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RESUMEN

Antecedentes: La infeccion por Helicobacter pylori cagA+/babA2+, se asocia con
diversas entidades clinicas, que van desde gastritis no atrofica hasta cancer gastrico.
El polimorfismo -308G/A del promotor de TNF-a (rs1800629) se asocia con
predisposicion a enfermedades gastricas relacionadas con infeccién por H. pylori.
Objetivo. Valorar la asociacion del polimorfismo -308G/A de TNF-a y de la infeccion
por H. pylori babA2+/cagA+ con gastritis cronica no atréfica y Ulcera gastrica.
Material y métodos. En un estudio de casos y controles, se detectaron anticuerpos
lgG e IgM anti-H. pylori por ELISA, en 150 personas asintoméaticas. La deteccion de
cagA y babA2 se hizo por PCR en 103 pacientes con diagnéstico endoscoépico e
histopatolégico de gastritis crénica y 18 con Ulcera gastrica; todos con infeccién por
H. pylori. En ambos grupos la genotipificacion del SNP -308G/A de TNF-a se hizo por
PCR-RFLPs. Se aplico una encuesta donde se registraron datos generales de la
poblacion. Resultados. En el grupo de gastritis cronica, la frecuencia de cagA fue del
51.4% y de babA2 fue del 32%. En los pacientes con Ulcera gastrica se detecto la
misma frecuencia de genotipos cagA y babA2 con un 38.8% respectivamente. No se
encontré asociacién entre los genotipos cagA+, babA2+ o cagA+/babA2+ de la
bacteria con el desarrollo de Ulcera gastrica. La frecuencia del genotipo GG del SNP
-308G/A de TNF-a fue del 54.7% en los controles, en el grupo de gastritis cronica del
79.6% y en el de Ulcera gastrica del 77.8%. No se encontr6 asociacion entre los
genotipos cagA+/babA2+ de H. pylori y del SNP -308G/A de TNF-a con Ulcera
gastrica. EI 50% de los controles fueron positivos para IgG, IgM o ambos
anticuerpos. Conclusiones. La presencia de otros SNPs en el hospedero y
marcadores de virulencia de H. pylori, que no fueron estudiados en nuestra
poblacion, pueden tener una influencia importante en la aparicion de patologias

gastricas.

Palabras clave. H. pylori, cagA, babA2, gastritis cronica, Ulcera gastrica.



ABSTRACT

Background: The infection by Helicobacter pylori cagA+/babA2+, is associated with
several clinical outcomes, from a non atrophic gastritis and even gastric cancer. The
polymorphism -308G/A of TNF-a (rs1800629) have been related with predisposition
to gastrics diseases associated with infection by H. pylori. Aim. To value the
association of polymorphism -308G/A of TNF-a and of the infection by H. pylori
babA2+/cagA+ with non atrophic gastritis y gastric ulcer. Materials and methods. In
study cases and control, we find antibodies 1gG and IgM anti-H. pylori by ELISA, in
150 asymptomatic persons. The detection of cagA and babA2 was determined by
PCR in 103 patients with endoscopic and histopathology diagnosis of chronic gastritis
and 18 with gastric ulcer, everyone infected by H. pylori. In both groups the
genotyping of SNP -308G/A of TNF-a was determined by PCR-RFLP. All patients
gave written informed consent to participate in the study. Results. The patients with
chronic gastritis had frequency 51.4% of cagA and 32% of babA2. The group with
gastric ulcer had the same frequency of cagA and babA2 in 38.8%, respectively.
There was not association between genotypes cagA+, babA2+ or cagA+/babA2+
from bacterium with gastric ulcer development. The genotype GG of the SNP -
308G/A TNF-a was 54.7% in controls, the group of chronic gastritis had 79.6% and
the patients with gastric ulcer had 77.8%. There was not association between
genotypes cagA+/babA2+ and SNP -308G/A of TNF-a with gastric ulcer
development. In the group of controls, 50% had IgG, IgM or both antibodies.
Conclusion. The presence of another SNPs in the host and virulence markers of H.
pylori, that were not studied in our population, can to influence the development of

gastric pathology.

Keywords: H. pylori, cagA, babA2, chronic gastritis, gastric ulcer.



INTRODUCCION

La infeccion por Helicobacter pylori se asocia con diversas entidades clinicas, que
van desde gastritis no atréfica hasta cancer gastrico. La prevalencia de infeccién por
H. pylori, varia entre la poblacién de un mismo pais y de pais en pais. En 2006, el
Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades
(CENAVECE) de la Secretaria de Salud, reporté 1, 491, 309 casos nuevos de Ulcera,
gastritis, y duodenitis, que ocuparon el cuarto lugar como causas de enfermedad en
la poblacion mexicana. En Guerrero, en ese mismo afio esas patologias fueron la
sexta causa de enfermedad con 39, 055 casos. Por otra parte, en el periodo de 1996-
2003 la tasa de mortalidad por tumores malignos fue de 44.5 por cada 100 mil
habitantes y de éstos, la tasa de mortalidad por cancer de estomago fue de 6.4 por
cada 100 mil habitantes (CENAVECE SSA 2006).

