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RESUMEN

Helicobacter pylori (Hp) es un bacilo Gram negativo que infecta al 80% de la poblacion
mundial. La infeccion por Hp activa la respuesta inmune tanto innata como adaptativa y
estd asociada con diferentes patologias gastroduodenales. Sin embargo, solo el 30% de
la poblacion desarrolla alguna de las patologias. Los receptores tipo toll (TLRs) son
receptores de la respuesta inmune innata capaces de reconocer a Hp y en consecuencia
activarse e inducir una serie de sefales intracelulares que producen la activacion de
genes inflamatorios como IL-1, TNF-q, IL-6 e IL-8. Los polimorfismos del gen TLR4
D299G y T399I y R753Q en TLR2 se han asociado con un mayor riesgo a desarrollar
infecciones. En TLRS se han descrito polimorfismos en el aa Arg392 que genera un
codon de paro y el N592S se han asociado a un mayor riesgo de infeccién y una
predisposicion a desarrollar enfermedades autoinmunes. El polimorfismo en la region
promotora del gen de TLR9 -1237T/C también se ha asociado con enfermedades
autoinmunes asi como a enfermedades gastroduodenales. Debido a que estos estudios se
han realizado en poblacion caucdsica y no se conocen las variaciones polimorficas en
poblacion latinoamericana, el objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de estos
polimorfismos en dos poblaciones latinoamericanas y su posible asociacion a las

patologias causadas por Hp.

Mediante discriminacion alélica por PCR-tiempo real se determind la presencia de los
polimorfismos mencionados en muestras de poblacién paraguaya y colombiana. Los
pacientes se agruparon de acuerdo al diagnodstico clinico en: gastritis no atrofica,
gastritis atrofica, metaplasia, cancer y ulcera duodenal, tomando como grupo control a
los pacientes con gastritis no atr6fica. En ninguna de las dos poblaciones estudiadas, se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de los polimorfismos
de TLRs 2, 4 y 5 y tampoco asociacion con las patologias estudiadas. Sin embargo, se
observo un incremento de la frecuencia del polimorfismo -1237T/C en TLRY en la
poblacion paraguaya teniendo una diferencia estadisticamente significativa (p=0.04) en
el grupo de ulcera duodenal con un OR de 3.7. Estos resultados sugieren que el
polimorfismo -1237T/C en TLRY es un factor de riesgo para desarrollar ulcera duodenal
en poblacion paraguaya y seria necesario aumentar el nimero de muestras de pacientes
colombianos para saber si el polimorfismo se comporta de igual manera en esta

poblacion.

VIII



ABSTRACT

Helicobacter pylori (Hp) is a Gram negative bacillus that infects 80% of the world
population. Hp infection activates both the innate and the adaptive immune response
and is associated with different gastroduodenal diseases. However, only 30% of the
infected population develops the some of the associated pathology. Toll-like receptors
(TLRs) are receptors of the innate immune system that are able to recognize Hp and
activate and induce intracellular signals that in turn activates inflammatory genes like
IL-1, TNF-a, IL-6 and IL-8. Polymorphisms D299G and T399I in TLR4 and R753Q in
TLR2 have been associated with an increased risk of developing infections. Similarly,
Arg392stop and N592S in TLR5 are associated with an increased risk of infection and a
predisposition to develop autoimmune diseases. The polymorphism in the promoter
region of TLR9Y gene -1237T/C has also been associated with autoimmune diseases as
well as gastroduodenal diseases. Because these studies have been conducted in
Caucasians and don’t known polymorphic variations in Latin American population, the
objective of these study was to evaluate the presence of these polymorphisms in two

Latin American populations and their association to pathologies caused by Hp.

Real-time PCR was wused to determine allelic discrimination between the
polymorphisms above mentioned in samples of a Paraguayan and Colombian
population. Patients were grouped according to the clinical diagnosis: non-atrophic
gastritis, atrophic gastritis, metaplasia, cancer and duodenal ulcer; taking as a control
group patients with non-atrophic gastritis. We found that neither of the two populations
studied had statistically significant differences in the frequency of polymorphisms in
TLR 2, 4 and 5 nor association with the pathologies studied. However, we observed an
increase in the frequency of the TLR9 -1237T/C polymorphism in the Paraguayan
population with a statistically significant difference (p=0.04) in the group of duodenal
ulcer with an OR of 3.7. These results suggest that the -1237T/C polymorphism in
TLRY is a risk factor for developing duodenal ulcer in the Paraguayan population and
would require a larger number of samples to conclude whether such polymorphism is

similarly important in Colombians.
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RESUMEN

Helicobacter pylori (Hp) es un bacilo Gram negativo que infecta al 80% de la poblacion
mundial. La infeccion por Hp activa la respuesta inmune tanto innata como adaptativa y
estd asociada con diferentes patologias gastroduodenales. Sin embargo, solo el 30% de
la poblacion desarrolla alguna de las patologias. Los receptores tipo toll (TLRs) son
receptores de la respuesta inmune innata capaces de reconocer a Hp y en consecuencia
activarse e inducir una serie de sefiales intracelulares que producen la activacion de
genes inflamatorios como IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8. Los polimorfismos del gen TLR4
D299G y T399I y R753Q en TLR2 se han asociado con un mayor riesgo a desarrollar
infecciones. En TLRS5 se han descrito polimorfismos en el aa Arg392 que genera un
codon de paro y el N592S se han asociado a un mayor riesgo de infeccion y una
predisposicion a desarrollar enfermedades autoinmunes. El polimorfismo en la region
promotora del gen de TLR9 -1237T/C también se ha asociado con enfermedades
autoinmunes asi como a enfermedades gastroduodenales. Debido a que estos estudios se
han realizado en poblacion caucésica y no se conocen las variaciones polimoérficas en
poblacion latinoamericana, el objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia de estos
polimorfismos en dos poblaciones latinoamericanas y su posible asociacion a las

patologias causadas por Hp.

Mediante discriminacion alélica por PCR-tiempo real se determind la presencia de los
polimorfismos mencionados en muestras de poblacion paraguaya y colombiana. Los
pacientes se agruparon de acuerdo al diagndstico clinico en: gastritis no atrofica,
gastritis atrofica, metaplasia, cancer y tlcera duodenal, tomando como grupo control a
los pacientes con gastritis no atroéfica. En ninguna de las dos poblaciones estudiadas, se
encontro diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de los polimorfismos
de TLRs 2, 4 y 5 y tampoco asociacion con las patologias estudiadas. Sin embargo, se
observo un incremento de la frecuencia del polimorfismo -1237T/C en TLRY en la
poblacion paraguaya teniendo una diferencia estadisticamente significativa (p=0.04) en
el grupo de ulcera duodenal con un OR de 3.7. Estos resultados sugieren que el
polimorfismo -1237T/C en TLR9 es un factor de riesgo para desarrollar ulcera duodenal
en poblacidon paraguaya y seria necesario aumentar el nimero de muestras de pacientes
colombianos para saber si el polimorfismo se comporta de igual manera en esta

poblacion.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori (Hp) is a Gram negative bacillus that infects 80% of the world
population. Hp infection activates both the innate and the adaptive immune response
and is associated with different gastroduodenal diseases. However, only 30% of the
infected population develops the some of the associated pathology. Toll-like receptors
(TLRs) are receptors of the innate immune system that are able to recognize Hp and
activate and induce intracellular signals that in turn activates inflammatory genes like
IL-1, TNF-a, IL-6 and IL-8. Polymorphisms D299G and T399I in TLR4 and R753Q in
TLR2 have been associated with an increased risk of developing infections. Similarly,
Arg392stop and N592S in TLR5 are associated with an increased risk of infection and a
predisposition to develop autoimmune diseases. The polymorphism in the promoter
region of TLRY gene -1237T/C has also been associated with autoimmune diseases as
well as gastroduodenal diseases. Because these studies have been conducted in
Caucasians and don’t known polymorphic variations in Latin American population, the
objective of these study was to evaluate the presence of these polymorphisms in two

Latin American populations and their association to pathologies caused by Hp.

Real-time PCR was used to determine allelic discrimination between the
polymorphisms above mentioned in samples of a Paraguayan and Colombian
population. Patients were grouped according to the clinical diagnosis: non-atrophic
gastritis, atrophic gastritis, metaplasia, cancer and duodenal ulcer; taking as a control
group patients with non-atrophic gastritis. We found that neither of the two populations
studied had statistically significant differences in the frequency of polymorphisms in
TLR 2, 4 and 5 nor association with the pathologies studied. However, we observed an
increase in the frequency of the TLR9 -1237T/C polymorphism in the Paraguayan
population with a statistically significant difference (p=0.04) in the group of duodenal
ulcer with an OR of 3.7. These results suggest that the -1237T/C polymorphism in
TLRO is a risk factor for developing duodenal ulcer in the Paraguayan population and
would require a larger number of samples to conclude whether such polymorphism is

similarly important in Colombians.
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1. INTRODUCCION

1.1 Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori (Hp) es una bacteria Gram negativa, capaz de colonizar la mucosa
gastrica humana. Es un bacilo curvo de 2.5 a 5 um de largo por 0.5 a 1 um de ancho,
microaerofilico, productor de ureasa, catalasa y oxidasa y posee de 4 a 5 flagelos peritricos
(Herndndez, 1994) (Fig. 1). La infeccion por esta bacteria es el principal determinante de la
aparicion de gastritis cronica y su progresion a lesiones con potencial maligno, como la
atrofia gastrica y la metaplasia intestinal (Correa, 2006). Esta bacteria fue aislada en 1983
(Marshall y Warren, 1984) y desde entonces ha sido estudiada exhaustivamente. Debido a
evidencias epidemioldgicas que relacionan a Hp con el cancer gastrico, en 1994 la Agencia
Internacional para la investigacion sobre el Cancer (Stewart y Kleihues, 2003), clasifico a

Hp como carcindgeno tipo I en humanos.

D o --'I
a8 ¢ }t

Figura 1. Micrografia electronica de transmision. Helicobacter pylori aislado a partir de
una biopsia de antro géstrico de un paciente con gastritis cronica (Rivas-Traverso, 2000).

Actualmente se sabe que existe una gran variabilidad genética y la capacidad de
colonizacion de Hp puede estar dada por la generacion de productos bacteriano especificos,
entre los cuales, se encuentran la ureasa, la cual hidroliza a la urea y sede iones amonio
creando un medio propicio para el crecimiento de Hp (Marshall, 1990). Otro factor es la
flagelina que le confiere la propiedad de movilidad y posibilidad de penetrar la mucosa

gastrica, aunado a estos factores, Hp posee diversas proteinas de superficie como BabA,



SabA, AlpA, AlpB y HopZ (Fig. 2), las cuales le permiten adherirse a las células epiteliales
gastricas (Scoot y Cover, 2006).

