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RESUMEN

H. pylori induce una respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica, sin embargo, sélo el 30%
de la poblacién infectada desarrolla un cuadro patolégico. Los receptores tipo toll (TLR)
reconocen a H. pylori e inducen la sintesis de mediadores inflamatorios, sin embargo, su
funcion puede verse alterada por la presencia de polimorfismos de una sola base (SNPs).
Por lo anterior, se consider6 importante determinar si los SNPs de TLR4, TLR5 y TLR9
modificaban la expresion de citocinas en la mucosa gastrica y si la presencia de estas

variantes génicas se asociaba con las patologias descritas en la infeccion por H. pylori.

Mediante discriminacion alélica se determiné el genotipo de las regiones T3991 y D299G de
TLR4; R392* y N592S de TLR5 y T-1237C y G2848A de TLR9 en 450 pacientes con
enfermedades gastroduodenales. Ademas, se cuantificaron los niveles de expresion de
mRNA de citocinas y quimiocinas en la mucosa gastrica (IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-17, GRO-a, IFN-a, IFN-8, IFN-y, MCP-1, MIP-18 y TNF-a) mediante RT-PCR cuantitativa.

La frecuencia de los SNPs de TLRs en pacientes con cancer y Ulcera aumento, no obstante,
la diferencia solo fue estadisticamente significativa en los pacientes con Ulcera duodenal
que presentaban el alelo 299G del gen TLR4 y el alelo 2848G del gen TLR9. Ademas, los SNPs
en los TLRs modificaron el perfil de expresion de citocinas y quimiocinas de la mucosa gastrica.
SNPs de TLR4 se asociaron aun aumento en la expresion de TNF-a e IL-10, y una disminucion de IL-
18 e IL-6, mientras que el alelo R392* en el gen de TLR5 se asocia con una disminucion en la
expresion de IL-18, IL-6, TNF-a e IL-10, conjuntamente, ambos SNPs de TLR9 se asociaron con una

menor expresion de IL-18 y TNF-a.

Nuestros resultados muestran que las variaciones genéticas en TLRs modifican la expresion de
citocinas y quimiocinas lo que podria modificar la respuesta inflamatoria hacia H. pylori y
tener como consecuencia que estos polimorfismos se asocien con las diferentes patologias

provocadas por la infeccion.



ANTECEDENTES

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que coloniza la mucosa gastrica humana
como se ilustra en la figura 1A. Esta bacteria es microaerofilica y produce las enzimas

ureasa, catalasa y oxidasa para adaptarse al microambiente que infecta.

Como podemos observar en la figura 1B, H. pylori es un bacilo curvo de aproximadamente

2.5 x 0.5 micras de tamafo que posee de 4 a 6 flagelos peritricos.’

Fig. 1 Helicobacter pylori. A Microscopia electronica de barrido del epitelio gastrico
infectado por H. pylori. B Microscopia electronica mostrando un bacilo curvo flagelado (H.
pylori).Tomado de www.gastroenterologe.de

La infeccion por H. pylori representa una de las infecciones bacterianas mas comunes en el
mundo. En paises en vias de desarrollo, como México, la seroprevalencia fluctla entre el
80% y el 90%. *

H. pylori es la unica bacteria clasificada como carcinégeno humano por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) ® y se ha asociado a diversas enfermedades

gastroduodenales. *'? ®> Sin embargo, solo el 30% de las personas infectadas desarrollan



cuadros patoldgicos y de este porcentaje solo del 1% al 3% llegan a desarrollar cancer
gastrico. La infeccion generalmente se adquiere en etapas tempranas de la vida y sélo

décadas mas tarde se presentan las diferentes patologias. * °

Esta bacteria tiene una gran variabilidad genética, existen diversas cepas de H. pylori que
tienen diferentes factores de virulencia. La interaccion entre los factores de virulencia de
la bacteria, los factores ambientales y del hospedero pueden o no conducir al desarrollo de

Ulcera péptica o carcinoma gastrico.

Diversos estudios histopatologicos demuestran que H. pylori provoca una serie de cambios
en la mucosa gastrica. Estos cambios pueden ir desde una inflamacion cronica,
caracterizada por el aumento en el infiltrado celular en la submucosa, hasta carcinoma
gastrico. El espectro de la enfermedad comprende gastritis superficial, gastritis cronica
atrofica, metaplasia intestinal, displasia y cancer gastrico, en orden de incremento de la

gravedad. & 78

H. pylori causa inflamacidon crénica en todas las personas infectadas. Durante la fase
temprana de la infeccion, la union de H. pylori con las células epiteliales induce la
activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear kappa b (NF-kB) y la proteina
activadora 1 (AP-1), * "% estos factores de transcripcion inducen la secrecion de quimiocinas
como la interleucina 8 (IL-8), el oncogén a relacionado con el crecimiento (GROa) y la
proteina activadora de neutrofilos derivada de células epiteliales (ENA7),"" posteriormente
se inicia la secrecion de RANTES, de la proteina inflamatoria de los macréfagos 1a (MIP-1a)

y de la proteina 1 quimioatrayente de monocitos MCP-1.""17 12

Este patron sugiere que la IL-8 y las quimiocinas de la misma familia atraen granulocitos en
la fase temprana de la infeccion por H. pylori y posteriormente, se incrementa la migracion

de células mononucleares.

Tanto el infiltrado celular como la mucosa gastrica producen citocinas proinflamatorias,

estas citocinas son capaces de activar a las diferentes células reclutadas. Se ha reportado
3



que al inicio de la infeccion por H. pylori se induce un aumento en la expresion de IL-1a €
IL-1B y posteriormente la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) y del factor

de crecimiento de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)."

Aunque no existe un perfil claro de citocinas entre las diferentes patologias asociadas a la
infeccion, Stromberg y col. demostraron que en pacientes con ulcera duodenal, la sintesis
de IL-8, del interferon gamma (IFN-y) y del factor de crecimiento transformante B (TGF-pB)

se encuentra disminuida, especificamente en el area del duodeno.’®

Citocinas como el IFN-y y el TNF-a inducen la expresion de moléculas de coestimulacion
(CD80 y CD86) y del complejo principal de histocompatibilidad clase Il (MHC Il) en células
epiteliales, lo que las hace competentes para la presentacion de antigenos exogenos. IFN-y

y TNF-a estimulan también la sintesis de IL-1B, IL-2 e IL-6 por células epiteliales. ' °

Después de la inflamacion aguda inicial, la exposicion continua a los antigenos bacterianos
induce la generacion de una respuesta especifica de células Ty B hacia H. pylori.'® 17> 1819
La migracion de linfocitos a la mucosa gastrica se ve favorecida por la expresion de
moléculas de adhesion como la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM1) y la
molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM1)?° que son inducidas por las quimiocinas del
microambiente. La sobreexpresion de moléculas de adhesion facilita la extravasacion de los

linfocitos y su llegada al sitio de la infeccion.

H. pylori induce una fuerte respuesta humoral, tanto sistémica como en la mucosa. Sin
embargo, los anticuerpos sintetizados no son capaces de erradicar la infeccién. ' V7
Durante la respuesta inmune adaptativa inducida por H. pylori se observa preferentemente
la expresion de citocinas tipo Th1, ' posiblemente debido a una alta expresion de IL-18 en

respuesta a la infeccién por H. pylori. >’

La figura 2 nos muestra las principales estirpes celulares, citocinas y quimiocinas que

participan en la respuesta inmune inducida por la infeccion con H. pylori.
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Fig 2. Respuesta inmune inducida por la infeccién de H. pylori. Tomado de: N Engl J Med.
2002

La respuesta inmune juega un papel fundamental en el daifo causado al epitelio gastrico
durante la infeccidon por H. pylori. Los neutrofilos activados liberan radicales libres que
pueden dafiar las células del epitelio gastrico. %* Citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-1a e IL-18
pueden inducir la apoptosis de células epiteliales gastricas > ** y alterar la secrecién de

moco, ademas de estimular a las células parietales incrementando la sintesis de gastrina v,
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por lo tanto, la secrecion de acido, alterando la homeostasis del estomago. Tanto el TNF-a
como la IL-1B disminuyen el numero de células D del antro. Las modificaciones aqui
descritas podrian promover el desarrollo de atrofia gastrica, lo cual es un paso inicial en la

via que conduce a carcinogénesis en el estdmago.

Se ha observado que el polimorfismo de genes que codifican para moléculas que participan
en la respuesta inmune, tales como IL-1B, IFN-y y TNF-a, afectan la evolucion de la

enfermedad producida por H. pylori, > 2 %

ya que inducen una mayor sintesis de estas
citocinas exacerbando su efecto.?® El polimorfismo de IL-10 aumenta también el riesgo a
desarrollar cancer gastrico y Ulcera péptica.®®> 2 Este polimorfismo se asocia a una menor
sintesis de IL-10, lo que puede llegar a romper la homeostasis del organismo permitiendo

una reaccion inflamatoria exagerada.?
LOS RECEPTORES TIPO TOLL

Una de las formas de interaccion de las células del hospedero con H. pylori, es por medio
de receptores de la respuesta inmune innata conocidos. Estos receptores, como los
receptores de reconocimiento patron (PRRs), son capaces de reconocer productos
constitutivos y altamente conservados de los microorganismos que son esenciales para su
sobrevivencia. A estos productos microbianos se les dio el nombre de patrones moleculares

asociados a patdgenos (PAMPs).*°

Entre los PRRs podemos encontrar a los receptores tipo Toll (TLRs) que son receptores
transmembranales tipo |. Los TLRs se caracterizan por tener un dominio extracelular con
regiones, de 24 a 29 aminoacidos (a.a), de repeticiones ricas en leucina (LRR) y una o dos
regiones ricas en cisteina. La region citoplasmatica de los TLRS, formada por
aproximadamente 200 aa contiene un motivo similar al que presenta la familia de
receptores de IL-1 (IL-1R), denominado TIR (Toll/IL-1R).

