 2006). Por lo que se podría pensar que el DNA de H. pylori es un MAMP 

de gran relevancia en el proceso inflamatorio por su accesibilidad y alta concentración. 
 

La activación de los neutrófilos inducida por el DNA de H. pylori a través del 

TLR9 es un hallazgo de gran relevancia ya que podría explicar uno de los mecanismos 

por los cuales los neutrófilos pueden contribuir a la amplificación y al mantenimiento de 

la respuesta inflamatoria al inducir la producción de IL-8, el principal quimioatrayente de 

neutrófilos. El mantenimiento del proceso inflamatorio trae como consecuencia el 

incremento al daño generado al epitelio gástrico. No obstante, la participación del TLR9 

en la activación del neutrófilo es parcial, lo que indica la existencia de otros receptores y 

mecanismos que contribuyen a la producción de IL-8 en los neutrófilos inducida por el 

DNA de H. pylori, como podrían ser el receptor DAI y el inflamasoma que se 

describieron recientemente como receptores citoplasmáticos del DNA bacteriano 

(Takaoka 2007; Muruve y cols., 2008). 
 

Además, la participación del TLR9 en la activación de los neutrófilos humanos 

tiene una implicación terapéutica importante, ya que los agonistas sintéticos del TLR9 

son considerados como excelentes adyuvantes en el tratamiento de enfermedades 

infecciosas, alergias y cáncer (Hessel y cols., 2005; Krieg y cols., 2007; Guo y cols., 

2007; Jurk y cols., 2007; Kline y cols., 2007). Y nuestros resultados contribuyen al 

entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta 

inmunológica mediada por el TLR9 en particular en la infección por H. pylori.  

Por otro lado, el NF-κB es un regulador esencial de genes involucrados en la 

inflamación (Ghosh y col., 2008). Diversos estudios han reportado su participación en la 

respuesta inmunológica inducida por H. pylori (Smith y cols., 2004; Pathak y cols., 2006; 

Smith y cols., 2006). En el presente estudio se evaluó la activación de NF-κB inducida 

por H. pylori y por su DNA en neutrófilos humanos. Encontramos que tanto la bacteria 

completa como su DNA inducen la activación de NF-κB. Sin embargo, observamos una 

activación diferencial entre los dímeros que pueden conformar a este factor de 
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transcripción. Estos resultados nos indican una respuesta específica y diferencial a H. 

pylori y al DNA de H. pylori en neutrófilos humanos. Además, se encontró que la 

producción de IL-8 inducida por H. pylori es mediada parcialmente por NF-κB, pero no 

la producción de IL-8 inducida por el DNA de la bacteria. Estos hallazgos revelan la 

posible participación de otros factores de transcripción, como AP-1 y NF-IL-6 ya que se 

ha reportado previamente la presencia de elementos de respuesta a estos factores de 

transcripción en el promotor del gen que codifica para la IL-8 (Roebuck KA, 1999). 
 

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran por 

primera vez, que H. pylori activa a los neutrófilos humanos, induciendo la producción de 

citocinas inflamatorias, modificando la expresión de los TLRs e induciendo la activación 

del factor de transcripción NF-κB. Además, se demostró que la producción de IL-8 

inducida por H. pylori es mediada por los TLRs 1, 2, 4, 6 y 9. También, el TLR2 y el 

TLR4 participan en la producción de IL-10 inducida por H. pylori. La producción de IL-8 

inducida por H. pylori es mediada parcialmente por el TLR9 y NF-κB. Se demostró que 

los neutrófilos humanos expresan TLR9 en su superficie y que el DNA de H. pylori 

induce la producción de IL-8 y la activación de NF-κB. La producción de IL-8 inducida 

por el DNA de H. pylori es mediada por el TLR9, pero no por NF-κB. En conjunto estos 

resultados nos demuestran la función primordial de los neutrófilos y los TLRs en la 

respuesta inflamatoria en la infección por H. pylori.  
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10 .  CONCLUS IONES  
 

 

• H. pylori activa a neutrófilos humanos induciendo una respuesta proinflamtoria 
temprana caracterizada por la producción de IL-8, TNF-α e IL-1β, seguida de una 
respuesta antiinflamatoria caracterizada por la producción de IL-10. 

 

• H. pylori induce un au mento en la expresión de TLR2 y TLR4 en la superficie de 
neutrófilos humanos. 

 

• 
e y modifica la expresión del mRNA del 

TLR9. 
 

• 4, 5, 6 y 9 participan en la secreción de IL-8 inducida por H. pylori 

 

• Los TLRs 2 y 4 participan en la producción de IL-10 pero no de IL-1β inducida por 

 

• α, IL-1β,

 

ón de IL-8 inducida por el DNA de H. pylori. 

• H. pylori y su DNA inducen la activación del factor de transcripción NF-κB, de 
forma diferencial y específica.  

 

Los neutrófilos humanos expresan TLR9 en su superficie y H. pylori disminuye la 
expresión de este receptor en la superfici

Los TLRs 1, 2, 
en neutrófilos. 

H. pylori. 

El DNA de H. pylori induce la producción de IL-8 pero no de TNF-  IL-6 e 
IL-10 y un aumento en la expresión del mRNA del TLR9. 

• El TLR9 participa en la producción de IL-8 inducida por el DNA de H. pylori. 
 

• La producción de IL-8 inducida por H. pylori es mediada parcialmente por NF-κB, 
pero no participa en la producci
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