CNH,O (urea)

Ureasa +H,0

J)  2NH;t +COz

_Mﬁ_\ N\_
Flagelos Adhesién: /)
BabA, SabA, AlpA, ,

oy, r
\ , Ty, AlpByHopZ

Figura 2. Factores de colonizacion de Helicobécter_b3_/lori. (Scoot y Cover, 2006).

Algunas cepas de Hp poseen una region cromosomal de 40 kb (31 genes aproximadamente)
conocida como la Isla de Patogenicidad cag (cag PAI) y hay cepas que no la poseen o solo
parcialmente (Censini, 1996. Nilson, 2003), esta isla codifica para un sistema de secrecion
tipo IV el cual transfiere proteinas como la proteina cagA (cytotoxin associated gene A) y
ADN a otras células (Yamaoka, 1997, Van Doorn, 1998). Existen otros factores que
interactuan directamente con células inmunes y modulan la respuesta inmune hacia Hp; el
gen vacA (vacuolating cytotoxin A) codifica para una citotoxina de 87 kDa que in vitro
causa vacuolizacion en las células epiteliales (Harris, 1996, Covacci, 1993). El gen vacA
esta presente en todas las cepas de Hp sin embargo su expresion depende de las variaciones
alélicas de este gen, que presenta dos regiones de gran diversidad; la region de la secuencia
sefal (s) que ha sido dividida en cuatro grandes grupos: sla, slb, slc y s2 y la regiéon media
(m) dividida en m1 y m2. Estas variaciones nos permiten diferenciar entre dos versiones
diferentes del gen: slml que induce la sintesis de grandes cantidades de proteina VacA y

s2m2 que sintetizan la proteina en bajas concentraciones (Van Door, 1998. Atherton, 1997).

Las cepas de Hp que poseen la cagPAl y ademas presentan el alelo vacA slml se les

considera ser mas virulentas y que estan asociadas con el desarrollo de tulcera péptica y



cancer gastrico y las cepas que no poseen la cagPAI y presentan los alelos s2m2 se les

considera menos virulentas y se les asocia con el desarrollo de gastritis (Van Door, 1998).

La colonizacion del estdémago por Hp induce una respuesta inmune que lleva a un cuadro
inflamatorio agudo denominado gastritis. Este proceso puede ser crénico y producir
laceracion del tejido infectado, predisponiendo a la aparicion de otras lesiones asociadas a
la respuesta inflamatoria, como gastritis atrofica, metaplasia, displasia y adenocarcinoma
gastrico (Correa, 2006). Esta infeccion se adquiere en la infancia y representa una de las
infecciones bacterianas mas comunes en el mundo. En paises desarrollados la prevalencia
en adultos es del 40% y en paises en vias de desarrollo entre el 80% y 90% (Pérez, 2004).
Aproximadamente de 10 a 20% de los individuos infectados con Hp desarrollan ulcera
duodenal o géstrica y menos del 3% cancer gastrico. Las razones para ello no se conocen
completamente; pero se sabe que el tipo de respuesta inflamatoria y la virulencia de la cepa

infectante son muy importantes para el resultado de la infeccion.

La respuesta inflamatoria de la mucosa gastrica inducida por Hp estd dada por la
infiltracion de leucocitos polimorfo nucleares, macréfagos, linfocitos T y B. Cepas de Hp,
estimulan al epitelio géstrico a secretar interleucina (IL) 8 (Bamford, 1998), que funciona
como un quimioatrayente de neutrofilos y como un activador de neutrofilos y macrofagos.
En la mucosa de los individuos infectados, también se detectan concentraciones elevadas de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1f3, IL-12, anti-inflamatorias como IL-10
y otras de respuesta tipo Th1l, como IFNy. Esta respuesta provoca cambios importantes en
la fisiologia del estdbmago, por dafio directo a las células o por regulacion de la proliferacion
celular y la apoptosis. Los neutréfilos y macréfagos liberan especies reactivas del oxigeno
(aniones superdxido, peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilo e hidroperoxilo) y del
nitrogeno (6xido nitrico, peroxinitrito, dioxido de nitrogeno). Estas especies quimicas son
mutagénicas y pueden inducir cambios irreversibles en el genoma de las células de la
mucosa gastrica. De manera importante se ha observado que los niveles de estas especies
quimicas disminuyen cuando se elimina la infecciéon por Hp (Fuentes-Panana, 2009 y
Ando, 2006). Ademas de que se ha observado que la ureasa de Hp puede unirse al MHC II

e inducir la apoptosis de células epiteliales gastricas (Fan, 2000), esta apoptosis también



puede ser inducida por el aumento en la expresion de Fas por citocinas como [FN-y, TNF-a
e IL-1 (Wang, 2001, Rudi, 1998), que ademas alteran la secrecion de moco participando en
la lesion de la mucosa géstrica y estimulan a las células parietales incrementando la sintesis
de gastrina y por lo tanto la secrecion de acido, dando como resultado un cambio en la
homeostasis del estomago. También se ha observado que el TNF-o disminuye el nimero de
células D del antro, lo que lleva a una disminuciéon de la somatostatina, la cual regula la

secrecion de acido.
1.2 Reconocimiento de agentes infecciosos y respuesta inflamatoria.

Una forma de interaccion entre los agentes infecciosos y las células del hospedero es
mediante receptores de la respuesta inmune innata, los cuales identifican antigenos extrafios
utilizando un niimero limitado de receptores denominados Receptores de Reconocimiento
Patron (PRRs), son expresados en las superficies celulares, en compartimentos
intracelulares o secretados a la circulacion sanguinea o a fluidos tisulares. Entre estos
PRRs, se encuentran los receptores Tipo Toll (TLRs) (Akira, 2006, Fritz, 2006). La
proteina Toll fue identificada inicialmente en Drosophila melanogaster como un receptor
transmembranal tipo I para el establecimiento de la polaridad dorso-ventral durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario de este insecto. Estudios posteriores
demostraron que ademads, es de gran importancia en el sistema inmunoldgico del insecto
adulto, principalmente en infecciones por bacterias y hongos (Lemaitre, 1996). En los
mamiferos, incluyendo al humano, existe un sistema de receptores que por su semejanza en
estructura y funcion con el sistema Toll de Drosophila se denomina receptores tipo Toll
(TLRs: Toll Like Receptors) (Carrillo, 2003). Estos receptores se caracterizan por tener un
dominio extracelular con regiones repetidas de 24 a 29 aminodcidos ricas en leucina (LRR)
y una o dos regiones ricas en cisteinas, ademas de un dominio intracelular de
aproximadamente 200 aminodcidos, este dominio es similar al que presenta la familia de
receptores de interleucina 1 (IL-1R), el cual contiene un dominio denominado TIR
(Toll/IL-1R), por el cual se lleva a cabo la transduccion de sefiales (Aderem y Ulevitch,

2000, Janeway y Medzhitov, 2001 y Akira y Takeda, 2004). Fig. 3
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Figura 3. Estructura de la stiper familia IL-1R/TLRs. (Modificado de: Montero y Martin,
2008)
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A la fecha se han descrito 13 TLRs en humanos y algunos de sus ligados, pero solamente
11 son funcionales (Fig. 4). Una vez que los TLRs han tenido una interaccidon con sus los
Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs), pueden dimerizar con otros
receptores 0 moléculas e inducir la interaccion entre el dominio TIR y el dominio

intracelular TIR de las moléculas adaptadoras (O'Neill, 2007).
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Figura 4. Familia de TLRs y sus ligandos (Akira, 2004)



Esto inicia una cascada de reclutamiento de moléculas que resulta en una activacion de
diferentes miembros de la familia de cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). Estos
eventos permiten la activacion de factores de transcripcion como NF-«xB, factor regulador
de IFN (IRF 1/3/5/7) o la proteina activadora-1 (AP-1) que induce la expresion de genes
que codifican para citocinas inflamatorias, quimiocinas, IFN tipo I, moléculas
coestimuladoras y otros factores de la respuesta inmune como factores angiogénicos tales
como VEGF, enzimas inflamatorias como COX2, moléculas de adhesion y de
coestimulacion (Brikos y O'Neill, 2008, Akira, 2006). Cuatro moléculas adaptadoras intra-
citoplasmaticas TIR han sido identificadas: factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD8S),
adaptador que contiene un dominio TIR inductor de IFN (TRIF, también conocido
TICAM1), proteina adaptadora asociada al dominio TIR (TIRAP) y la molécula adaptadora
asociada a TRIF (TRAM, también conocido como TICAM?2) (Kawai y Akira, 2007, Brikos
y O"Neill, 2008) (Fig. 5).
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Figura 5. Via de senalizacion de TLRs (Akira, 2009)



La interaccion entre los PAMPs y los TLRs resulta en la activacion de células inflamatorias
dirigidas a eliminar a los agentes infecciosos. Sin embargo, en ocasiones el resultado es una
inadecuada eliminacion del patdgeno, una persistencia de las sefiales pro-inflamatorias y
defectos en los mecanismos anti-inflamatorios; que llevan a un estado de inflamacion
crénica y con ello al desarrollo de diferente patologias entre ellas el cancer (Han y Ulevitch,
2005, Tsan, 2004). Ademas, la activacion de la sefializacion de los TLRs puede favorecer al
desarrollo de patologias que pueden volverse cronicas a través de varios mecanismos que

dependen principalmente de la produccién de citocinas y quimiocinas inflamatorias.
1.3 Polimorfismos de TLRs

La palabra polimorfismo (poli, muchas; morfos, formas), refiere la variabilidad de un rasgo
o caracteristica. El polimorfismo mds comun en el genoma humano es la diferencia de una
sola base conocido como polimorfismo de un solo nucléotido (A, T, G o C) (SNP del
inglés, single nucleotide polymorphism), el cual ocurre aproximadamente cada 1000 pb.
(Guizar-Vazquez, 2001). Dos tercios de los SNP corresponden a la sustitucion de una C por
una T y estas variaciones en la secuencia del ADN pueden afectar la respuesta de los
individuos a enfermedades causadas por bacterias, virus, productos quimicos, farmacos,
etc. Los SNP que se localizan dentro de una secuencia codificante pueden modificar la
estructura de la proteina (SNP sindnimo) o pueden no modificar la proteina que producen
(SNP no-sinébnimo o mutacion silenciosa). Los SNP que se encuentren en regiones no
codificantes pueden tener consecuencias en el proceso de traduccion, sobre todo en
procesos como el splicing, la union de factores de transcripcion o modificando la secuencia

de RNA no codificante (Gibson y Muse, 2004).