El dominio LRR de los TLRs se encuentra involucrado en el reconocimiento del ligando,
mientras que su dominio intracelular es un médulo de interaccion proteina-proteina cuya

6



funcion es principalmente la transduccion de sefiales.®'* A la fecha se han identificado 11
miembros de la familia de los TLRs en el humano, cada uno con ligandos especificos.?'"**Los
TLRs, después de reconocer a los PAMPs, pueden iniciar cascadas de sefalizacion que
inducen senales inflamatorias a través de la activacion de NF-kB, AP-1, la cinasa N terminal
de Jun (JNK), p38 y/o el factor 3 regulador del interferon (IRF 7) e IRF-3.3? Como se observa
en la figura 3 la via de senalizacion de los TLRs es similar a la via de sefhalizacion de IL-1R.
Ambas vias comparten moléculas tales como la cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK),
el factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) y el factor de diferenciacion mieloide
(MyD88).

IL1 R/'Il_l RACP R1 TLRS E .R2 : TLR4/TLR4

R TR SR ISR mxssxsxsxsxsaﬂ&a%ﬁt‘xsxstusuusuftsxswfmsxsx S
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MyDsS | ani
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IFNB, IFN-inducible genes

Pro-inflammatory cytokines IFNa, IFN-inducible genes

Fig 3. Familia de receptores tipo Toll. Se ilustra los once miembros de los TLRs humanos
con su region transmembranal, la region carboxilo terminal y su region amino terminal y el
receptor de IL-1 (IL-1R), asi como las diversas vias de sefalizacién que activan. Tomado de:
Mediators.Inflamm. 2010. Modificado por: M en C. Leticia Alejandra Trejo de la O




MyD88 se une a la region citoplasmatica de los TLRs mediante su dominio TIR y
posteriormente a IRAK-4 e IRAK-1 gracias a su dominio de muerte. La union de MyD88 con
IRAK-4 e IRAK-1 induce la fosforilacion de estas cinasas, lo que les permite activar a TRAF6.
El complejo IRAK/TRAF6 se asocia a la cinasa activada por TGF-B (TAK1), la proteina 1
asociada a TAK (TAB1) y TAB2. La interaccién de ambos complejos induce la fosforilacion de
las IkB cinasas (IKK). En células en reposo NF-kB esta unido a IkB que le mantiene
secuestrado en el citoplasma, para activar a NF-kB se requiere la fosforilacion del kB por
las IKK. El Ik-B fosforilado es degradado en el proteasoma y libera a NF-kB permitiendo su
traslocacion al nlcleo. TAK1 ademas de activar a NF-kB permite la activacion de JNK y de
ERK, estos factores de transcripcion inducen la transcripcion de genes de la respuesta

inmune.’'

Experimentos en ratones knoct out de MyD88 demostraron que la existencia de una via
independiente que activa NF-kB, ERK y a IRF-3. La via independiente a MyD88 induce la
activacion de la proteina adaptadora asociada al dominio TIR inductora de interferon
(TRIF), esta proteina se une al factor 3 asociado al receptor de TNF (TRAF3), a TRAF6 y a la
proteina | de interaccion con el receptor (RIP1). El complejo TRAF6/RIP activa a NF-kB,
mientras que TRAF3 activa la cinasa de union a TANK1 (TBK1) y la cinasa IkB inducible (IKKi)

ambas cinasas estan involucradas en la activacion de IRF-3 e IRF7.

Excepto por TLR3, todos los TLRs inducen la activacién de NF-kB por la via de MyD88. Sin
embargo, existen diferencias importantes entre cada receptor, la union de MyD88 a TLR2 y
TLR4 requiere de la participacion de la proteina adaptadora que contiene el dominio TIR

(TIRAP). TLR3 senaliza exclusivamente mediante TRIF, mientras que TLR4 puede utilizar tanto la via

dependiente, como la independiente de MyD88.

POLIMORFISMO DE RECEPTORES TIPO TOLL

Los genes que codifican a los TLRs son genes polimorficos, el polimorfismo genético se
caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos nucledtidos o variantes en una

posicidon concreta del genoma, sin embargo, a diferencia de las mutaciones, este cambio se



presenta en al menos 1% de la poblacion. Cuando hablamos de polimorfismos de una sola
base (SNPs), este cambio involucra solamente un nucledtido. Diversos estudios demuestran
que la presencia de SNPs en los TLRs modifica la respuesta inmune inducida por la

activacion de estos receptores.**%’

Se han reportado 2 SNPs en la region del gen que codifica para el dominio extracelular de
TLR4: La substitucion de una glicina por un aspartato aa 299 (D299G) y la sustitucion de una
isoleucina por una treonina en el aa 399 (T3991). Ambas sustituciones se han relacionado
con un aumento en el riesgo a desarrollar choque séptico por microorganismos
gramnegativos.*®3? Las mujeres que presentan el alelo 299G tienen un mayor riesgo al parto
pretermino, posiblemente debido al incremento en la susceptibilidad a infecciones
vaginales que puedan poner en riesgo el término del embarazo.’ Personas con el genotipo
D299G tienen una menor concentracion en plasma de moléculas proinflamatorias como IL-6,
fibrindgeno y VCAM-1."* lo que disminuye el riesgo a desarrollar aterosclerosis

carotida.*"*

TLR5 puede presentar una sustitucion de una citosina por una timina en la posicion 1174 de
la secuencia nucleotidica, dando como resultado la insercion de un codon de terminacion
en el aminoacido 392 de la region extracelular, normalmente conformada por 642 aa. El
SNP R392* provoca la pérdida de la regién transmembranal y citoplasmatica de la
proteina.’®* Células CHO y HEK293 transfectadas con esta sustitucion polimérfica son
incapaces de activar NF- kB a pesar de que aumenta la expresion de TLR5 en membrana
celular.’” Se ha reportado ademas la sustitucion de una adenina por una guanina a las 2848
pb, que resulta en el cambio de una aspargina por una serina en el aminoacido 592.%¢ Estos
polimorfismos en TLR5 se han asociado con una mayor susceptibilidad a la enfermedad de

los Legionarios.>®

TLR9 se encuentra codificado en el cromosoma 3p21.3. Se ha descrito que en la region rio
arriba del gen de TLR9 se puede presentar el cambio de una citosina por una timina en la
posicion 1237 pb, asi como la sustitucion de una guanina por una adenina en la posicion
2848 pb de la secuencia nucleotddica.* La presencia estos SNP de TLR9 se asocia con un
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aumento en el riesgo a desarrollar asma en poblacion euroamericana y la enfermedad de

Chron en poblacion europea.

Helicobacter pylori Y LOS RECEPTORES TIPO TOLL

A pesar de que aln quedan algunas controversias, varios estudios resaltan la importancia de
los TLRs en el reconocimiento inicial de H. pylori y sus estructuras, lo que inicia diferentes

tipos de respuestas celulares.

Kawahara y col. demostraron que el el reconocimiento de el lipopolisacarido (LPS) de H.
pylori activa el gen de la mitdgeno oxidasa-1 en células del epitelio gastrico de cobayos.*
Ademas, el LPS de H. pylori al ser reconocido por TLR4 induce la apoptosis de células
epiteliales gastricas. Diversos estudios demuestran la importancia del LPS de H. pylori en el
desarrollo de gastritis, involucrando la activacion de NF-kB. El LPS de H. pylori tiene
ademas la capacidad de inducir la proliferacion de lineas celulares de cancer gastrico, de
manera dependiente de TLR4 e incluso inhibir la respuesta antitumoral.*’ Ogawa y col.
demostraron que el lipido A de H. pylori presenta actividad inmunolégica aunque de menor
intensidad que la inducida por el LPS de E. coli® y Uno y col. reportaron que la activacion
de TLR4 por el LPS de H. pylori induce la sobreexpresion de TLR2, lo que conlleva al
aumento de la sintesis de radicales libres del nitrégeno via la oxido nitrico sintasa inducible
(INOS).* EL LPS parece no ser el Gnico ligando de TLR4 presente en H. pylori, la proteina
HP0175, que se presenta casi exclusivamente en cepas asociadas al desarrollo de Ulcera
duodenal, induce apoptosis de células epiteliales al unirse a TLR4,°° estimulando la sintesis
del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) via la transactivacion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) e induciendo la sintesis de IL-6 mediante la
sefalizacion de NF-kB y MAPK. Células epiteliales gastricas tanto de cultivo primario como
de diferentes lineas celulares expresan TLR4.>"°2 Schmausser y col. reportaron la expresion
de este receptor en biopsias de epitelio gastrico de pacientes infectados por H.pylori.>>
H. pylori induce la activacion y sobreexpresion de este receptor. Sin embargo, a diferencia
de lo que sucede en células mieloides, la evidencia previa sugiere que la activacion de TLR4
por H. pylori no induce la sintesis de IL-8, los estudios existentes hasta el momento indican

que el reconocimiento de H. pylori via TLR4 induce una respuesta diferencial entre las
10



células epiteliales y las monociticas, probablemente debido a que las primeras carecen de
moléculas como son CD14 y MD2, que son necesarias para la activacion del TLR4. Su B.
sugirio que en células epiteliales el TLR4 podria funcionar como receptor de union para H.

pylori.>*

En lo que respecta a TLR5 se han reportado que tanto FlaA como FlaB son reconocidas por
este receptor, aunque su capacidad de activar TLR5 se encuentra marcadamente reducida
en comparacion con las flagelinas de otras bacterias gramnegativas como de Salmonella
typhimurium.>>’ Torok y col. describieron que H. pylori induce la sintesis de IL-8 tanto de

manera dependiente como independiente de TLR5.”’