Los dominios a cargo del reconocimiento de ligandos o de la transduccion de sefiales son
generalmente conservados entre diferentes miembros de la misma familia de proteinas. Sin
embargo, existen en la poblacion modificaciones a estas estructuras, que por situarse en
dominios funcionales importantes, condicionan cualitativa y cuantitativamente la respuesta
inmune, de manera que polimorfismos especificos representan factores de riesgo para el

desarrollo de diferentes enfermedades; como en el caso de polimorfismos en TLRs,



citocinas y quimiocinas o moléculas que condicionan la repuesta inflamatoria (Fuentes-

Panana, 2009).

En la figura 6 se muestra un resumen de los polimorfismos que se han encontrado en los

TLRs y su asociacion con diferentes patologias.

Se han encontrado dos substituciones en la regiéon extracelular, de reconocimiento a
ligando, en TLR4: la sustitucion de un acido aspartico (D) por una glicina (G) en el
aminoacido (aa) 299 (D299G) y la sustitucion de una treonina (T) por una isoleucina (I) en
el aa 399 (T399I) (Schmitt, 2003). Ambas substituciones afectan la respuesta inflamatoria
al lipopolisacarido (LPS) (Schmitt, 2003), con impacto en el riesgo de infecciones por
bacterias Gram-negativas y choque séptico por inflamacion no controlada (Lorenz, 2001).
También se ha publicado que en mujeres finlandesas embarazadas que presentan estos
polimorfismos, existe un mayor riesgo al nacimiento prematuro, esto puede estar dado por
tener una mayor susceptibilidad a contraer infecciones que puedan poner en riesgo el
embarazo (Lorenz, 2002). Ademads se ha encontrado una asociacion a desarrollar gastritis,
lesiones pre-cancerosas y cancer gastrico en pacientes que presentan estos polimorfismos

(Achyut, 2007, Hold, 2007).

En el gen que codifica para la proteina TLR2 se ha propuesto que la sustitucion de una
glutamina (R) por una arginina (Q) en el aa 753 (R753Q) est4 asociada con una respuesta
disminuida a lipoproteinas de bacterias Gram positivas en poblacion Caucdsica, por lo que
también representa un factor de riesgo para desarrollar choque séptico (Lorenz, 2000), asi
mismo, se ha demostrado que este polimorfismo se asocia a una disminucién en la
respuesta inducida por péptidos bacterianos de Borrelia burgdorferi y Treponema pallidum
en poblacion Caucasica (Lorenz, 2001). Recientemente se encontrd otro polimorfismo en
este gen, la sustitucion de un Q por un triptofano (W) en el aa 677 (R677W), el cual se

asocia con lepra lepromatosa (Kang, 2001).

Mas del 10% de la poblacion anglosajona presenta una mutacion puntual en la base 1174
del gen de TLRS, lo que genera un codon de terminacion en el aminoacido 392
(TLR5°*T9P) Esta variante truncada de TLRS5 carece de la region de sefializacion

citoplasmatica y funciona como un receptor dominante negativo que desorganiza
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severamente la sefializacion celular. Otro polimorfismo se localiza en el par de base 1775,

provocando la sustitucion de una asparagina (N) por una serina (S) en el aa 592, ambos

polimorfismos, se han asociado con susceptibilidad a desarrollar la enfermedad de

Legionela (Hawn, 2003) y con una proteccion a desarrollar lupus eritematoso sistémico

(Haw, 2005). También se ha observado la adquisicion natural de una respuesta inmune a la

flagelina regulada por TLRS, ademas de que la presencia del polimorfismo TLR5***T%" no

esta asociado con el desarrollo de enfermedad de Crohn (Gewirtz, 2005)

Se han descrito dos polimorfismos en las regiones promotoras del gen de TLR9, uno de

ellos es la sustitucion de una timina (T) por una citocina (C) en el par de base -1237

(-1237T/C) y el otro la sustitucion de una adenina (A) por una guanina (G) en el par de base

2848 (A2848G), los cuales estan asociados con un mayor riesgo a desarrollar asma

(Lazarus, 2003) y enfermedad de Crohn (Torok, 2004).

Hongos, o Lps = Bacterias flageladas
bacterias Gram- ! &=
> . _— Lo
=2 CpG [l
-16934 Asp299Gly
Lipopéptidos Arg393STOP
bacterianos lle6025er Arg753GIn Thr39ile T-1486C
TLR1 TLR2 TLR4 TLRS

Figura 6. Asociacion genética entre TLRs y la susceptibilidad a infecciones y

enfermedades inflamatorias (Corr y O Neill, 2009).

Considerando que los polimorfismos mencionados modifican la respuesta inflamatoria a los

agentes infecciosos, es logico considerar que también modifican el establecimiento de
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infecciones cronicas; de esta manera; la respuesta inflamatoria influye significativamente
tanto en la aparicion como en la evolucion de diferentes patologias y estas infecciones
cronicas pueden llevar al desarrollo de cancer. De forma similar, polimorfismos en IL-1[3,

IL-8 y TNF-a han sido relacionados con la progresion a cancer gastrico (Kusters, 2006).
1.4 Helicobacter pylori y Receptores Tipo Toll

Existen diversos estudios que demuestran que Hp o algunas de sus estructuras son
reconocidas por los TLRs, evidencia de esto es la obtenida en el 2001 donde se demostrd
que el LPS de Hp es capaz de activar a TLR4 (Kawahara, 2001), también existen reportes
que demuestran que el LPS de Hp proveniente de cepas que poseen la cagPAl activan
TLR4 en células géstricas, no asi aquellas que presentan una mutacion en la cagPAlI

(Maeda, 2001).

La activacion del factor de transcripcion NF-kB a través de la interaccion de Hp con los
TLRs se demostrd en células HEK293 transfectadas con construcciones de expresion de
TLRs especificas y en la linea celular de cancer géstrico humano MKN45, la cual expresa
todos los TLRs, se observo que Hp vivo induce la activacion de NF-kB mediante la union
de TLR2 y TLRS, pero no con TLR4 y que el LPS derivado de la cepa 26695 de Hp es
agonista de TLR2 (Smith, 2003). Con microarreglos de cDNA, se demostrd en biopsias de
pacientes infectados con Hp, que hay una sobre-expresion de TLR1, TLR4, TLRS y TLR6,
lo que apoya su participacion en la respuesta inmune de la mucosa (Sicheng, 2004).
Recientemente se describio6 que TLR2 y TLRY participan en invasiéon y angiogénesis

inducida por Hp en células géstricas (Chang, 2005).

Se ha reportado que las flagelinas de Hp FlaA y FlaB son capaces de activar a TLRS en
comparacion con las flagelinas de otras bacterias Gram negativas como la de Salmonella

typhilurium (Lee, 2003, Gewirts, 2004).

Se han encontrado diferentes polimorfismos en genes que afectan la evolucion de la
enfermedad producida por Hp y que modifican la respuesta inflamatoria inducida por la
infeccion. Dos polimorfismos en el gen de IL-1 estan asociados con el desarrollo de atrofia

gastrica y cancer en poblacién europea (El-Omar, 2000), en respuesta a la colonizacion
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crénica por Hp una inhibicion de secrecion de acido por niveles elevados de IL-1p, podrian
promover el desarrollo de atrofia gastrica, esto conduce a carcinogénesis gastrica. El
polimorfismo de TNF-a estd asociado con el desarrollo de cancer gastrico y tlcera péptica
(Li, 2005) asi como el polimorfismo de IL-10 (Wu, 2003), este polimorfismo, disminuye la
sintesis de IL-10, lo que podria llevar a un cambio en la homeostasis del estomago,

promoviendo una respuesta inflamatoria exagerada.

Se han realizado diversos estudios sobre los polimorfismos en los TLRs asociados a las
diferentes patologias asociadas a la infeccion con Hp: para los polimorfismos en TLR4
D299G en poblacion Caucasica se ha encontrado asociacion con desarrollo de linfoma
MALT (Hellming, 2005), gastritis atrofica y cancer gastrico distal (Hold, 2007). En otro
estudio realizado en poblacion Taiwanesa no se encontrd asociacion con cancer gastrico
(Wu, 2006). Para el polimorfismo en T3991 se ha encontrado asociacién con gastritis y
metaplasma en poblacion Hindu y por el contrario no se ha encontrado asociacién con

ulcera duodenal y gastritis en poblacion Hungara (Hofner, 2007).

Mas recientemente se realizd un estudio en poblacion Caucdsica donde no se encontrd
asociacion entre el polimorfismo -1237T/C y el riesgo a desarrollar cancer gastrico (Hold,

2009).

En poblaciones latinoamericanas se han realizado algunos estudios sobre polimorfismos en
los TLRs; uno de ellos se realizé en poblacion Venezolana donde no se encontrd asociacion
del polimorfismo D299G de TLR4 en pacientes con metaplasia (Kato, 2007). En poblacién
Brasilefa, se encontr6 una asociacion de infeccion por cepas cagA+ en ninos (Moura,
2008) y en poblacion Mexicana no se encontrd asociacion del polimorfismo T399I del

TLR4 con cancer gastrico (Garza-Gonzalez, 2007).

Uno de los estudios més completos que se tienen en poblacion latinoamericana, es el
realizado en poblacion mexicana, donde se encontr6 una mayor frecuencia del
polimorfismo TLR4 D299G en pacientes con cancer gastrico (10.5%) y ulcera duodenal
(14.7%) comparado con pacientes con gastritis no atrofica (4.2%), aunque la diferencia fue
estadisticamente significativa solamente con el grupo de tlcera duodenal (p=0.04). Sin

embargo se observo una modificacion en el perfil de citocinas inflamatorias y quimiocinas
11



en la mucosa gastrica. También se busco el polimorfismo TLR4 T399I, el cual tuvo una
mayor frecuencia en pacientes con cancer gastrico (6.6%) y ulcera duodenal (9.1%)
comparado con pacientes con gastritis no atrofica (4.5%). Sin embargo las diferencias no

fueron estadisticamente significativas (Trejo, 2008).

Con estas investigaciones realizadas, es interesante conocer la frecuencia de estos
polimorfismos en poblacion latinoamericana pero de una forma mas completa, es decir,

conociendo la frecuencia en las patologias que se han asociado a la infeccioén por Hp.
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JUSTIFICACION

Las modificaciones genéticas en los dominios de reconocimiento y seializacion de los
TLRs pueden generar diferencias importantes en el reconocimiento y en la respuesta
inflamatoria a Hp constituyendo factores de riesgo o proteccion para las diferentes

patologias asociadas a la infeccion.

Sin embargo a la fecha no se conoce la frecuencia de los polimorfismos de los TLRs
involucrados en el reconocimiento de Hp y en el desarrollo de las diferentes patologias
asociadas a la infeccioén en poblacion colombiana y paraguaya, debido a esto, es importante

su determinacion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar algunos de los polimorfismos de los TLRs 2, 4, 5 y 9 y su probable asociacién con

enfermedades causadas por Hp en pacientes de dos poblaciones de Latinoamérica.
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el genotipo de la region polimérfica de: TLR2/R753Q,
TLR4/D299G y T399I, TLR5/392%7°F y N592S, TLR9/-1237T/C.

2. Determinar la asociacion de los polimorfismos encontrados con las diferentes

patologias causadas por Hp.

4. HIPOTESIS

La presencia del polimorfismo en los diferentes TLRs estd asociada al desarrollo de las

patologias mas severas causadas por la infeccion de Hp.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefio del estudio.

Estudio de casos y controles, multicéntrico, multidisciplinario y ciego para el evaluador.
5.2 Lugar de estudio

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de

Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad-Iztapalapa.
5.3 Sujetos del estudio

Las muestras de este estudio fueron obtenidas de un estudio previo titulado: “Estudio
internacional sobre la historia natural de tlcera duodenal y cancer gastrico asociados a la
infeccion con H. pylori. Factores ambientales del huésped y de la bacteria asociados a
enfermedad” realizado en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas
y Parasitarias. Debido a que es un estudio multicéntrico que incluye los paises de México,
Colombia y Paraguay, durante este estudio se analizaron las muestras provenientes de
Colombia y Paraguay debido a que las muestras correspondientes a México se analizaron
previamente por otro compaiero de la Unidad. Las muestras de ADN se extrajeron a partir
del concentrado leucocitario (buffy coat) mediante la técnica de precipitacion con sales

(Salting-Out) (Nasiri, 2005) y se encontraban conservadas a —70 °C.
5.3.1 Criterios generales de seleccion.

Los sujetos de estudio fueron seleccionados de pacientes con sintomas gastrointestinales
protocolizados para endoscopia y biopsia géstrica. El numero de hombres y mujeres fue
definido considerando la frecuencia aproximada de los diferentes diagnosticos por sexo.

Los grupos de diagnostico fueron integrados de la siguiente forma:

1. Céncer: Se incluyeron sujetos con carcinoma invasor de estomago, todos los subtipos y

localizaciones y que no hubieran recibido tratamiento previo.
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2a. Gastritis Cronica Atrofica (GCA): Se incluyeron sujetos con GCA diagnosticados

como el cambio histoldgico més severo en las biopsias, sin tlcera péptica asociada.

2b. Metaplasia intestinal (MI): Se incluyeron sujetos en los cuales la MI fue el diagndstico

mas severo, no importando la presencia de GCA, sin ulcera péptica asociada.

2¢. Displasia Gastrica (DG): Sujetos con un diagnodstico de DG en cualquiera de las

biopsias, sin Ulcera péptica asociada.

3. Gastritis no atréfica: Incluye pacientes con mucosa gastrica normal o aquellos con
gastritis cronica no atrofica o superficial. Para este grupo, los sujetos con antecedentes o
presencia de ulcera péptica fueron excluidos. Este grupo, figuro como control, debido a que
presentan un fendémeno inflamatorio cronico por la infeccion con Hp, aunque no presenten

ninguna sintomatologia asociada a la infeccion.

4. Ulcera duodenal (UD): Incluye tlcera péptica con localizacién duodenal, basado en el
diagnodstico endoscopico. Los sujetos fueron incluidos sin importar el tipo de gastritis que

presentaron en el estomago.

5.3.1.1 Criterios de inclusion

a. Tener 18 afios de edad o més al momento del diagndstico
b. Género masculino o femenino

c. Ser colombiano o paraguayo con ascendencia de dos generaciones o mas

5.3.1.2Criterios de no inclusién

a. Tener menos de 18 anos de edad al momento del diagnostico.

b. Diagnostico de alguna enfermedad autoinmune, diabetes u otro tipo de cancer.

c. Sujetos quienes hayan tomado tratamiento previo en las ultimas dos semanas con
antibioticos, antiinflamatorios no esteroideos, compuestos de bismuto e inhibidores

de la bomba de protones.
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d. Pacientes con varices esofagicas o cualquier otra condicion a criterio del
endoscopista.

e. Ser colombiano o paraguayo con ascendencia de solo una generacion.

5.4 Definicién de Infeccion con H. pylori

Un paciente infectado fue aquel que resultd positivo para Hp en dos de cualquiera de las

tres siguientes pruebas:

5.4.1 Serologia. Anticuerpos contra extracto total de cagA

Para medir anticuerpos contra antigeno de extracto total se uso la técnica de ELISA

previamente descrita (Camorlinga-Ponce, 1999).

5.4.2 Histologia. Lesiones gastricas

Las biopsias fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. El diagnostico se establecio con base

en la presencia de inflamacion cronica y cambios morfoldgicos (Price, 1991).
5.4.3 Cultivo.

Los extractos fueron cultivados en medio gelosa-sangre durante 7 dias a 37 °C y 9% de
CO,. Pasado el tiempo debieron ser positivos para las pruebes de catalasa, oxidasa y

peroxidasa.

5.5 Tamano de muestra

El tamafio de la muestra fue de 217 y 278 ADNs obtenidos de pacientes de Paraguay y

Colombia respectivamente.

5.6 Tipo de muestra

De cada paciente previamente se tomaron 5 mL de sangre con heparina como
anticoagulante para aislar el ADN y 2 biopsias de antro y cuerpo para diagnostico de

infeccion con Hp por cultivo e histologia.
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5.7 Extraccion de ADN por la técnica de precipitacion con sales 8Salting-Out).

Se extrajo ADN genomico a partir de células mononucleares de sangre periférica utilizando
5 mL de sangre contenida en tubos con heparina como anticoagulante, de los pacientes y

controles.

La sangre total se centrifugd a 3500 rpm durante 7 minutos para recolectar la capa
correspondiente a las células blancas y se transfirieron a un tubo Eppendorf” de 1.5 mL
estéril. Se realizaron 3 lavados con 800 pL de solucién de lisis 1 (Sucrosa 0.3M, Tris-HCl
2M (pH 7.5), MgCl, 5Mm, Triton 100X 1%), se agité en vortex y centrifugé a 12000 rpm
durante 1 minuto. Una vez realizados los lavados, se afiadieron 400 pL de la solucion de
lisis 2 (NaCl 0.075M, Na-EDTA 0.024M) y se agitd en vortex. Se afadieron 10 pL de la
solucioén de SDS al 20%, 100 uL. de NaClO, 5M y se agitd durante 5 minutos suavemente
colocando los tubos en una gradilla de agitacion. Transcurrido este tiempo, se anadieron 200
uL de NaCl 5M y se agitdo en vortex, se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se transfirid6 a un tubo nuevo y se afadieron 700 pL de isopropanol y se
incubd a -20°C durante 1 hora. Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se decant6 y se agregd 1 mL de etanol al 70% y se mezcld vigorosamente, se
centrifug6 a 12000 rpm durante 2 minutos y se decant6 el sobrenadante. E1 ADN contenido
en el tubo, se sec6 mediante evaporacion y finalmente se realiz6 la elucion en 100 pL de

agua y se dej6 hidratando durante toda la noche.

La concentracion y pureza se verificaron mediante espectrofotometria y la integridad en gel
de agarosa al 1%. Las muestras de ADN genomico se diluyeron a una concentracion de 10

ng/uL.

5.8 Determinacion de polimorfismos de TLRs por andlisis de discriminacion alélica.

Este analisis se realizo a partir del ADN proveniente de los leucocitos determinando el
polimorfismo de TLR2/R753Q, TLR4/D299G y T399I, TLR5/TLR5*T°" y N5928 y
TLRY9/-1237T/C, mediante el método de discriminacion alélica  utilizando sondas
TagMan® marcadas con los fluorocromos VIC y FAM especificas para cada genotipo

buscado. Las dos sondas TagMan® presentes en el ensayo son cada una de ellas
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complementarias para cada uno de los SNPs. Cada una posee un fluorocromo diferente en
el extremo 5y un quencher (apagador) en el extremo 3". Durante la fase de extension de la
reaccion de PCR la ADN polimerasa rompe la sonda (as) hibridada con el ADN, separando
el fluorocromo del quencher y detectindose emision de fluorescencia de una de las sondas
o de ambas. También se necesitd la secuencia de “primers” (cebadores) especificos para
cada gen (Tabla 1). Para la reaccion de PCR se prepard una mezcla de reaccion anadiendo 5
uL de Master Mix (TagMan® Universal PCR Master Mix, No Amperase® UNG), para
una concentracion final 1X (Applied Biosystems®, Foster City, Estados Unidos) y 0.124 ul
de las sondas e iniciadores especificos para una concentracion final de 5 nM y 1 nM
respectivamente. A esta mezcla de reaccion se le afiadieron 1 pL de ADN con una
concentracion de 10 ng/ul para llegar a un volumen total de reacciéon de 10 pl. La
amplificacién se realizo en un equipo ABIPRISM 7000 PCR (Applied Biosystems”, Foster
City, Estados Unidos) con el siguiente programa de reaccion: 50°C durante 1 min, 95°C
durante 10 min y 45 ciclos a 95°C durante 15 seg y 60°C durante 1 min, la fluorescencia se
ley6 en el detector de secuencias ABI7000 (Applied Biosystems®, Foster City, Estados
Unidos). Los inciadores y las sondas se disefiaron utilizando el software Primer Express®

(Applied Biosystems®, Foster City, Estados Unidos), los cuales se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de “primers” (cebadores) y sondas especificas para cada polimorfismo

Polimorfismo Secuencia de “primers” Sonda
TLR2 /R753Q F’ CCATTCCCCAGCGCTTCT VIC AAGCTGCGGAAGAT
R’ CCAGGTAGGTCTTGGTGTTCATT FAM AAGCTGCAGAAGAT
TLR4/ D299G F’ TGACCATTGAAGAATTCCGATTAGCA VIC TACCTCGATGATATTATT
R’ CACCAGGGAAAATGAAGAAACATTTGT FAM CCTCGATGGTATTATT
TLR4/ T3991 F’ CAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGTGAT VIC CTTTAGGCTGGTTGTCC
R’ GTAATAACACCATTGAAGCTCAGATCTA FAM TTTAGGCTGATTGTCC
TLR5°TOM2 F’ CAAGACCAAACATTCAAATTCCTGGAA VIC ATTGTCTCGGAGATCC
R’ GGGTATGCTTGGAATAAAATGAATGGT FAM TTGTCTCAGAGATCC
TLR5/ N592S F’ CCAGGATGTTGGCTGGTTTCT VIC TCTGTTGAGAGAGTTTATGA
R’ GCAACGGAATGTTATTGTCTTTCTTCTTT FAM TGTTGAGAGAGCTTATGA
TLRY/ -1237T/C F’ CAGAGACATAATGGAGGCAAAGGA VIC TGCCTGGAAACTC
R’ GCCTTGGGATGTGCTGTTC FAM TGCCTGAAAACTC
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas de los genes de TLRs 2, 4, 5 y 9 en los pacientes y controles se
compararon entre si mediante la prueba de p de Fisher y empleando tablas de contingencia
de 2 x 2. El vigor de asociacion se determin6 calculando el OR con un IC del 95%. En todos

los casos, la significancia estadistica debid ser p< 0.05.
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6. RESULTADOS

Las muestras fueron colectadas durante el periodo de 1999-2003 y en un principio se
almacen6 el concentrado leucocitario (buffy coat) en los paises de origen (Colombia y
Paraguay) para después trasladarse a la Ciudad de México en hielo seco para realizar la
extraccion de ADN. Debido a este manejo de las muestras y por consiguiente la calidad del

ADN es posible que la amplificacion de las muestras no fuera la adecuada.