Hasta la fecha existen pocas evidencias de la participacion del TLR9 en el reconocimiento
de H. pylori, de acuerdo a lo esperado, los datos recolectados hasta el momento parecen
indicar el DNA de H. pylori es reconocido por TLR9. *® El reconocimiento de H. pylori por

este receptor activa a las MAPK e induce la sobreexpresion de la ciclooxigenasa 2.

Varios trabajos han tratado de integrar la participacion de todos los TLRs en el
reconocimiento de H. pylori y la inflamacion subsecuente a la infeccion. Hoffman y col.
realizaron un estudio de micoarreglos del cDNA de biopsias de pacientes infectados con H.
pylori en el que se observo la sobreexpresion de TLR1, TLR4, TLR5 y TLR6, indicando que
estos receptores deben participar de manera importante en la respuesta inmune contra
este microorganismo. >’ La infeccién de H. pylori induce la sobreexpresién del mRNA tanto
de TLR2 como TLR4 en biopsias gastricas.”® Los estudios realizados por Schmausser y col.
apoyan estas hipotesis al demostrar que la proteina de TLR4, TLR5 y TLR9 se expresan en el
epitelio gastrico de manera polarizada, y que la distribucion de estos receptores cambia en
pacientes infectados por H. pylori e incluso se vuelve difusa en el epitelio de lesiones

(52.33) Recientemente, Rad y col. describieron que

precancerosas y en células cancerigenas.
el reconocimiento de H. pylori por las células dendriticas involucra tanto a TLR4 como a
TLR2 en la membrana plasmatica con la colaboracion del TLR9 como receptor intracelular®®
e influye en la maduracion de estas células afectando la respuesta inmune adaptativa hacia

H. pylori.®°
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La figura 4 resume los diferentes TLRs que participan en el reconocimiento a H. pylori y los
ligandos descritos hasta el momento.
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Fig 4. TLRs que participan en el reconocimiento de H.pylori. Se ha confirmado el

reconocimiento de H. pylori, asi como, de sus componentes por TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9.
Tomado de: Mediators.Inflamm. 2010. Modificado por: M en C. Leticia Alejandra Trejo de la O
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Helicobacter pylori Y EL POLIMORFISMO DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL

Debido a la relevancia de los TLRs como parte del reconocimiento inicial hacia H. pylori,
sumado a los antecedentes que existen sobre el efecto que tienen los SNPs en estos
receptores, diversos estudios se han enfocado en determinar la asociacion entre los

polimorfismos de TLR4 y el desarrollo de las enfermedades presentes en la infeccion por H.

pylori.

Sin embargo, como se puede observar en la tabla 1, estos estudios son escasos y hasta el
momento los resultados son controversiales, ademas muy pocos de ellos investigan el efecto
bioldgico del polimorfismo, la mayoria se limita a determinar posibles asociaciones con

enfermedades gastroduodenales.

Tabla 1. Polimorfismos de TLRs asociados a la infeccion con H. pylori

Gen | SNP Patologia Asociacion Poblacion Referencia

D299G MALT OR=0.37 Alemana Hellming 2005
Lesiones

D299G precancerosas No Venezolana Kato 2006
D299G Cancer No Japonesa Tahara 2006
T399I

TLR4 D299G
13299 Cancer gastrico | No Mexicana Garza-Gonzalez 2007
D299G Cancer gastrico | OR=1.4 Caucasica Hold et al 2007
D299G Ulcera duodenal .
T3299] Gastritis No Hungara Hofner 2007

, f Polaca

TLR9 -1237T/C Cancer gastrico | No Estadounidense Hold 2009
-1237T/C Atrofia gastrica | OR=3.9 Escocesa Ng 2009

TLR2 | R753Q
R677W

TLR4 | D299G Ulcera duodenal | No Brasilena Moura 2008

TLR5 | 392°*°

Hellming y col demostraron que en poblacion caucasica el polimorfismo D299G del gen TLR4

podia proteger del desarrollo del linfoma gastrico de tejido linfoide asociado a mucosa
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(MALT) en pacientes infectados por H. pylori.®" Sin embargo, Tiire-Ozdemir vy

colaboradores no pudieron demostrar este mismo efecto en poblacion turca.®”

Una de las patologias mas severas asociadas a la infeccion por H. pylori es el cancer
gastrico, diversos estudios se han enfocado en investigar si el riesgo a desarrollar esta
enfermedad aumenta en personas que presentan SNPs en el gen TLR4. Garza-Gonzalez y
col. reportaron que el alelo 299D de TLR4 se presenta en una frecuencia de 4.2% en
poblacion mestiza mexicana, pero la presencia del este alelo no demostro tener relacion
alguna con el desarrollo de cancer gastrico.® Ademas, la frecuencia de este alelo es nula
en poblacion oriental.®*®® Sin embargo, Hold y col. reportaron que la presencia del alelo
299G de TLR4 era un factor de riesgo a desarrollar cancer gastrico en poblacion caucasica.
% y hasta once veces mas el riesgo a desarrollar gastritis atrofica.  En el caso de la
poblacion hindd el genotipo heterocigoto del SNP T3991 en TLR4 se asocia con un aumento
en el infiltrado celular de la mucosa gastrica, que lleva al desarrollo de atrofia y metaplasia
intestinal.®” Sin embargo, parece no existir relacién alguna entre la presencia de estos

polimorfismos y el desarrollo de metaplasia intestinal en poblacion hispana.®®

En el espectro contrario de las patologias asociadas a la infeccidon por H. pylori, tenemos a
la Ulcera duodenal. Los datos obtenidos hasta el momento parecen demostrar que la
presencia de variaciones genéticas en los TLRs, no influyen en el desarrollo de la patologia

en poblacién caucasica ® o mestiza, independientemente de la edad.”

Recientemente, se ha investigado el papel del polimorfismo genético en otros TLRs en la
infeccion por H. pylori. Sin embargo, los primeros estudios parecen indicar que no existe
relacion entre los polimorfismos de los genes TLR2, TLR5 y TLR9 con el desarrollo de Ulcera

70,71 3 pesar de que la presencia del alelo -1237C del gen TLR9 esta asociado con

0 cancer,
un incremento en el riesgo a desarrollar hipoclorhidria y gastritis atréfica ya que este alelo
presenta una mayor actividad transcripcional, consecuencia de una mayor activacion de NF-

KB72
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Consideramos que una respuesta inmune innata eficiente podria evitar el establecimiento
de la infeccion por H. pylori y resolver o al menos controlar el proceso infeccioso
tempranamente, ademas de dirigir la respuesta inmune adaptativa a fin de coadyuvar en la
resolucion de la infeccion o detener el progreso de la enfermedad. Sabemos que la
intensidad de la respuesta inmune puede ser un factor determinante para que la infeccion
se resuelva o se controle. Sin embargo, también puede ser perjudicial debido al dafo que
causa en la mucosa gastrica. La respuesta inmune puede modificarse en gran medida por la
variacion genética de los TLRs. Hasta la fecha no es clara la importancia del polimorfismo
de los TLRs en la infeccion con H. pylori y su asociacion con respecto a la infeccion y
gravedad de la enfermedad. Ademas, no se ha estudiado como la presencia de estos

polimorfismos afecta a la respuesta inflamatoria inducida por H. pylori.
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JUSTIFICACION

La inflamacion juega un papel importante en la fisiopatologia de las enfermedades
asociadas a la infeccion por H. pylori. Debido a la funcién de los TLRs, SNPs en estos
receptores podrian modificar el reconocimiento de H. pylori y la respuesta inflamatoria
asociada a la infeccion. Sin embargo, a la fecha se desconoce si esto sucede, por lo que es
necesario estudiar el efecto del polimorfismo de estos receptores en la respuesta
inflamatoria inducida por H. pylori y su asociacion con las patologias derivadas de esta

infeccion

Comprender el efecto de los SNPs en TLRs sobre la respuesta inflamatoria producida por H.
pylori contribuira a la compresion del proceso histopatoldgico de la infeccion. Ademas,
investigar si existe alguna asociacion entre estos SNPs y los datos clinicos de las patologias

gastroduodenlaes podria permitir la identificacion de genes candidato.
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HIPOTESIS

El polimorfismo de los TLRs modifica la respuesta inflamatoria inducida por H. pylori,
provocando un aumento en el riesgo a desarrollar las diferentes patologias asociadas a la

infeccion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del polimorfismo de los genes TLR4, TLR5 y TLR9 en la poblacion
mexicana infectada por H. pylori e investigar su asociacion con las enfermedades
provocadas por la infeccion y la respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica de los

pacientes infectados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar el genotipo de las regiones polimorficas de TLR4, TLR5 y TLR9 en pacientes
infectados por H. pylori.

> Investigar si existe asociacion entre los polimorfismos estudiados y las diferentes
patologias relacionadas a la infeccion por H. pylori.

» Evaluar el efecto del polimorfismo de los TLRs en el perfil de citocinas y quimiocinas

para establecer su efecto en la inflamacion gastrica asociada a la infeccion por H. pylori.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

El estudio fue de casos y controles, doble ciego, transversal y comparativo.

TIPO Y TAMANO DE MUESTRA

Se incluyeron en el estudio 450 pacientes infectados o no con H. pylori protocolizados para
endoscopia. De cada paciente se tomaron 5 ml de sangre con heparina como anticoagulante
y se obtuvo el paquete celular para aislar el DNA y el plasma, el cual se utilizé6 para
diagnostico de la infeccidon. Se obtuvieron ademas 2 biopsias de antro y cuerpo para el

diagnostico histolopatologico y una biopsia de antro para el aislamiento de RNA.

POBLACION DEL ESTUDIO

Las muestras de este trabajo fueron obtenidas en un estudio previo aprobado por el comité
de ética del Hospital de Pediatria del CMNSXXI, el estudio se realizdé en la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias (U.I.M.E.I.P.). Los sujetos
de estudio fueron seleccionados de pacientes con sintomas gastrointestinales programados
para endoscopia y biopsia gastrica, todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron el

consentimiento informado especifico para este protocolo.