6.1 PARAGUAY

6.1.1 POLIMORFISMO TLR2/R753Q

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLR2/R753Q de las cuales 119 se
genotipificaron. De las 119 muestras genotipificadas; 118 (99.16%) presentaron el genotipo
R/R; 1 (0.84%) presento el cambio de una arginina (R) por una glutamina (Q) en uno de los
alelos (R/Q). El cambio de R por Q en ambos alelos (Q/Q) no se encontrd en ninguna de las

118 muestras analizadas (Tabla 2).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se observo que en el grupo de gastritis no atréfica (grupo control), la muestra fue
heterocigota y presentd el genotipo R/Q (2.7%). Para el resto de las patologias, no se
detectd ninguna muestra heterocigota (Tabla 2). No se observé diferencia estadisticamente

significativa y no hubo asociacion del polimorfismo con ninguna de las patologias.
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Tabla 2. Distribucion de las variantes alélicas en TLR2/R753Q en muestras de Paraguay
con diferentes patologias asociadas a la infeccion con Hp.

Gastritis no atrofica (38) 37 1(2.7) 0
(97.3)
Metaplasia (25) 25 0 0 1 --
(100)
Cancer (26) 26 0 0 1 --
(100)
Ulcera duodenal (30) 30 0 0 1 --
(100)
Total (119) 118 1
(99.16) (0.84)

6.1.2 POLIMORFISMO TLR4/D299G

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLR4/D299G, de las cuales 98 se
genotipificaron. De las 98 muestras genotipificadas; 92 (93.8%) presentaron el genotipo
D/D; 6 (6.1%) presentaron el cambio de un 4cido aspartico (D) por una glicina (G) en uno
de los alelos (D/G) y el cambio de D por una G en ambos alelos (G/G) no se encontr6 en

ninguna de las 98 muestras analizadas (Tabla 3).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se observo que en el grupo de gastritis no atrofica (grupo control), 4 muestras fueron
heterocigotas y presentaron el genotipo D/G, siendo este el 13.7% del total de las muestras
analizadas para este grupo, mientras que 25 (86.2%) presentaron el genotipo silvestre D/D.
En el grupo de metaplasia, 19 muestras (95%) presentaron el genotipo D/D, mientras que 1
muestra (5%) fue heterocigota presentando el genotipo D/G. En el caso del grupo de cancer,
21 muestras (95.4%) presentaron el genotipo D/D, mientras que 1 muestra (4.5%) fue
heterocigota presentando el genotipo D/G. Finalmente en el grupo de tlcera duodenal, 27
muestras (100%) presentaron el genotipo D/D. No se encontraron muestras que fueran
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homocigotas y presentaran el genotipo G/G en ninguna de las patologias asociadas a la

infeccion con Hp. (Tabla 3 y Figura 7).

Como puede observarse en la figura 7, la frecuencia del polimorfismo es menor que en el
grupo control (gastritis no atréfica). No se encontrd diferencia estadisticamente significativa

ni asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias.

Tabla 3. Distribucion de las variantes alélicas en TLR4 D299G en muestras de Paraguay
con diferentes patologias asociadas a la infeccion con Hp.

Gastritis no atrofica (29)

(86.2) (13.7)

Metaplasia (20) 19 1 0 0.636 0.32
95 (5 (0.006-3.7)
Céncer(22) 21 1 0 0.375 0.29
(95.4) (4.5 (0.005-3.3)
Ulcera duodenal (27) 27 0 0 0.122 0
(100) (0-1.1)
Total (98) 92 6
(93.8) (6.1)
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Figura 7. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR4
(D299G) en poblacién infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atroéfica,
metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.1.3 POLIMORFISMO TLR4/T399I

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLR4/T3991 de las cuales 137 se
genotipificaron. De las 137 muestras genotipificadas; 130 (94.8%) presentaron el genotipo
T/T; 7 (5.1%) presentaron el cambio de una treonina (T) por una isoleucina (I) en uno de los
alelos (T/T) y el cambio de una T por una I en ambos alelos (I/I) no se encontrd en ninguna

de las 137 muestras analizadas (Tabla 4).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas
se observo que en el grupo de gastritis no atrofica (grupo control), 3 muestras fueron
heterocigotas y presentaron el genotipo T/I, siendo este el 6.6% del total de las muestras
analizadas para este grupo, mientras que 42 muestras (93.3%) presentaron el genotipo T/T.
En el grupo de metaplasia, 25 muestras (92.6%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 2
muestras fueron heterocigotas, presentando el genotipo T/I. En el caso del grupo de cancer,
29 muestras (96.6%) presentaron el genotipo T/T y 1 muestra (3.3%) fue heterocigota dando
el genotipo T/I. Finalmente, en el grupo de ulcera duodenal, 34 muestras (97.1%)

presentaron el genotipo T/T, mientras que 1 muestra (2.8%) fue heterocigoto, presentando el
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genotipo T/I. No se tuvo ninguna muestra homocigota y que presentara el genotipo I/l en

ninguna de las patologias asociadas a la infeccion por Hp (Tabla 4 y Figura 8).

Como puede observarse en la figura 8, la frecuencia del polimorfismo en el grupo de
metaplasia es mayor comparada con la del grupo de gastritis no atrofica (grupo control),
aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. La frecuencia en el grupo de
cancer y ulcera duodenal fue menor comparada con el grupo control. No se encontrd

asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias.

Tabla 4. Distribucion de las variantes alélicas en T399I de TLR4 en muestras de Paraguay
con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica (45)

(93.3) (6.6)
Metaplasia (27) 25 2 0 1 1.1
(92.6) (7.4) (0.08-10.4)
Cancer(30) 29 1 0 0.646 0.48
(96.6) (3.3) (0.008-6.4)
Ulcera duodenal (35) 34 1 0 0.645 0.48
(97.1) (2.8) (0.008-6.4)
Total (137) 130 7
(94.8) (5.1)
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Figura 8. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR4
(T399I) en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atrdfica,
metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.1.4 POLIMORFISMO TLR5/392°™"

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLR5/392%™" de las cuales 121 se
genotipificaron. De las 121 muestras genotipificadas; 117 (96.6%) presentaron el genotipo
R/R; 4 (3.3%) presentaron el cambio de una R por un codon de paro en uno de los alelos
(R/*). El cambio de una R por un codon de paro en ambos alelos (*/*) no se encontr6d en

ninguna de las 121 muestras analizados (Tabla 5).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrd6 que en el grupo de gastritis no atrofica (grupo control), 2 muestras fueron
heterocigotas presentando el genotipo R/*, siendo este el 5.4% del total de las muestras
analizadas mientras que 35 pacientes (94.6%) presentaron el genotipo R/R. En el grupo de
metaplasia, 23 muestras (95.8%) presentaron el genotipo R/R, mientras que 1 muestra fue
heterocigota, presentando el genotipo R/*. En el caso del grupo de cancer, 26 muestras
(93.6%) presentaron el genotipo R/R y 1 muestra (3.7%) fue heterocigota presentando el
genotipo R/*. Finalmente, en el grupo de tlcera duodenal, 33 muestras (100%) presentaron

el genotipo R/R, y no se encontr6 ninguna muestra que presentara el genotipo R/*. No se
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encontrd ninguna muestra homocigota y que presentara el genotipo */* en ninguna de las

patologias asociadas a la infeccion por Hp (Tabla 5 y Figura 9).

Como puede observarse en la figura 9, la frecuencia del polimorfismo es menor con
respecto al grupo control (gastritis no atréfica) en cada una de las patologias estudiadas,
ademas de que no se encontro diferencia estadisticamente significativa ni asociacion del

polimorfismo con alguna de las patologias.

Tabla 5. Distribucion de las variantes alélicas en 392°7°" de TLR5 en muestras de Paraguay
con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica(37)

(94.6)  (5.4)
Metaplasia (24) 23 1 0 1 0.76

(95.8)  (4.1) (0.01-15.4)
Céncer(27) 26 1 0 1 0.67

(93.6) (3.7) (0.01-13.6)
Ulcera duodenal (33) 33 0 0 0.513 0

(100) (0-2.5)
Total (121) 117 4

(96.6)  (3.3)
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Figura 9. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLRS
(3923T°") en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atréfica,
metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.1.5 POLIMORFISMO DE TLR5/N592S

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLRS5/N592S de la cuales 129 se
genotipificaron. De las 129 muestras genotipificadas; 126 (97.6%) presentaron el genotipo
N/N; 3 (2.3%) presentaron el cambio de una asparagina (N) por una serina (S) en uno de los
alelos (N/S) y el cambio de una N por una S en ambos alelos (S/S) no se encontrd en

ninguna de las 129 muestras analizadas (Tabla 6).

Cuando se analiz¢ la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrd6 que en el grupo de gastritis no atréfica (grupo control), 1 muestra fue
heterocigota presentando el genotipo N/S, siendo este el 2.5% del total de las muestras
analizadas mientras que 39 muestra (97.5%) presentaron el genotipo N/N. En el grupo de
metaplasia, 24 muestras (96%) presentaron el genotipo N/N, mientras que 1 muestra (4%)
fue heterocigota, presentando el genotipo N/S. En el caso del grupo de cancer, 31 muestras
(100%) presentaron el genotipo N/N y no se encontré ninguna muestra con el genotipo N/S.
Finalmente, en el grupo de tulcera duodenal, 32 muestras (96.9%) presentaron el genotipo

N/N, y 1 muestra (3%) presentd el genotipo N/S. No se encontrd ninguna muestra
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homocigota y que presentara el genotipo S/S en ninguna de las patologias asociadas a la

infeccion por Hp (Tabla 6 y Figura 10).

Como puede observarse en la figura 10, la frecuencia del polimorfismo en el grupo de
metaplasia es mayor con respecto al grupo control (gastritis no atréfica) y disminuye en los
grupos de cancer y ulcera duodenal. No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa

ni asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias.

Tabla 6. Distribucion de las variantes alélicas en N592S de TLRS en muestras de Paraguay
con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica (40)

(97.5) (2.5)
Metaplasia (25) 24 1 0 1 1.6
96)  (4) (0.01-130.7)
Céancer (31) 31 0 0 1 --
(100)
Ulcera duodenal (33) 32 1 0 1 1.4
(96.9) (3.0 (0.017-112)
Total (129) 126 3
(97.6) (2.3)
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Figura 10. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLRS
(N592S) en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atréfica,
metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.1.6 POLIMORFISMO TLRY9/-1237 T/C

Se analizaron 217 muestras para el polimorfismo de TLR9/-1237T/C de las cuales 108 se
genotipificaron. De las 108 muestras genotipificadas; 72 (66.6%) presentaron el genotipo
T/T; 36 (33.3%) presentaron el cambio de una timina (T) por una citocina (C) en uno de los
alelos (T/C) y el cambio de una T por una C en ambos alelos (C/C) no se encontrd en

ninguna de las 108 muestras analizados (Tabla 7).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrd6 que en el grupo de gastritis no atréfica (grupo control), 8 muestras fueron
heterocigotas presentando el genotipo T/C, siendo este el 22.8% del total de las muestras
analizadas mientras que 27 muestras (77.1%) presentaron el genotipo T/T. En el grupo de
metaplasia, 16 muestras (69.5%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 7 muestras
(30.4%) fueron heterocigotas presentando el genotipo T/C. En el caso del grupo de cancer,
14 muestras (58.3%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 10 muestras (41.6%) fueron
heterocigotas, presentaron el genotipo T/C. Finalmente, en el grupo de tlcera duodenal, 15

muestras (57.7%) presentaron el genotipo T/T, y 11 muestras (42.3%) fueron heterocigotos,
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presentando el genotipo T/C. No se encontrdé ninguna muestra homocigota (genotipo C/C)

en ninguna de las patologias asociadas a la infeccion por Hp (Tabla 7 y Figura 11).

Como puede observarse en la figura 11, la frecuencia del polimorfismo en cada una de las
patologias fue mayor con respecto al grupo control (gastritis no atréfica), observandose una
frecuencia mayor en el grupo de ulcera duodenal con una diferencia estadisticamente
significativa (p=.04), con un OR de 3.7, lo que indica el riesgo a desarrollar ulcera duodenal
en pacientes infectados con Hp en nuestra poblacion de estudio y esta diferencia fue

estadisticamente significativa (p=0.2) (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de las variantes alélicas en -1237T/C de TLR9 en muestras de
Paraguay con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica (35)

(77.1)  (22.8)

Metaplasia (23) 16 7 0 0.553 1.4
(69.5)  (30.4) (0.37-5.6)
Céncer (24) 14 10 0  0.156 2.4
(58.3)  (41.6) (0.67-8.7)
Ulcera duodenal (26) 15 11 0 0.04 3.7
(57.7)  (42.3) (1.1-13.9)
0.0239
Total (108) 72 36

(66.6)  (33.3)
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Figura 11. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR9
(-1237 T/C) en poblaciéon infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atrofica,
metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.2 COLOMBIA

6.2.1 POLIMORFISMO TLR2 R753Q

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR2/R753Q de las cuales 247 se
genotipificaron. De las 247 muestras genotipificadas; 246 (99.60%) presentaron el genotipo
R/R; 1 (0.40%) present6 el cambio de una R por una Q en uno de los alelos (R/Q) y el
cambio de R por Q en ambos alelos (Q/Q) no se encontrd en ninguna de las 247 muestras

analizadas (Tabla 8).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrd que en el grupo de cancer, 1 muestra fue heterocigota y presentd el genotipo
R/Q (2.5%). Para el resto de las patologias, no se detectd ninguna muestra heterocigota
(Tabla 8). No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa y no hubo asociacion del

polimorfismo con ninguna de las patologias.
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Tabla 8. Distribucion de las variantes alélicas en TLR2 R753Q en muestras de Colombia
con diferentes patologias asociadas a la infeccion con Hp.

Gastritis no atrofica (49)

(100) 0

Atrofia (42) 42 0 0 --
(100)

Metaplasia (62) 62 0 0 --
(100)

Cancer (39) 38 1 0 --
97.4) (2.5)

Ulcera duodenal (55) 55 0 0 --
(100)

Total (247) 246 1

(99.6)  (0.40)

6.2.2 POLIMORFISMO TLR4 D299G

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR4/D299G de las cuales 213 se
genotipificaron. De las 213 muestras genotipificadas; 204 (95.7%) presentaron el genotipo
D/D; 9 (4.2%) presentaron el cambio de un D por una G en uno de los alelos (D/G) y el
cambio de D por una G en ambos alelos (G/G) no se encontré en ninguna de las 213

muestras analizadas (Tabla 9).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontré que en el grupo de gastritis no atréfica (grupo control), 3 muestras fueron
heterocigotas y presentaron el genotipo D/G, siendo este el 6.6% del total de las muestras

analizadas para este grupo, mientras que 42 (93.3%) presentaron el genotipo D/D. En el
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grupo de gastritis atréfica, 35 muestras (97.2%) presentaron el genotipo D/D, mientras que
1 muestra (2.7%) fue heterocigota presentando el genotipo D/G. En el caso del grupo de
metaplasia, 55 muestras (94.8%) presentaron el genotipo D/D, mientras que 3 muestras
(5.1%) fueron heterocigotas presentando el genotipo D/G. En el grupo de cancer, 31
muestras (96.8%) presentaron el genotipo D/D, mientras que 1 muestra (3.1%) fue
heterocigota presentando el genotipo D/G. Finalmente en el grupo de ulcera duodenal, 41
muestras (97.6%) presentaron el genotipo D/D y 1 muestra fue heterocigota presentando el
genotipo D/G. No se encontraron muestras que fueran homocigotas y presentaran el
genotipo G/G en ninguna de las patologias asociadas a la infecciéon con Hp. (Tabla 9 y

Figura 12).

Como puede observarse en la figura 12, la frecuencia del polimorfismo es mayor en el
grupo control (gastritis no atréfica) con respecto a cada una de las patologias estudiadas, y
aunque se observa una frecuencia mayor en el grupo de metaplasia, con respecto al grupo de
gastritis atréfica, cancer y tulcera duodenal, no se encontrd diferencia estadisticamente

significativa ni asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias (Tabla 9 y Figura

12).
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Tabla 9. Distribucion de las variantes alélicas en TLR4 D299G en muestras de Colombia
con diferentes patologias asociadas a la infeccion con Hp.

Gastritis no atrofica (45)

(933)  (6.6)
Atrofia (36) 35 1 0 0.42 0.40
(972)  (2.7) 0
Metaplasia (58) 55 3 0 0.59 1.6
(94.8)  (5.1) 0
Cancer(32) 31 1 0 0.73 0.65
(96.8)  (3.1) 0
Ulcera duodenal (42) 41 1 0 0.48 0.43
(97.6) (2.3) 0
Total (213) 204 9
(95.7)  (4.2)
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Figura 12. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR4
(D299G) en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atrofica,
gastritis atrofica, metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.2.3 POLIMORFISMO TLR4 T399I

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR4/T3991 de las cuales 258 se
genotipificaron. De las 258 muestras genotipificadas, 249 (96.5%) presentaron el genotipo
T/T; 9 (3.41%) presentaron el cambio de una T por una I en uno de los alelos (T/I) y el
cambio de una T por una I en ambos alelos (I/I) no se encontré en ninguno de las 258

muestras analizadas (Tabla 10).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas
se encontrd que en el grupo de gastritis no atrofica (grupo control), 2 muestras fueron
heterocigotas y presentaron el genotipo T/I, siendo este el 4% del total de las muestras
analizadas para este grupo, mientras que 48 muestras (96%) presentaron el genotipo T/T.
En el grupo de gastritis atrofica, 40 muestras (95.2%) presentaron el genotipo T/T, mientras
que 2 muestras (4.7%) fueron heterocigotas, presentando el genotipo T/I. En el grupo de
metaplasia, 66 muestras (96.6%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 3 muestras
(84.3) fueron heterocigotas, presentando el genotipo T/I. En el caso del grupo de cancer,
39 muestras (97.5%) presentaron el genotipo T/T y 1 muestra (2.5%) fue heterocigota
presentando el genotipo T/I. Finalmente, en el grupo de tlcera duodenal, 56 muestras
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(98.2%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 1 muestra (1.7%) fue heterocigota,

presentando el genotipo T/I. No se encontrd ninguna muestra homocigota y que presentara e

genotipo I/l en ninguna de las patologias asociadas a la infeccion por Hp (Tabla 10 y Figura

13).

Como puede observarse en la figura 13, la frecuencia del polimorfismo en el grupo de

gastritis atrofica es un poco mayor comparada con el grupo control (gastritis no atrofica) y

los demas grupos de estudio, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

En ninguna de las otras patologias se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa y

no se encontrd asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias estudiadas.

Tabla 10. Distribucion de las variantes alélicas en T3991 de TLR4 en muestras de

Colombia con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica (50)

(96)
Gastritis Atrofica (42) 40
(95.2)
Metaplasia (69) 66
(96.6)
Cancer(40) 39
(97.5)
Ulcera duodenal (57) 56
(98.2)
Total (258) 249
(96.5)

“)

2
(4.7)

3
(4.3)

1
(2.5)

1
(1.7)

(3.4)

0.96

0.41

0.62

0.64

1.06
0

2.25
0

0.52
0

0.56
0
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Figura 13. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR4
(T399I) en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atréfica,
gastritis atrofica, metaplasia, cancer y tlcera duodenal.

6.2.4 POLIMORFISMO TLR5 392°7°"

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR5/392°™" de las cuales 218 se
genotipificaron. De las 218 muestras genotipificadas 207 (94.9%) presentaron el genotipo
R/R; 11 (5.1%) presentaron el cambio de una R por una T formando un codén de paro en
uno de los alelos (R/*) y el cambio de una R por una T en ambos alelos (*/*) no se encontro

en ninguno de las 218 muestras analizadas (Tabla 11).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontro6 que en el grupo de gastritis no atréfica (grupo control), 2 muestras fueron
heterocigotas presentando el genotipo R/*, siendo este el 4.3% del total de las muestras
analizadas mientras que 44 muestras (95.6%) presentaron el genotipo R/R. En el grupo de
gastritis atrofica, 33 muestras (89.1%) presentaron el genotipo R/R, mientras que 4
muestras (10.8%) fueron heterocigotas presentando el genotipo R/* y por lo tanto la
formacion del codon de paro. En el grupo de metaplasia, 55 muestras (96.4%) presentaron
el genotipo R/R, mientras que 2 muestras fueron heterocigotas, presentando el genotipo R/*.
y la formacion del codén de paro. Para el grupo de cancer, 32 muestras (94.1%) presentaron

el genotipo R/R y 2 muestras (5.8%) fueron heterocigotas presentando el genotipo R/* y la
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formacion del codon de paro. Finalmente, en el grupo de ulcera duodenal, 43 muestras
(97.7%) presentaron el genotipo R/R, y 1 muestra (2.2%) fue heterocigota presentando el
genotipo R/* y la formacion del codén de paro. No se encontrdé ninguna muestra
homocigota y que presentara el genotipo */* en ninguna de las patologias asociadas a la

infeccion por Hp (Tabla 11 y Figura 14).