El nUmero de hombres y mujeres incluidos en el estudio fue definido considerando la
frecuencia aproximada por sexo de las patologias asociadas a la infeccion por H. pylori. El
diagnostico de infeccion se determino mediante una prueba seroldgica previamente

validada en poblacion mexicana.”

En la tabla 2 se muestran los criterios de inclusién y no inclusién de los pacientes
seleccionados para el estudio.
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Tabla 2. Criterios de inclusion y no inclusion de los pacientes estudiados.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE NO INCLUSION
Edad > 18 anos Edad < 18 anos
Mexicano con ascendenpia de al menos dos Mexicano con ascen'C!encia de una
generaciones generacion
Hombre o mujer Extranjero

Pacientes que hayan tomado antibioticos,
antiinflamatorios no esteroideos,
compuestos de bismuto e inhibidores de la
bomba de protones.

Pacientes con sintomas gastroduodenales
programados para endoscopia y biopsia
gastrica

EXTRACCION DEL DNA

Se extrajo DNA gendémico de células mononucleares de sangre periférica mediante la
microtécnica de “salting-out” utilizando 5 ml de sangre. La muestra sanguinea se
centrifugd a 170 g durante 7 min para recolectar el anillo leucocitario y trasvasarlo en
tubos estériles de 2 ml. Se hicieron tres lavados con 800 nl de la solucion de lisis 1y
después de cada lavado se centrifugd a 170 g durante 1 min. Una vez realizados los
lavados se adiciond a cada tubo 400 nl de la solucion de lisis 2, 10 ul de SDS al 20% y 110
ul de perclorato de sodio 5M. Los tubos se colocaron en una placa de agitacion durante
diez minutos y se adicion6 a cada uno 200 ul de NaCl 6M, se agitaron vigorosamente y se
centrifugaron a 7,380 g durante 5 minutos. Se recolecté el sobrenadante de cada tubo y se
le adiciond un volumen igual de isopropanol concentrado a 4°C. Los tubos se incubaron
por 3 horas a -20°C y posteriormente se centrifugaron a 7,380 g durante 5 min para
descartar el sobrenadante. Se adiciono al tubo 1 ml de alcohol al 70% y se mezclo
vigorosamente. Los tubos se centrifugaron a 7380 g durante 2 minutos, se decantaron y se
colocaron en un desecador por 20 minutos. Por Gltimo a cada tubo se adicionaron de 100

ul a 200 pl de agua estéril y se mantuvieron en agitacion durante 24 horas.
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La concentracion y calidad del DNA obtenido se evalu6 mediante cuantificacion
espectrofotométrica y corrimiento en gel de agarosa al 0.7%. Las muestras de DNA

genomico se diluyeron a una concentracion de 50 ng/ul para su uso.

DETERMINACION DEL GENOTIPO DE LOS GENES DE TLRs

El genotipo de los pacientes se determino mediante discriminacion alélica, una aplicacion
de la PCR cuantitativa. Se utilizaron sondas TagMan® especificas para cada genotipo
buscado marcadas con los fluorocromos VIC y FAM. La reaccion de PCR se realiz6 siguiendo
las especificaciones del fabricante (Applied Biosystems®, Foster City, Estados Unidos)
utilizando 20 ng de DNA en un volumen total de reaccion de 10 pl y se corrié a 95°C durante
10 minutos seguido por 40 ciclos a 95°C 15 s, 60°C 1 min en el termociclador ABI7000
(Applied Biosystems®, Foster City, Estados Unidos). La fluorescencia se leyé en el detector
de secuencias ABI7000 (Applied Biosystems®, Foster City, Estados Unidos). Los iniciadores y
las sondas se disefiaron utilizando el software Primer Express® (Applied Biosystems®, Foster

City, Estados Unidos) y se enlistan en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Lista de iniciadores utilizados para la determinacion del genotipo de TLRs

Gen | Polimorfismo | Iniciadores

TLR4 F 5’- CAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGTGAT-3
P26 R 5" -GGTAATAACACCATTGAAGCTCAGATCTA-3’
F 5’-CCATTCCCCAGCGCTTCT-3"

R 5" -CCAGGTAGGTCTTGGTGTTCATT-3"
TLR5 F 5’-TGTGATGCACTTGGATAGTCTCTGTT -3~
N2925 R5"- GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATT-3"

F 5’-GACTGCTCTGCTGCGCGCGCAGGGC -3°
R 5"-CCCCGACTTCCGCAAGGCCTTCC -3°
TLR9 F 5’- GTCATGGTCTGGAGTCTCGGAGTCC-3’
TAz7c R 5"- GGCGATGGCCACGATGACCAGCAGG -3’
F 5’- -AAGTACTTAACAATGGATATTTGAT’
R5"- GTGGTCCTTTAGGTCTGTACCAGGG3-3’

T399I

R392*

G2848A
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Tabla 4. Sondas TagMan utilizadas para la determinacion del genotipo de TLRs

GEN POLIMORFISMO | BASE | SONDA FLOUROCROMO
D299G 5 -CTTTAGGCTGGTTGTCC-3" VIC
T 5 -TTTAGGCTGATTGTCC-3’ FAM
TLR4 T399I G 5" -AAGCTGCAGAAGAT-3’ FAM
A 5°-AAGCTGCGGAAGAT-3 VIC
R392* C 5°-CCTCTCACCCTTTAG -3° FAM
T 5"-CCAGAACTGCTTTGAATA-3’ VIC
TLRS N592S A 5"-CCAATTGCTGGGGCG -3° FAM
G 5" -GATGAAGTCACGACACG-3’ VIC
-C1237T C 5"-CGACTGCTCGGTCAG-3' FAM
T 5"-ACGGTGTACGAGCCACG-3 VIC
THRY G2848A G 5" -AGGTGTCTGTCGCGC-3 FAM
G 5"-GTGAGAGGACAAAGCTGGGAG-3 | VIC

DETERMINACION DE LA EXPRESION mRNA DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Para establecer los niveles de expresion de las citocinas y quimiocinas estudiadas se extrajo
el RNA total de las biopsias obtenidas de cada paciente empleando columnas RNAqueus-
micro® (Ambion. Estados Unidos) y se siguieron las especificaciones del fabricante. Todo el
RNA obtenido de las muestras se convirti6 en cDNA mediante la enzima Super Script lI®

(Invitrogen, Estados Unidos) anadiendo 1 pg de RNA por cada 20 pl de reaccion.

Se disenaron iniciadores especificos, enlistados en la tabla 5, con la ayuda del Universal
ProbeLibrary Assay Design Center (Roche®, Indianapolis, Estados Unidos) y se ocuparon
sondas Universal Probe Libary (UPL)® marcadas con el fluorocromo FAM para cuantificar los
niveles de expresion de IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, GRO-a, IFN-a, IFN-B, IFN-
Y, MCP-1, MIP-18 y TNF-a, los cuales se normalizaron utilizando como gen endégeno B-
actina. La reaccion de PCR se realizo siguiendo las especificaciones del fabricante (Roche®,

Indianapolis, Estados Unidos) adicionando 1 pg de cDNA en un volumen total de reaccion de
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10 pl y se corrié a 95°C durante 10 minutos seguido por 40 ciclos a 95°C 15 s, 60°C 1min en

el termociclador LightCycler®2.0 6 el LightCycler® 480 (Roche®, Indianapolis, Estados

Unidos).

Tabla 5. Lista de iniciadores utilizados para determinar la expresion de citocinas

Gen Iniciador
F-GGCATTTTGAAGAATTGGAAAG
N R TTTGGATGCTCTGGTCATETT
F-TACCTGTCCTGCGTGTTGAA
S RTCTTITGGGTAATTTTTGGGATCT
F-GAAACGGCTCGACAGGAAC
4 R CTCTGGTTGGCTTCCTTCAC
F-GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA
¢ RcTocacccacTaaTTCTaT
F-CTGGGGGAGAACCTGAAGA
10 R GGGAAGARATCGATGACAGE
F-CACTCCCAAAACCTGCTGAG
R TCTCTTCAGAAGTGCAAGGGTA
F-TGGGAAGACCTCATTGGTGT
R GGATTTCGTGGGATTGTGAT
F-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT
e R GCCAGAGGGCTGATTAGAGA
F-TCCTGCATCCCCCATAGTTA
ROt TTCAGGAACAGCCACCAGT
F-AGACAGCAGAGCACACAAGC
L8 RATeeTTCCTTCCGGTEGT
F-AGTCTCTGCCGCCCTTCT
M R GTGACTGGGGCATTGATTG
F-TGCAACCAGTTCTCTGCATC
P A TCTGCCGGGAGGTGTA
anres | FACACCAGTGGCAAGTGCTC
R-ACACACTTGGCGGTTCTTTC
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ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas de los SNPs en los TLRs fueron comparadas entre si mediante la
prueba P de Fisher, utilizando tablas de contingencia de 2 x 2. Se estimo el grado de
asociacion de los distintos SNPs comparando proporciones de los alelos en los pacientes con
las diferentes patologias estudiadas, el vigor de asociacion se determind calculando la
Razén de Momios (RM) y su correspondiente intervalo de confianza al 95 %. La comparacion
entre los niveles de expresion de las citocinas y quimiocinas se realizé utilizando la prueba
de U de Mann-Whitney. Todos estos analisis se llevaron a cabo con el programa STATA

(SE/8, Stata Corp, TX). Se consideraron significativos los valores de p < 0.05.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Como se muestra en la tabla 6, la poblacion del estudio se clasifico en cuatro grupos, de

acuerdo al criterio histopatolégico: pacientes con gastritis superficial, metaplasia
intestinal, cancer gastrico o Ulcera duodenal. Se consideré como grupo control los pacientes
diagnosticados con gastritis superficial, debido a que presentan un fenémeno inflamatorio

cronico sin desarrollar ninguna sintomatologia asociada a la infeccion.