Como puede observarse en la figura 14, la frecuencia del polimorfismo en el grupo de
gastritis atréfica es mayor comparada con el grupo control (gastritis no atréfica) y con los
grupos de metaplasia, cancer y tlcera duodenal, ademas de que la frecuencia en el grupo de
cancer es mayor que en el grupo control (gastritis no atrofica) y en metaplasia y ulcera
duodenal aunque estos cambios no fueron estadisticamente significativos. No se encontrd
asociacion del polimorfismo con alguna de las patologias estudiadas.

Tabla 11. Distribucién de las variantes alélicas en 392°'°" de TLR5 en muestras de
Colombia con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Grupo de Estudio R/R R/* *[* p® OR
(# pacientes) (%) (%) (%) (95% IC)
Gastritis no atrofica (46) 44 2 0
(95.6) (4.3)
Gastritis Atrofica (37) 33 4 0 0.29 2.63
(89.1)  (10.8) 0O
Metaplasia (57) 55 2 0 0.85 0.82
(96.4) (3.5) 0O
Cancer(34) 32 2 0 0.66 1.35
(94.1) (5.8) 0
Ulcera duodenal (44) 43 1 0 0.49 0.39
(97.7) (2.2) 0
Total (218) 207 11
(94.9) (5.1)
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Figura 14. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLRS
(392°T°") en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atrofica,
gastritis atrofica, metaplasia, cancer y ulcera duodenal.

6.2.5 POLIMORFISMO DE TLR5 N592S

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR5/N592S de las cuales 239 se
genotipificaron. De las 239 muestras genotipificadas 238 (99.5%) presentaron el genotipo
N/N; 1 muestra (0.5%) present6 el cambio de una N por una S en uno de los alelos (N/S) y
el cambio de una N por una S en ambos alelos (S/S) no se encontrd en ninguna de las 239

muestras analizadas (Tabla 12).

Cuando se analiz6 la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrd que en el grupo ulcera duodenal, 1 muestra fue heterocigota presentando el
genotipo N/S, siendo este el 2% del total de las muestras analizadas mientras que 48
muestras (98%) presentaron el genotipo N/N. Para el resto de las patologias, no se detectd
ninguna muestra heterocigota (Tabla 8) ademas de no encontrarse diferencia
estadisticamente significativa. No se encontrd asociacion del polimorfismo con ninguna de

las patologias.
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Tabla 12. Distribucion de las variantes alélicas en N592S de TLRS5 en muestras de
Colombia con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Grupo de Estudio N/N N/S SIS p? OR
(# pacientes) (%) (%) (%) (95% IC)
Gastritis no atrofica (47) 47 0

(100) 0

Gastritis Atrofica (42) 42 0 0 0.625 --
(100)

Metaplasia (63) 63 0 0 0.563 --
(100)

Céncer (38) 38 0 0 0.634 --
(100)

Ulcera duodenal (49) 48 1 0 --

(97.96)  (2.0)

Total (239) 238 1
(99.5)  (0.42)

6.2.6 POLIMORFISMO TLR9 -1237 T/C

Se analizaron 278 muestras para el polimorfismo de TLR9/-1237T/C de las cuales 221
genotipificaron. De las 221 muestras genotipificadas 186 (84.1%) presentaron el genotipo
T/T; 34 (15.3%) presentaron el cambio de una T por una C en uno de los alelos (T/C) y el
cambio de una T por una C en ambos alelos (C/C) se encontré en 1 muestra (0.41%) de las

221 muestras analizadas (Tabla 13).

Cuando se analizo la frecuencia del polimorfismo en cada una de las patologias estudiadas,
se encontrdé que en el grupo de gastritis no atrofica (grupo control), 7 muestras fueron
heterocigotas presentando el genotipo T/C, siendo este el 17% del total de las muestras

analizadas mientras que 33 muestras (80.4%) presentaron el genotipo T/T. En el grupo de
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gastritis atrofica, 26 muestras (74.2%) presentaron el genotipo C/C, mientras que 9 muestras
(25.7%) fueron heterocigotas presentando el genotipo T/C. En el grupo de metaplasia, 55
muestras (88.7%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 7 muestras (11.2%) fueron
heterocigotas presentando el genotipo C/T. En el caso del grupo de cancer, 30 muestras
(83.3%) presentaron el genotipo T/T, mientras que 6 muestras (16.6%) fueron heterocigotas,
presentaron el genotipo T/C. Finalmente, en el grupo de tulcera duodenal, 42 muestras
(89.3%) presentaron el genotipo T/T, y 5 muestras (10.6%) fueron heterocigotas,
presentando el genotipo T/C. Se encontrd una sola muestra homocigota y que presento el
genotipo C/C (2.4%) la cual estuvo en el grupo control (gastritis no atréfica). Para el resto
de las patologias asociadas a la infeccion por Hp, no se encontré homocigocidad (Tabla 13

y Figura 15).

Como puede observarse en la figura 15, la frecuencia del polimorfismo T/C en el grupo de
gastritis atrofica es mayor comparada con el grupo control (gastritis no atrofica). Para el
resto de las patologias, se observa una variacion entre cada grupo pero ninguna de estas
variaciones fue estadisticamente significativa y no se encontrd asociacion del polimorfismo
con ninguna de las patologias (Tabla 13 y figura 15). Como s6lo se encontrd un paciente
homocigoto (C/C) y se localiza en el grupo control (gastritis no atréfica), se necesita un
mayor numero de muestras para tener una diferencia estadisticamente significativa y por lo

tanto una asociacion.
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Tabla 13. Distribucion de las variantes alélicas en -1237T/C de TLR9 en muestras de
Colombia con diferentes patologias asociadas a la infeccion por Hp.

Gastritis no atrofica (41)

(80.4) (17.0) (2.4

Gastritis Atrofica (35) 26 9 0 0.73 1.21
(74.2)  (25.7) 0
Metaplasia (62) 55 7 0 0.26 0.52
(88.7) (11.2) 0
Céancer (36) 30 6 0 0.7 0.78
(83.3) (16.6) 0O
Ulcera duodenal (47) 42 5 0 0.2 0.45
(89.3)  (10.6) 0
Total (221) 186 34 1

(84.1) (153) (0.45)
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Figura 15. Porcentaje de la frecuencia genotipica diferente a la version wild type de TLR9
(-1237 T/C) en poblacion infectada con Hp con diversas patologias: gastritis no atréfica,
metaplasia, cancer y tlcera duodenal.
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7. DISCUSION

Hp es una bacteria que infecta alrededor del 50% de la poblacion mundial y solamente del
10 al 20% desarrollan alguna patologia, la infeccion por este bacilo, se ha asociado a un
fenomeno inflamatorio crénico y las consecuencias clinicas son el desarrollo de ulcera
duodenal, atrofia gastrica y cancer gastrico (Perez-Perez, 2004 y Sipponen, 1992). La
manera en la que una infeccidon crénica puede llevar a desarrollar estas patologias puede
estar dada por la diversidad genética de la bacteria y por sus diferentes factores de
virulencia que hasta la fecha ha sido lo mas estudiado. Otra manera, es la variabilidad
genética del hospedero la cual puede modificar la respuesta inmune durante la infeccion
con Hp, y tener como consecuencia una insuficiencia en el control de la infeccion o debido
a la desregulacion de la respuesta inflamatoria el dafio cronico en la mucosa gastrica (EI-

Omar, 2000 y Li, 2005)

Los TLRs son receptores que participan en la respuesta inmune innata y tienen la capacidad
de reconocer estructuras de microorganismos patdégenos como es el caso de Hp, induciendo
la activacion de varios genes provocando la produccion de mediadores inflamatorios que

son los principales causantes del dafio inducido en las patologias asociadas a Hp.

Las modificaciones que pueden sufrir cualquiera de los componentes de la respuesta
inflamatoria estdn asociados con las patologias causadas por la infeccion, un ejemplo de
esto es lo que se encontr6 en poblacidén asiatica y europea donde se observd que los
polimorfismo en IL-1 y TNF-a estan asociados a un mayor riesgo a desarrollar cancer
gastrico y ulcera péptica (EI-Omar, 2000 y Li, 2005). Se ha demostrado que los TLRs tienen
la capacidad de reconocer estructuras de Hp como son el LPS, la flagelina y ADN (Maeda,
2004, Smith, 2003, Gewirtz, 2004, Pérez-Pérez, 1995, Torok 2005) y asi poder inducir la

activacion de NF-kB para iniciar la sintesis de citocinas como IL-18, TNF-a, IL-8 e IL-10.

Debido a que los TLRs son componentes de la respuesta inmune innata y participan en la
direccion de la respuesta inmune adaptativa, se considera que la variacion genética de estos

receptores puede causar alteraciones en el reconocimiento de sus ligandos, en las vias de
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sefializacion y por consiguiente en la sintesis de mediadores de la respuesta inflamatoria.
Algunos autores han considerado que puede ser un factor de riesgo para desarrollar sépsis
(Schwartz, 2002, Schmitt, 2002, Arbour, 2000, Lorenz, 2000, Lorenz, 2001, Lorenz, 2002).
Se considera que los polimorfismos en esos receptores pueden tener un papel importante en
el aumento de las patologias causadas por la infeccion de Hp, asi como en la evolucion de la

enfermedad.

7.1 POLIMORFISMO TLR2 R753Q

En los resultados obtenidos durante este trabajo, se observd que solamente un paciente
presentaba la variacion genética en uno de los alelos (753Q). La frecuencia de este
polimorfismo en otras poblaciones es menor al 3%, en nuestro estudio en poblacion
paraguaya y en poblacion colombiana la frecuencia fue similar 2.7% y 0.4%
respectivamente, lo que demuestra que hay poca variaciéon genética en nuestros grupos de
estudio. Para poder confirmar esto, es necesario aumentar el nimero de muestras de ambas

poblaciones.

7.2 POLIMORFISMO TLR4 D299G Y T399I

La sustitucion de una D por una G en el aa 299 se ha asociado a un mayor riesgo de contraer
infecciones por bacterias Gram negativas y a una respuesta inflamatoria disminuida
(Schwarts, 2002, Schmitt, 2007), ademéas de que se ha asociado con linfoma MALT
(Hellming, 2005), atrofia y cancer gastrico (Hold, 2007) y en nifios a infecciones por
bacterias cagA+ de Hp (Moura, 2008). En este trabajo en la poblacion paraguaya analizada,
se encontrd una mayor frecuencia del polimorfismo en pacientes con gastritis no atréfica
(grupo control), comparada con pacientes con metaplasia, cancer gastrico y ulcera duodenal.
En la poblacion colombiana analizada, igualmente la frecuencia mas alta se encontrd en el
grupo control (gastritis no atrofica) seguida del grupo de metaplasia, céncer, gastritis
atrofica y finalmente la frecuencia mas baja en el grupo de ulcera duodenal, lo que no
concuerda con los estudios previamente publicados. Consideramos que se requiere aumentar

el tamafio de muestra para corroborar estos hallazgos..
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Los resultados encontrados para TLR4 T399I en la poblacion paraguaya, muestran una
mayor frecuencia del polimorfismo en el grupo de metaplasia comparado con el grupo de
gastritis no atréfica (grupo control) y una frecuencia menor en cancer gastrico y ulcera
duodenal; lo que podria provocar que los pacientes que poseen este polimorfismo presenten
una proteccion a desarrollar estas patologias, aun cuando las diferencias no fueron
estadisticamente significativas ni se encontrd asociacion. En la poblacion colombiana
analizada, la mayor frecuencia se encontrd en el grupo de gastritis atrofica y metaplasia
comparada con el grupo control y una disminucion en los grupos de cancer y ulcera
duodenal. Dado que este polimorfismo se ha asociado con una disminucion de la respuesta
inflamatoria, también se podria asociar a una mayor susceptibilidad a infeccion por las
cepas mas virulentas de Hp, que en aquellas que no presentan el polimorfismo. Es probable
que puedan erradicarse este tipo de cepas porque su respuesta inmune es normal, y en las
personas que presentan el polimorfismo como su respuesta inmune este modificada, puede
haber una falla en el control de la infeccion, permitiendo el establecimiento de la bacteria en
el epitelio gastrico, llevando asi a una mayor exposicion de los factores de virulencia de la

bacteria y por lo tanto al desarrollo de las patologias més severas.

Una respuesta inadecuada debida a los cambios en el dominio extracelular de TLR4 donde
se localizan las regiones 299 y 399 pueden alterar la capacidad del epitelio géstrico de
interaccionar con Hp, induciendo dafo y predisposicion al desarrollo de las diferentes

enfermedades gastroduodenales asociadas a Hp (Trejo, 2008).

7.3 POLIMORFISMO TLR5 392577 ¥ N592S

Se ha demostrado que Hp necesita de sus flagelos para una colonizacion eficiente y para
mantener la infeccidn en el epitelio gastrico (Eaton, 1996). Existen diferentes estudios y hay
controversia sobre el reconocimiento de Hp via TLRS, debido a que algunos autores dicen
que TLRS es capaz de reconocer la flagelina de Hp y otros dicen lo contrario, uno de estos
estudios demostro que la flagelina de Hp juega un papel muy importante en la progresion de
la enfermedad mediante la produccion de IL-8 cuando se estimularon células con diferentes

fragmentos de flagelina de Hp (Hayashi, 2001). Otro estudio, demostré que las células
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epiteliales gastricas expresan TLRS y responden a Hp a través de este receptor (Smith,

2003).

No se tiene mucha evidencia sobre como afectan los polimorfismos estudiados en la
progresion de las enfermedades asociadas a la infeccion por Hp, pero uno de estos estudios
demostrd que no existe asociacion de los polimorfismos en este gen con el desarrollo de
ulcera duodenal en nifios con infeccion de Hp (Moura, 2008). Las investigaciones que se
tienen sobre estos polimorfismos son con fiebre tifoidea (Dunstan, 2005), Neumonia (Haw,
2003) y lupus eritematoso (Hawn, 2005); donde el polimorfismo con mayor frecuencia y
mayor impacto en estas enfermedades es el que forma el codén de paro (392°7°F). Si
extrapolamos nuestros resultados teniendo como base los anteriormente mencionados, en la
poblacion de Paraguay estudiada, encontramos una mayor frecuencia en el grupo control
(gastritis no atréfica) y ésta disminuye en el grupo de metaplasia y cancer y no se
encontraron muestras polimérficas en el grupo de ulcera duodenal y por el contrario, en la
poblacion de Colombia analizada, la mayor frecuencia se localizo en el grupo de gastritis
atréfica y una baja frecuencia en el grupo control (gastritis no atrofica), metaplasia, cancer y

ulcera duodenal.

El polimorfismo N592S presenta una baja frecuencia en las poblaciones estudiadas, ademas
de que no presenta una funcidn relevante cuando se transfectaron células CHO-K1 (Merx,
2005). En la poblacion de Paraguay estudiada la mayor frecuencia se encontrd en el grupo
de metaplasia. En el grupo de cancer y ulcera duodenal, no se encontraron pacientes
polimorficos. En la poblacién de Colombia estudiada, solo se tuvo un paciente polimoérfico
localizado en el grupo de tlcera duodenal; estos resultados de ambas poblaciones, podrian
sugerirnos que la presencia de este polimorfismo no altera la progresion de la enfermedad,
para poder confirmar esto, es necesario aumentar el numero de muestras de ambas

poblaciones para tener un mejor resultado.
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7.4 POLIMORFISMO TLR9 -1237T/C

TLRO es parcialmente responsable de iniciar la respuesta inmune inducida por bacterias
mediante la unién de motivos CpG no metilados, los cuales son abundantes en las bacterias.
El polimorfismo -1237T/C localizado dentro del promotor de este receptor esta asociado
con una variedad de desordenes inflamatorios, como son el asma y enfermedad de Crohn. El
analisis in silico del promotor de TLR9 ha demostrado que la variante alélica ‘C’ en la
posicion -1237 crea una potente union de NF-xB la cual puede incrementar la actividad
transcripcional del gen (Ng, 2009). Esta union aumenta la actividad transcripcional de TLR9
y afecta la union CpG-ADN, induciendo la activacion de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias y la respuesta inmune adaptativa (Hamann, 2006). En la poblacion de
Paraguay estudiada, encontramos un aumento de la frecuencia del polimorfismo en cada una
de las patologias estudiadas de forma comparativa con gastritis no atréfica y en ulcera
duodenal, esta frecuencia fue estadisticamente significativa (p=0.04). También se encontrd
que la poblacion estudiada presenta un OR de 3.7 (95% IC 1.1-13.9) por lo que pueden
tener mayor riesgo a desarrollar tilcera duodenal cuando se tiene el polimorfismo , esto
podria indicarnos que las personas que presentan el cambio de una T por una C en la
posicion -1237 del promotor del tIr9 pueden presentar una respuesta exacerbada, y esto
puede estar dado por el aumento de la actividad transcripcional de TLR9 impulsada
principalmente por la activacion de NF-kB (Ng, 2009), provocando que se rompa el
equilibrio en la mucosa gastrica, lo que llevaria al desarrollo de ulcera duodenal. Un estudio
realizado en el 2009 (Hold, 2009), mostr6 que no se observé asociacion de este
polimorfismo y el desarrollo de cancer gastrico y en nuestros resultados obtenidos con la
poblacion de Paraguay encontramos un aumento de la frecuencia del polimorfismo en el
grupo de céncer, sin embargo no fue estadisticamente significativa. Esto puede ser porque
la presencia del polimorfismo solo puede ser un factor de riesgo en los estadios tempranos
del desarrollo de la enfermedad y en la progresiéon a ulcera duodenal, ademas de ser

importante en definir la respuesta inmune del hospedero hacia la infeccion por Hp.

En la poblacion colombiana analizada, observamos un aumento de la frecuencia en el grupo

de gastritis atrofica y cancer comparadas con el grupo control (gastritis no atrofica) y una
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disminuciéon en el grupo de metaplasia y tulcera duodenal, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo de acuerdo a los resultados obtenidos por Hold,
podriamos sugerir que en esta poblacion, la presencia del polimorfismo puede llevar
desarrollar céncer, para poder confirmar esto, es necesario aumentar el niimero de
muestras. Por otro lado, solo se detectd un solo paciente que present6 el cambio -1237C/C
(tabla 13) el cual se localizd en el grupo control (gastritis no atréfica), es necesario

aumentar el nimero de muestras para identificar un nlimero mayor de casos.

Se sabe que Hp puede inducir tanto una respuesta humoral, como una celular y con las
investigaciones se ha demostrado que Hp puede invadir células epiteliales in vitro (Amieva,
2002) e in vivo en el estbmago de humanos y monos (Semino-Mora, 2003). Las células
dendriticas, las cuales expresan una variedad de TLRs, incluyendo TLRY, son un grupo
importante de células presentadoras de antigeno dentro de la ldmina propia géstrica. Una
vez estimuladas, las células dendriticas direccionan la respuesta inmune y la estimulacion de
células dendriticas humanas ha demostrado que responden directamente hacia Hp (Guiney,
2003). Se cree que una expresion alta de TLRY incrementa la sensibilidad del hospedero
hacia CpG-ADN de Hp y esto amplifica el efecto del fenotipo inflamatorio Th-1 durante la
infeccion (Krug, 2001). Ademas, la activacion de TLR9 estimula la produccion de IL-
12/TFN-y, la cual inhibe la expresion del receptor de IgE en células dendriticas (Krug,
2001) y por el contrario, se ha observado que la expresion de la variante ‘C’ en TLR9 -1237
que también incrementa la expresion de TLR9 no tiene efecto en los niveles de IgE en
suero (Berghofer, 2005 y Noguchi, 2004). Con estos antecedentes, es posible que el alelo
‘C’ de TLRY -1237 pueda ser un factor de riesgo durante el estado de inflamacion cronica
que llevaria al desarrollo de cancer géstrico y ulcera duodenal inducido por la infeccion de

Hp.
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8. CONCLUSIONES

e La frecuencia del polimorfismo -1237 T/C de TLR9 fue mayor en los pacientes con
ulcera duodenal en la poblacion estudiada de Paraguay, presenta un riesgo de 3.7
veces al desarrollo de tlcera duodenal cuando presentan el cambio de una T/C en la

region -1237 del promotor de TLRO.

e En la poblacion estudiada de Colombia, la frecuencia del polimorfismo -1237 T/C
de TLRY no present6 diferencia estadisticamente significativa ni asociacion con las

patologias asociadas a la infeccién con Hp

e La frecuencia de los polimorfismos en los genes de los receptores TLR2, TLR4 y
TLRS fue baja en las poblaciones de Paraguay y Colombia estudiadas y no se
observo asociacion de los polimorfismos en los receptores con ninguna de las
patologias producida por la infeccion de Hp en ninguna de las dos poblaciones

estudiadas.
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9. PERSPECTIVAS

1. Con los resultados obtenidos consideramos que es necesario aumentar el tamafio de

muestra para poder observar diferencias significativas.

2. Serd conveniente estudiar el efecto que tienen los diferentes polimorfismos en la

respuesta inflamatoria a través del estudio del patrén de citocinas que se inducen.
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