Tabla 6. Caracteristicas y diagnostico clinico de los pacientes incluidos en el estudio

o Edad ] H. pylori +
Diagnostico N ) Hombre/Mujer
(Promedio + SD) No. (%)
Gastritis 223 47.8 +12.2 72/151 190 (85.20)
Metaplasia 96 57.9 +13.2 33/63 86 (89.58)
Cancer 73 60.9 +13.9 44/29 67 (87.67)
Ulcera duodenal | 58 51.8+12.4 31/27 54 (93.10)

DETERMINACION DEL GENOTIPO DE TLR4, TLR5 Y TLR9

Se realiz6 una investigacion bibliografica de las regiones polimoérficas descritas en los genes
TLR4, TLR5 y TLR9. Se eligieron para el estudio SNPs con antecedentes previos de

35-39,45,74

asociacion con alguna enfermedad de tipo infeccioso o inflamatorio y se determin6

el genotipo de estas regiones en poblacion mexicana.

Se analizaron un total de 450 pacientes cuyas caracteristicas se enlistan en la Tabla 6, de
los cuales se excluyeron 42 pacientes cuyo historial médico no estuvo completo,
presentaron un diagnodstico histopatologico diferente al previamente mencionado, o cuya
muestra biologica no cumplié con los requisitos minimos de concentracion y calidad

requeridos para el analisis.
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Genotipo de TLR4

Para el gen TLR4 se determinaron las regiones polimorficas que codifican para los
aminoacidos (a.a) 299 y 399. Ambos SNPs se encontraron en equilibrio Hardy-Weingber. Se
encontr6 una frecuencia del 6.5% del alelo 299G en la poblacion estudiada, el 88.2%
present6 infeccion por H. pylori y la distribucion del alelo polimoérfico entre los individuos

infectados fue de 4.6%.

Como se observa en la tabla 7 la frecuencia del alelo 299D fue del 4.2% en los pacientes con
gastritis superficial y en el grupo de metaplasia fue de 4.5%, notablemente, en los
pacientes con diagnostico de cancer y ulcera duodenal la frecuencia de este SNP aumenté
(0.5% y 14.7% respectivamente). Sin embargo, solamente en el grupo de ulcera duodenal
este incremento fue estadisticamente significativo (p=0.04). Para determinar si la presencia
de este alelo aumenta el riesgo a desarrollar las diferentes patologias estudiadas se calculd
la razon de momios, aunque los valores obtenidos sugieren que el riesgo de presentar
cancer y Ulcera aumenta en los pacientes que presentan el alelo 299G, las diferencias no

fueron estadisticamente significativas como se describe en la tabla 7.

Para el alelo 3991 se encontré una frecuencia del 5.6% en la poblacion de estudio, mientras
que su distribucion entre los pacientes infectados y pacientes no infectados fue de 6.1% y
5.8%, respectivamente. Al observar la frecuencia del alelo 3991 en los diferentes grupos de
estudio, podemos advertir que en los pacientes que presentan gastritis superficial este
alelo se presenta con una frecuencia del 4.5%, 5.5% en el grupo de metaplasia e incrementa
levemente en el grupo de pacientes diagnosticados con cancer (6.6%). La frecuencia de este
SNP es mayor en pacientes con Ulcera duodenal (9.9%), aunque en ningun caso la diferencia
fue estadisticamente significativa, como se describe en la tabla8. Al establecer la razén de
momios para cada grupo, Tabla 8, podemos advertir que existe la posibilidad de que el
riesgo de presentar Ulcera duodenal aumente hasta 2.2 veces si se presenta el alelo 3991,
aunque el valor de OR no alcanza significancia estadistica, este comportamiento se observa

también al incluir en el analisis solo los pacientes infectados por H. pylori.
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Tabla 7 Frecuencia del genotipo TLR4 D299G

Grupo(N) D/D | D/G | G/G | Frecuencia del Alelo p OR (95% IC)
299G
Gastritis
Todos los casos (144) 138 6 0 4.2
Infectados (110) 105 5 0 4.5
Metaplasia
Todos los casos (44) 42 2 0 4.5 0.37 (1.8 (0.19-7.89)
Infectados (37) 35 2 0 5.4 1 1.2 (0.10-7.72)
Cancer
Todos los casos (38) 34 4 0 10.5 0.22 (2.7 (0.36-10.7)
Infectados (20) 18 0 10.0 0.29 |2.3 (0.20-15.5)
Ulcera duodenal
Todos los casos (34) 29 4 1 14.7 0.04* (4.2 (0.77-16.8)
Infectados (30) 26 1 13.3 0.09 |3.2 (0.59-16.0)

Tabla 8 Frecuencia del genotipo TLR4 T399I

Grupo (N) T/T | T/1 | I/l | Alelo 3991 (%) p OR (95% IC)
Gastritis
Todos los casos (202) 193 | 9 4.4
Infectados (151) 1451 6 | O 4.0
Metaplasia
Todos los casos (90) 85 510 5.5 0.76 |1.30 (0.29-4.30)
Infectados (74) 69 | 5 6.8 0.51 |1.75 (0.4-7.13)
Cancer
Todos los casos (61) 57 | 4 |0 6.5 0.50 1.40 (0.36-5.38)
Infectados (36) 34 0 5.6 0.65 |1.40(0.13-8.38)
Ulcera duodenal
Todos los casos (55) 50 1 9.1 0.18 [2.20 (0.47-7.51)
Infectados (49) 44 | 4 | 1 10.2 0.14 |2.7 0(0.62-11.3)
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Genotipo de TLR5

Se realizd una investigacion bibliografica previa, enfocada a encontrar SNPs en el gen TLR5
previamente descritos, que ademas modificaran la respuesta inmune hacia bacterias
flageladas y se asociaran con enfermedades infecciosas o inflamatorias. Se eligieron dos
polimorfismos, la insercion temprana de un codon de terminacion (a.a 392) en donde
deberia encontrarse una arginina y en la segunda region se observa la sustitucion de una

serina por una alanina en el aminoacido 592.

Al determinar el genotipo de la region polimorfica Arg392* se encontré que la frecuencia
del alelo 392* fue del 5.8%. Después de clasificar a los pacientes de acuerdo al estado de
infeccion, la distribucion del alelo polimérfico entre los individuos infectados fue de 5.4%

mientras que en pacientes no infectados fue de 5.6%.

Como se describe en la tabla 9, el alelo 392* tiene una frecuencia del 7.5% en los pacientes
con gastritis superficial y el grupo de metaplasia la frecuencia fue de 5.4%. Ademas, en los
pacientes diagnosticados con cancer, esta frecuencia aumentd hasta un 10.3%.
Sorpresivamente, en pacientes que presentan Ulcera duodenal la frecuencia de este alelo
disminuyé a un 2.6%. Sin embargo, en ningin caso se alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas.

Al determinar la razéon de momios para cada grupo los valores obtenidos parecen indicar
que la presencia del alelo 392* tiende a proteger contra el desarrollo de uUlcera duodenal
(OR=0.3), no obstante, podria ser un factor de riesgo a desarrollar cancer gastrico, aunque

no se obtuvo significancia estadistica en ningln caso, como se indica en la tabla 9.

La tabla 10 muestra la frecuencia del alelo 592S en nuestra poblacion de estudio, la cual
fue de solamente 1.2% encontrandose esta variante en un paciente diagnosticado con
metaplasia (1.6%) y dos pacientes con Ulcera duodenal (4.3%). Esto difiere de la frecuencia

descrita en otras poblaciones
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Tabla 9 Frecuencia del genotipo TLR5 R392*

Grupo (N) R/R | R/* | */* | Alelo 392* (%) p OR (95% IC)
Gastritis
Todos los casos (141) 1331 7 | 1 5.7
Infectados (106) 98 | 7 | 1 7.5
Metaplasia
Todos los casos (66) 62 | 4 6.1 0.56 [1.07(0.22-4.1)
Infectados (55) 52 | 3|0 5.4 0.44 |0.70(0.11-3.18)
Cancer
Todos los casos (43) 40 [ 3 |0 7.0 0.49 1.24(0.20-5.51)
Infectados (29) 26 | 3|0 10.3 0.29 |1.40 (0.22-6.42)
Ulcera duodenal
Todos los casos (43) 42 110 2.3 0.30 {0.36 (0.0-2.8)
Infectados (39) 38110 2.6 0.24 |0.30 (0.0-2.5)

Tabla 10 Frecuencia del genotipo TLR5 N592S

Grupo (N) N/N | N/S | S/S |Alelo 592S (%)
Gastritis
Todos los casos (163) 163 0 0 0
Infectados (120) 120 0 0
Metaplasia
Todos los casos (74) 73 1 1.35 0.31
Infectados (61) 60 1 0 1.64 0.83
Cancer
Todos los casos (41) 41 0 0 0
Infectados (28) 28 0 0 0
Ulcera duodenal
Todos los casos (45) 44 1 0 2.22 0.21
Infectados (41) 39 1 0 4.87 0.25
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Genotipo de TLR9

Para el gen TLR9 se determinaron dos regiones polimoérficas, T-1237C y G2848A, localizadas
en regiones no codificantes del gen. Ambos SNPs se han asociado previamente con

diferentes patologias inflamatorias.

El alelo -1237C presenta una frecuencia del 16.8% en nuestra poblacion de estudio, la
distribucion de este alelo entre los individuos infectados fue de 17.5% y en los pacientes no
infectados fue de 16.9%.

En el grupo de pacientes con gastritis superficial este alelo se presentd con una frecuencia
de 13.7%. La frecuencia de este SNP aumento en el grupo de metaplasia y cancer (19.3% y
28.6%, respectivamente). Sin embargo, la diferencia solo fue significativa en el grupo de

cancer, p=0.05, como puede observarse en la tabla 11.

El alelo 2848A se presenté con una alta frecuencia en nuestra poblacion (50.2%), siendo
mayor la proporcion de la variante heterocigota (40.2%), que la homogicota (9.9%) del

alelo.

La distribucion del alelo 2848A entre los pacientes infectados fue de 53.21%. Este alelo tuvo
una frecuencia de 53.21% en pacientes infectados con H. pylori, similar a la de pacientes
sin infeccion (51.12%). Como ilustran los datos presentados en la tabla 12, en pacientes
diagnosticados con gastritis superficial el alelo 2848A tuvo una frecuencia del 45.19%, en el
grupo de metaplasia la frecuencia del alelo fue de un similar (51.72%), lo mismo que en el

grupo de cancer (48.27%).
Es muy importante hacer notar que el alelo 2848A aumenté de manera significativa en

pacientes con Ulcera duodenal (62.5%, p=0.04). La presencia de este alelo incrementé hasta

2.1 veces el riesgo a desarrollar esta patologia.
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Tabla 11 Frecuencia del genotipo TLR9 T-1237C

Grupo (N) T/T | T/C|C/C|Alelo -1237C (%) p OR (95% IC)
Gastritis
Todos los casos (152) | 127 | 24 | 1 19.7
Infectados (112) 97 |15 | 0 13.4
Metaplasia
Todos los casos (68) 5 {13 ]| O 19.1 0.38 |1.20 (0.52-2.64)
Infectados (57) 46 | 1 19.3 0.21 [1.50 (0.59-3.92)
Cancer
Todos los casos (41) 31 | 10| O 24.4 0.17 1.60 (0.63-3.98)
Infectados (28) 20 8| O 28.6 0.05* | 2.58 (0.8-27.54)
Ulcera duodenal
Todos los casos (43) 37 | 5 1 13.9 0.32 |0.68 (0.19-2.00)
Infectados (38) 32 | 5|0 15.8 0.58 | 1.01 (0.26-3.22)
Tabla 12 Frecuencia del genotipo TLR9 G2848A
Grupo (N) G/G | G/A| A/A | Alelo 2848A (%) p OR (95% IC)
Gastritis
Todos los casos (144) 74 | 61| 9 47.2
Infectados (104) 57 | 38 | 9 45.2
Metaplasia
Todos los casos (70) 36 | 26 | 8 51.7 0.32 |1 (0.55-1.89)
Infectados (58) 28 | 22 | 8 48.6 0.52 [1.20(0.42-5.26)
Cancer
Todos los casos (40) 24 | 13| 3 40 0.24 0.72 (0.33-1.56)
Infectados (29) 15 | 11| 3 48.3 0.45 [1.10 (0.4 3-6.18)
Ulcera duodenal
Todos los casos (45) 17 | 25 | 3 62.2 0.06 |[1.79 (0.85-3.81)
Infectados (40) 15 | 22| 3 62.5 0.04*|2.10 (1.01-6.23)

30



EFECTO DE LA VARIACION GENETICA DE LOS TLRs SOBRE EL PERFIL DE CITOCINAS Y
QUIMIOCINAS

Una de las caracteristicas principales de la infeccidon por H. pylori es la inflamacion local.
Esta inflamacion se caracteriza por el infiltrado leucocitario en la mucosa gastrica debido,
en gran parte, a la sintesis local de quimiocinas. Ademas, en la mucosa gastrica de los
pacientes infectados aumenta la produccién de citocinas inflamatorias, tanto por los
leucocitos presentes en la submucosa, como por las células epiteliales de la mucosa
gastrica, por lo que decidimos determinar si la presencia de SNPs en los TLRs modifica la

expresion de estos mediadores inflamatorios.

Se eligieron quimiocinas cuya produccion estuviera previamente reportada en la respuesta
inmune hacia H. pylori como MCP-1, MIP-1a, IL-8, GRO-a y RANTES."""'*"® El mismo criterio
se utilizo para elegir citocinas importantes de la respuesta inflamatoria como IL-18, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y y TNF-a.'"1418

En el caso especifico del efecto del polimorfismo del gen TLR9, se determiné ademas la
expresion de IFN-a e IFN-B8, debido a la relevancia del TLR9 en la sintesis de interferones

tipo I.

EFECTO DE LOS SNPs DE TLR4 SOBRE EL PERFIL DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Se eligieron biopsias de 22 pacientes infectados por H. pylori que presentaron el alelo 299G
y/o el alelo 3991 en el gen de TLR4. Para cada caso elegido, se seleccion6 un control (alelo
299D y 399T de TLR4) de la misma edad, género y patologia y se procedi6 a determinar los

niveles de expresion utilizando RT-PCR cuantitativa.

Se compararon los niveles de expresion de IFN-y e IL-4 para determinar si los SNPs de TLR4
modificaban el perfil de citocinas que polarizan la respuesta hacia Th1 o Th2. Sin embargo,
los niveles de expresion del mRNA de estas citocinas fueron similares en los pacientes con

el alelo ancestral y en aquellos que presentaban la version polimorfica del gen. Ademas, no
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se detectd la expresion de IL-12, otra citocina de gran importancia para establecer una

respuesta tipo Th1.

Reportes previos mencionan la importancia de IL-17 en el establecimiento de la respuesta
inflamatoria contra H. pylori. ”> Con todo, en nuestro grupo de estudio no sé detect6 su

expresion.

Otra citocina de gran relevancia durante la infeccion de H. pylori es IL-18, como
observamos en la Figura 5. La expresion del mRNA de IL-18 disminuye significativamente
(p=0.002) en los pacientes con alguna variacion en el gen de TLR4, lo mismo ocurre con la
IL-6 (p=0.006). Sorprendentemente, en el caso de TNF-qa, otra citocina pro-inflamatoria, el
comportamiento observado fue totalmente diferente, ya que su expresion aumentd en los
pacientes con SNPs en TLR4 (p=0.01).

Se determino también la expresion de IL-10, debido a su actividad antiinflamatoria y
pudimos observar que en los pacientes con el alelo 299G y/o 3991 disminuye

significativamente (p=0.001).

Como mencionamos previamente, otros mediadores inflamatorios importantes son las
quimiocinas. La figura 6 nos muestra que IL-8, una quimiocina caracteristica en la infeccion
por H. pylori, disminuye su expresion significativamente (p=0.001) en pacientes con algln
polimorfismo en el gen TLR4, lo mismo ocurre con la expresion de GRO-a (p=0.002), ambas

quimiocinas tienen la capacidad de atraer polimorfonucleares a la mucosa gastrica.
La expresion de MCP-1 y MIP-1a, conocidas por su capacidad de atraer mononucleares al
sitio de la infeccion, aumenta en el grupo de pacientes con SNPs en TLR4 (p=0.001 y

p=0.01, respectivamente).

No se detecto el mRNA de RANTES, a pesar de que estudios previos demuestran que la

expresion de esta quimiocina aumenta en la infeccion por H. pylori.
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Fig 5. Efecto del polimorfismo de TLR4 en la expresion de citocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA de diferentes citocinas de pacientes que presentaban variaciones
genéticas en TLR4 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la
version silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del
gen B-actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica
U-Mann Whitney considerandose estadisticamente significativa una p<0.05.
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Fig 6. Efecto del polimorfismo de TLR4 en la expresion de quimiocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles, en unidades relativas de expresion (URE), del mRNA
de diferentes citocinas de pacientes que presentaban variaciones genéticas en TLR4 y su
comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la version silvestre del
gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del gen B-actina. Las
diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica U-Mann Whitney
considerandose estadisticamente significativa una p<0.05
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EFECTO DE LOS SNPs DE TLR5 SOBRE EL PERFIL DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

De los dos polimorfismos estudiados en el gen TLR5, R392* y N592S, solamente el primero se
presentd en una frecuencia suficiente para estudiar su efecto sobre la expresion de
citocinas en la mucosa gastrica. Se eligieron a los 15 pacientes que presentaban el alelo
392* e igual nimero de pacientes con el alelo 392R, ambos grupos con caracteristicas
similares (edad, género y patologia). En ambos grupos se determinaron los niveles de

expresion, en la mucosa gastrica, de las citocinas y quimiocinas previamente mencionadas.

Similar a lo que ocurrio con el polimorfismo de TLR4, no fue posible detectar la expresion

de IL-17, ni IL-12 en nuestro grupo de estudio (dato no mostrado).

De manera importante el mRNA de IL-4 aumentd significativamente en el grupo de
pacientes que presentd el alelo 392* (p=0.02), como se muestra en la figura 7, y la
expresion de IFN-y disminuyd, aunque en este caso no se alcanzd una diferencia
estadisticamente significativa. Estos datos podrian sugerir que este SNP influye en la

polarizacion de la respuesta a Th2 a diferencia del polimorfismo de TLR4.

La expresion de IL-18, e IL-6 fue significativamente menor (p=0.01 y p=0.005,
respectivamente) en pacientes con el alelo 392* en comparacion con pacientes que
presentan el alelo 392Arg. Sin embargo, en contraste con lo que sucede en el gen TLR4, el
grupo de pacientes con el alelo polimérfico tiene una menor expresion de TNF-a (p=0.001)

e IL-10 (p=0.04), como se muestra en la Figura 8.

Al determinar la expresion de quimiocinas en los pacientes con el alelo 392* observamos
que los niveles de expresion del mRNA de IL-8, GRO-a, MCP-1 y MIP1-a fueron similares a la
de los pacientes con el alelo 392R, lo que nos indica que este polimorfismo no influye en la

sintesis de estos mediadores inflamatorios como se ilustra en la figura9.
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Fig 7. Efecto del polimorfismo de TLR5 en la expresion de IL-4 e INF-y en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA de IL-4 e INF-y de pacientes que presentaban el alelo 392stop del gen de
TLR5 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la version
silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del gen B-
actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica U-
Mann Whitney considerandose estadisticamente significativa una p<0.05
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Fig 8. Efecto del polimorfismo de TLR5 en la expresion de citocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA de diferentes citocinas de pacientes que presentaban el alelo 392stop del
gen de TLR5 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la
version silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del
gen B-actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica
U-Mann Whitney considerandose estadisticamente significativa una p<0.05
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Fig 9. Efecto del polimorfismo de TLR5 en la expresion de quimiocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA de diferentes quimiocinas de pacientes que presentaban el alelo 392stop
del gen de TLR5 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la
version silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del
gen B-actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica
U-Mann Whitney, considerandose estadisticamente significativa una p<0.05
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EFECTO DE LOS SNPs DE TLR9 SOBRE EL PERFIL DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Para determinar el efecto del polimorfismo en el gen TLR9 sobre la respuesta inflamatoria
de la mucosa gastrica infectada por H. pylori, se eligié determinar la expresion de IL-18,
TNF-a e IL-10 debido a los reportes previos, que indican que la activacion del TLR9 induce
la produccion de estas citocinas. Conjuntamente, se determind la expresion de IL-8 por su
importancia en la respuesta hacia H. pylori. Se estudio también la expresion de IFN-a e IFN-
B, ya que se sabe que el TLR9 por la via de sefalizacién independiente de MyD88 activa a

IRF3 que induce la transcripcion de interferones tipo I.

Se determind primero la expresion de estas citocinas en 24 pacientes que presentaron el
alelo -1237C y se comparo contra la expresion de las mismas citocinas en 24 pacientes con
el alelo -1237T.

El segundo grupo de estudio estuvo conformado por 24 pacientes que presentaron el
genotipo 2848G/A y 24 pacientes que presentaban el genotipo 2848 A/A, ambos
contrastados con un grupo de pacientes que presentaban el genotipo 2848 G/G (nuestro

grupo control por presentar la version silvestre del gen TLR9).

En la figura 10 podemos observar que tanto la expresion de IL-18 como la de TNF-a
disminuyé significativamente en el grupo de pacientes que presentaron el alelo -1237C
(p=0.002 y 0.01, respectivamente). Sin embargo, no existe diferencia entre los niveles de

expresion IL-10, IL-8 o IFN-a, ademas, no se detectd expresion de IFN-B en estas muestras.

Esta tendencia se conserva en los pacientes que presentaron variacion genética en la region
2848 del gen (figura 11), donde también existid6 una disminucion estadisticamente
significativa de la expresion de IL-18 y TNF-a (p=0.001 y p<0.0001 respectivamente) en los
pacientes que presentaron el alelo 2848A, independientemente si el cambio se da de forma

heterocigota u homocigota.
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Fig 10. Efecto del SNP T-1237C de TLR9 en la expresion de citocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA de diferentes citocinas de pacientes que presentaban el alelo -1237C del
gen de TLR9 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes que tienen la
version silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la expresion del
gen B-actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la prueba estadistica
U-Mann Whitney, considerandose estadisticamente significativa una p<0.05
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Fig 11. Efecto del SNP G2848A de TLR9 en la expresion de citocinas en la mucosa
gastrica. Podemos observar los niveles de expresion, en unidades relativas de expresion
(URE), del mRNA diferentes citocinas de pacientes que presentaban el alelo 2848G/A y el
alelo 2848A/A del gen de TLR9 y su comparacion con los niveles de expresion de pacientes
que tienen la version silvestre del gen. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando la
expresion del gen B-actina. Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando la
prueba estadistica U-Mann Whitney, considerandose estadisticamente significativa una
p<0.05

41



DISCUSION

La infeccion por H. pylori causa inflamacion en la mucosa gastrica y esta inflamacion puede
existir en un estado asintomatico durante toda la vida del individuo. Sin embargo, en
aproximadamente el 30% de pacientes infectados, las consecuencias clinicas de esta
infeccion cronica pueden ir desde atrofia gastrica hasta el cancer gastrico o, en otro

espectro de la enfermedad, provocar ulcera duodenal.?**®

Existen varias maneras de abordar el interrogante de por qué una misma infeccion cronica
puede llevar a tan diversas manifestaciones clinicas. La primera, mas estudiada hasta el
momento, es la diversidad genética de la bacteria y sus factores de virulencia. Otro
enfoque consiste en estudiar la variabilidad genética del hospedero y que modificaciones
causa en la respuesta inmune. Esta diferencia genética en la respuesta inmune del
hospedero ante la infeccion por H. pylori, puede resultar no solo en una insuficiencia en el
control de la infeccidon, sino incluso en el dafo cronico en la mucosa gastrica por una

desregulacion del fenomeno inflamatorio. 2%

Dentro de los genes cuya variabilidad puede modificar la respuesta inmune hacia
patégenos, sobresalen los TLRs debido a que son los primeros en reconocer

46,51,55,56,76-79  En respuesta a los patogenos la

microorganismos, como H. pylori.
sefalizacion via TLRs induce la activacion de NF-kB, ERK e IRF que llevan a las células a
producir mediadores inflamatorios. Dentro de estos mediadores inflamatorios encontramos
a las citocinas como IL-1, TNF-qa, IL-6, e IL-10 y a las quimiocinas como IL-8, GRO-a, MCP-1
y MIP1-a. De manera paradodjica, esta inflamacion en lugar de resultar benéfica para el
hospedero, puede ser la causa principal del dafo inducido en las patologias asociadas a H.

pylori en caso de no existir un mecanismo de homeostasis.

Estudios de asociacion demuestran que una variaciéon en los TLRs puede modificar el
desarrollo de una patologia, por lo que es facil suponer, bajo esta misma logica, que algo
similar puede suceder en las patologias gastroduondenales asociadas a la infeccion por H.

pylori, y nuestros resultados parecen apoyar esta hipotesis.
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La frecuencia del alelo 299G del gen TLR4 tiende a aumentar en pacientes con cancer
gastrico, aunque en nuestro caso la diferencia no es estadisticamente significativa. Por lo
tanto, los resultados aqui presentados sugieren que la presencia de este SNP en TLR4 podria
incrementar la susceptibilidad en poblacidén mestiza mexicana a desarrollar cancer en
pacientes infectados por H. pylori, lo cual concordaria con lo reportad por Hold y col. en
poblacidn caucasica.®® Sin embargo, debido a la falta de evidencia estadistica es necesario

un estudio mas amplio para confirmar esta hipotesis.

Es importante hacer notar que la a frecuencia del alelo 299G del gen TLR4 aument6 de
manera significativa en pacientes con ulcera duodenal, esto parece otorgar una fuerza
mayor a la hipotesis propuesta, la presencia de una variacion en la regién 299 de TLR4
podria llegar a ser un factor de riesgo en el desarrollo de las patologias mas graves

descritas en la infeccion por H. pylori.

Varios reportes asocian el polimorfismo de TLR4 con la infeccion por H. pylori o sus
patologias. Sin embargo, hasta la fecha, existen solo 2 estudios que describen la asociacion

de SNPs en otros TLRs,’®”! que también han sido descritos como receptores de H. pylori.

Nosotros encontramos que el alelo 592S de TLR5 se presenta en muy baja frecuencia en
nuestra poblacion de estudio (1.2%) a diferencia de lo reportado para poblacion caucasica,
donde la frecuencia llega a casi el 5%. En cuanto al polimorfismo en 392 de TLR5
observamos dos tendencias diferentes: en el caso del cancer gastrico, podemos notar que la
frecuencia del alelo polimorfico aumentd lo que indicaria un posible riesgo a desarrollar
esta patologia, mientras que en el caso de Ulcera duodenal podemos una disminucion
importante de la frecuencia de este SNP, lo que podria asociarse a proteccion a desarrollar
esta patologia. Sin embargo, en ninguno de los casos la diferencia fue estadisticamente
significativa y este dato representa Unicamente un tendencia, por lo que es importante
realizar un estudio de replicacion que incluya un mayor nimero de pacientes. Hasta el
momento, solo existe otro estudio que investigd el polimorfismo de este gen en asociacion

con la infeccion por H. pylori.”® Sin embargo, en este estudio Moura y col. no encontraron
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ninguna asociacion o tendencia entre la presencia del polimorfismo y el desarrollo de ulcera
duodenal; no obstante, debemos tomar en cuenta que este estudio se llevo a cabo en ninos,
donde la fisiopatoldgia podria ser diferente y ademas el fondo genético de sus pacientes

difiere al de nuestro grupo de estudio.”®

Hold y col. (2009) trataron de demostrar que el alelo -1237C del gen TLR9 podria ser un
factor de riesgo a desarrollar cancer gastrico.”" Sin embargo, no pudieron corroborar su
hipotesis. En nuestro estudio encontramos que la frecuencia de este alelo aumenta en
pacientes diagnosticados con cancer, aunque no obtuvimos diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control. En el caso del alelo 2848A del gen TLRY, la
frecuencia aumento en el grupo de Ulcera duodenal, ademas, presentar este polimorfismo
aumentd el riesgo a desarrollar esta patologia hasta 2.2 veces. Este resultado es de
particular relevancia, debido a que, hasta el momento, somos los primeros en reportar la

asociacion entre algun polimorfismo de TLR9 y el riesgo a desarrollar Ulcera duodenal.

Aunque pudimos observar tendencias claras dentro de nuestro grupo de estudio, solamente
en el caso de los pacientes con Ulcera duodenal que presentaban el alelo 299G del gen TLR4
y el alelo 2848G del gen TLR9, hubo diferencias estadisticamente significativas. Por lo
anterior, es necesario realizar estudios de replicacion que incluyan un nimero mayor de

pacientes esto nos permitira corroborar los datos obtenidos en este trabajo.

Una explicacién plausible de la relacion entre la variacion genética de los TLRs y su posible
asociacion con las patologias gastroduodenales estudiadas, implica que el polimorfismo en
estos receptores provoque una desregulacion en la respuesta inflamatoria inducida por H.
pylori. Los TLRs participan de manera importante en el inicio de la respuesta inmune innata
y en la modulacion de la respuesta inmune adaptativa. Ademas, varios estudios demuestran
que los factores genéticos influyen en la sintesis de citocinas de la respuesta inmune.
Conjuntamente, se ha demostrado en otras patologias, que la presencia de SNPs en los TLRs
disminuye la activacion de factores de transcripcion, lo que resulta una modificacion en la

sintesis de citocinas inflamatorias. En base a estos antecedentes decidimos investigar
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efecto que tiene el polimorfismo de los TLRs estudiados en la expresion del mRNA de

citocinas de la mucosa gastrica.

Nuestros resultados demuestran que la variacion genética de TLR4 produce una disminucion
en la expresion de IL-1B e IL-6, lo que concuerda con lo reportado por otros autores para
diferentes bacterias grammnegativas. Sorprendentemente, en individuos con SNPs en TLR4
encontramos una sobreexpresion del mRNA de TNF-a e IL-10, se debe tomar en cuenta, sin
embargo, que nosotros estudiamos la expresion en biopsias de tejido gastrico donde
podemos encontrar varias estirpes celulares, mientras que los estudios realizados por
Arbour y Schwartz se realizaron en lineas celulares. La variacion en el gen de TLR5 produce
una disminucion en la expresion de IL-18, IL-6, TNF-a e IL-10, comportamiento similar a lo
reportado por Hawn y col. en respuesta a la infecciéon por Legionella pneumophila, otra

bacteria flagelada.

Es importante sefalar que no existen estudios previos que describan la relacion entre los
SNPs de los TLRs y la expresion de citocinas de pacientes infectados por H. pylori. Resulta
muy interesante observar que la variacion genética de los TLRs modifica la expresion de
citocinas de la mucosa gastrica, lo que corrobora la hipotesis propuesta. Los cambios de
expresion en el perfil de citocinas fueron diferentes para los SNPs en TLR4,TLR5 o TLR9.
Seria inesperado que el efecto fuera idéntico en todos los casos, puesto que la via de
sefalizacion descrita para estos receptores, a pesar de ser conservada entre ellos, presenta
diferencias importantes dependiendo del TLR activado, un ejemplo claro es la participacion
de moléculas adaptadoras exclusivas para cada TLR, como TIRAP. Adicionalmente, TLR4
puede activar tanto la via independiente como la dependiente de MyD88, mientras que el

TLR5 y el TLR9 requieren de la union con dicha proteina adaptadora.

Otra factor importante que debemos de tomar en cuenta es que la variacion genética no
afecta el mismo dominio proteico en todos los TLRs e incluso, como en el caso del TLR9,
solo esta presente en el gen, por lo que es de esperarse que influya de manera diferente en

la expresion de citocinas.
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En el caso de TLR4, en donde la region polimorfica modifica el dominio extracelular de la
proteina, la hipotesis mas aceptada es que se afecta la afinidad con la que éste receptor se
une a su ligando, por lo que la senfal que se envia después del reconocimiento
probablemente se ve disminuida, lo que se traduce como una modulacién de la respuesta
inflamatoria, mas que una regulacidén negativa. En cambio, el SNP R392* de TLR5, en donde
falta la porcion intracelular del receptor, provoca una deficiencia en la senalizacion
intracelular, lo que podria inducir la disminucion en la expresion que observamos en todas

las citocinas.

En el gen de TLR9, en el que ambos polimorfismos estudiados se encuentran en regiones no
codificantes de la proteina, es mas complejo tratar de proponer un mecanismo mediante el
cual se afecte la sefalizacion celular y por lo tanto la sintesis de citocinas. De acuerdo a lo
publicado recientemente, este polimorfismo no modifica la expresiébn de TLR9, sin
embargo, la version -1237C de este receptor parece incluir un sitio mas de unién a NF-kB,*
lo que podria traducirse en un fenotipo que favorece la sintesis de proteinas en los
pacientes que poseen este alelo, lo que concuerda con lo que observamos en nuestros

resultados.

La frecuencia de los SNPs en los TLRs estudiados tiene una tendencia a aumentar en las
patologias mas severas asociadas a la infeccion por H. pylori, lo que concuerda con lo
reportado por otros autores. Sin embargo, la hipotesis mas aceptada sugiere que las
enfermedades provocadas por H. pylori son causadas por una inflamacion cronica

81-83

exacerbada que provoca atrofia gastrica y el efecto descrito de los SNPs en los TLRs es

la disminucion de la sintesis de citocinas y por lo tanto la inflamacion.g

El exceso de produccién de TNF-a en los pacientes con alelos heterocigotos de TLR4 y TLR9
puede asociarse a un dano en la mucosa gastrica, pues aunque en condiciones de
homeostasis esta citocina forma parte de los mecanismos de defensa del hospedero, su
produccion exacerbada puede conducir a la necrosis de la mucosa gastrica, hiperproduccion
de 4cido e incluso favorecer la metastasis de células tumorogénicas.®*® La sobre

produccion de IL-10 también podrian danar la mucosa ya que son citocinas que afectan la
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fisiologia gastrica y ademas pueden tener efectos directos sobre el crecimiento y la

sobrevivencia de células tumorales.

Podemos observar que la variacion genética de los TLRs no afecta solamente a una citocina,
sino a un grupo de ellas. El polimorfismo de TLR5 y TLR9 disminuye la expresion de
citocinas, esta disminucion podria inducir proteccion hacia la inflamacidon exacerbada, no
obstante, también podria incrementar la susceptibilidad a ser infectado por cepas mas
virulentas de H. pylori; en cambio, los individuos que no presentan estas variaciones
genéticas, al tener una respuesta inmune normal podrian eliminar adecuadamente a este
tipo de cepas. Ademas, debido a que la respuesta inmune de los pacientes con SNPs en
TLR5 y TLR9 esta disminuida, es posible también que falle el control de la infeccion,
permitiendo un mayor desarrollo de la bacteria y por lo tanto una mayor exposicion a sus
factores de virulencia. No obstante, habria que realizar varios estudios para comprobar

estas hipotesis.

Otra explicacidon pausible para relacionar los datos obtenidos se enfoca en la importancia
de los TLRs en el mantenimiento de la homedstasis. En el 2004, se demostré que el
reconocimiento de la flora comensal por los TLRs es necesario para mantener la
homeostasis en el intestino y que la modificacion de este reconocimiento puede inducir a la
necrosis de la mucosa intestinal.®® Los ratones deficientes de TLR2, TLR4 y MyD 88
presentan una desregulacion en la proliferacion de las células del epitelio intestinal, lo que
hace a estas células mas susceptibles al dano, reduciendo su capacidad de recuperacién y la
sintesis de IL-6, TNF-a y KC-1. Estas citocinas son factores importantes para la proteccion
de varias estirpes celulares, incluyendo las células del epitelio intestinal.®® Si extrapolamos
estos resultados a la mucosa gastrica y tomamos en cuenta la hipétesis que propone que H.
pylori es una bacteria comensal, podriamos suponer que algo similar puede suceder en el
epitelio gastrico, por lo que una respuesta modificada de los diferentes TLRs presentes en
las células epiteliales gastricas, causaria un desbalance en la homeostasis del estdomago,
induciendo a una desorganizacion de la mucosa gastrica y permitiendo el dano de la misma,

esto podria llevar al establecimiento de las patologias causadas por la infeccion de H.

pylori.
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CONCLUSIONES

<> La frecuencia de los SNPs en TLRs presenta una tendencia a aumentar en los
pacientes con cancer, lo que sugiere que la presencia de estos alelos polimérficos podrian
asociarse con un incremento en el riesgo a desarrollar esta enfermedad. Sin embargo, en
ningln caso la diferencia fue estadisticamente significativa, por lo que es necesario replicar

este estudio incluyendo un mayor nimero de pacientes para confirmar nuestros resultados.

X La frecuencia de las variantes polimorficas de TLR4 y TLR9 aumento en pacientes con
Ulcera duodenal, siendo la diferencia estadisticamente significativa en los alelos 299D de
TLR4 y 2848G de TLR9. Notablemente, la presencia del alelo 2848G aumenta hasta dos

veces el riesgo a desarrollar esta patologia.

X Las variaciones genéticas en los TLRs se asocian a una alteracion en la expresion del

mRNA de citocinas de la mucosa gastrica.

X Los alelos polimorficos de TLR9 y TLR5 disminuyen la expresion de IL-1B y TNF-a, el

alelo 392* esta relacionado, ademas, con una menor expresion de IL-6 e IL-10.

X Pacientes con SNPs en TLR4 presentan una mayor expresion de TNF-a, IL-10, MCP-1 y
MIP-1a, no obstante, la expresion de IL-1B, IL-6, IL-8 y GRO-a. disminuye significativamente.
El polimorfismo de este receptor se asocia con modificaciones, no solo en la expresion de
citocinas, sino también de quimiocinas, favoreciéndose la sintesis de citocinas

quimioatractantes de monocitos sobre aquellas que actUan en granulocitos
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PERSPECTIVAS

Nuestros resultados sugieren que la frecuencia de los SNPs estudiados aumenta en pacientes
con Ulcera duodenal y cancer gastrico. Sin embargo, es necesario realizar un estudio de
replicacion que incluya un mayor numero de pacientes dentro de cada subgrupo, esto nos
permitiria alcanzar el poder estadistico suficiente para confirmar nuestros datos y descartar

cualquier artefacto estadistico.

Asi mismo, seria conveniente realizar experimentos que demuestren que los cambios en la
expresion de las citocinas y quimiocinas, descritos en este trabajo, alteran la inflamacion
de la mucosa gastrica. Esta recomendacion es importante, ya que nos permitiria explicar el
mecanismo por el cual, SNPs en los TLRs afectan la inflamacion y de esta forma entender el
porqué la variacion genética de los TLRs podria asociarse con un incremento en el riesgo a

desarrollar las patologias gastroduodenales presentes en la infeccion por H. pylori.
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