H. pylori posee factores de virulencia que le facilitan la colonizacién de la mucosa
gastrica. Algunas adhesinas de membrana externa facilitan su adherencia a las
células epiteliales de la mucosa gastrica. La adhesina mejor conocida es la proteina
BabA codificada por el gen babA2, que se encuentra en el 46% al 82.3% de las
cepas que infectan poblacion de América del Sur. BabA se une al antigeno del grupo
sanguineo Lewis b fucosilado presente en la superficie de las células epiteliales
gastricas (Peek et. al. 2002; Rad et. al. 2004; Sheu et. al. 2003). La adhesién de H.
pylori se da con frecuencia en antro o cuerpo del estbmago a través de BabA. Esta
adhesion favorece la liberacién de toxinas y moléculas efectoras, como CagA, que
modula vias de sefalizacion que conducen a mal funcionamiento e inflamacién de la
mucosa gastrica, produccién de auto-anticuerpos y pérdida de células parietales. La
adhesion de la bacteria al epitelio gastrico también se relaciona con infiltracion
linfocitaria, atrofia glandular, metaplasia intestinal e incremento en la proliferacion
epitelial, entidades que se asocian con alto riesgo de desarrollar Ulcera péptica y

adenocarcinoma gastrico (Algood et. al. 2003; Garcia et. al. 2003).



Del 50% a 70% de las cepas de H. pylori contienen una region de DNA de 40 kb
conocida como isla de patogenicidad cag (cag-PAl). Esta isla codifica la citotoxina
asociada al gen A, CagA y un sistema de secrecion tipo IV (T4SS), que trasloca a
CagA y moléculas de peptidoglicana (PGN), al interior de la célula epitelial gastrica
(Nimri et. al. 2006; Blaser y Atherton 2004). En el citoplasma de la célula hospedera,
CagA induce la activacion de la proteina activadora 1 (AP-1), factor de transcripcion
gue activa la expresion de IL-8 (Nomura et. al. 2002; Pinto-Santini y Salama 2005) y
de otras quimiocinas. Por otra parte, el PGN interacciona con el receptor denominado
dominio de oligomerizaciéon de unidn a nucleétido-1 (NOD 1), y de esta forma
sefializa para activar al factor de transcripcion NF-kB, que modula la expresion de
genes de citocinas como IL-8, quimiocina CXC2 (CXCL2) y beta-defensina-humana 2
(hBD-2) .Estas promueven el infiltrado de neutrdéfilos y células mononucleares que
producen IL-1f, TNF-a e IL-6, citocinas que amplifican el proceso inflamatorio que
resulta en una gastritis activa relacionada con la falta de secrecién de acido gastrico
(Fox y Wang 2007).

El gen vacA codifica una proteina inmunogénica de 95 kDa llamada VacA. Esta tiene
un efecto vacuolizante sobre las células del epitelio gastrico y participa de manera
importante en la patogénesis de entidades clinicas como ulcera péptica y cancer
gastrico (Kuster et. al. 2006; Fox y Wang 2007; Martins et. al. 2005). Existe una gran
diversidad genética entre los alelos del gen vacA. Este gen puede presentar un
mosaico genético en base a variaciones alélicas en las regiones media (alelos m1 y
m2) y sefal (alelos s1y s2). Los genotipos vacA s1/ml de H. pylori tienen una mayor
actividad vacuolizante, los genotipos s1/m2 presentan una actividad intermedia y en
los genotipos s2/m2 la actividad es escasa o nula (Asrat et. al. 2004; Wang et. al.
2003; Backert et. al. 2004).

Entre los factores genéticos del huésped que influyen en la magnitud de la respuesta
inflamatoria hacia H. pylori, se encuentran algunos polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) en genes de citocinas como IL-B, IL-4, IL-6 y TNF-a. TNF-a es una

citocina proinflamatoria regulada a nivel transcripcional, que participa de manera
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importante en la defensa del huésped contra la infeccion por H. pylori; sin embargo,
cuando los monocitos secretan altas concentraciones de TNF-a, esta citocina
contribuye al dafio del epitelio gastrico reduciendo la secrecién de &cido gastrico
(Yea et. al. 2001). Los polimorfismos descritos en la region promotora de este gen
incluyen el -1031T/C, -863C/A, -857C/A, -574G/A, -376G/A, -308G/A, -238G/A y -
163G/A (Soto et. al. 2004). La sustitucién de una guanina (G) por una adenina (A) en
la posicion -308, origina que el factor de transcripcion AP-1 se una con mayor
afinidad a la regibn promotora de este gen, generando un aumento en la
transcripcion que da como resultado altas concentraciones de TNF-a (Yea et. al.
2001; Garza-Gonzalez et. al. 2005). EI SNP -308G/A de TNF-a (rs1800629) se ha
estudiado en pacientes con gastritis y se encontré0 que los individuos coreanos
portadores del alelo -308A e infectados con cepas de H. pylori cagA+ son mas
susceptibles de desarrollar patologia gastrica. En esa poblacién también se encontré
gue el SNP -308G/A, incrementa el riesgo de infeccion por H. pylori (Hamajima et. al.
2006). En una poblacién del noreste de México, no se encontrd asociacion entre este
polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer gastrico, pero se encontré una alta
frecuencia genotipica AA (87.3%) del SNP -308G/A, en personas con cancer gastrico
(Garza-Gonzalez et. al. 2005).

Las moléculas antigénicas de la bacteria incluyen proteinas de choque térmico,
Ureasa, CagA, VacA y LPS. Estos antigenos son captados y procesados por
macroéfagos, para luego activar células T de la ldmina propia. Los linfocitos T
contribuyen a la activacion de los linfocitos B, para que se diferencien a células
plasméaticas secretoras de anticuerpos IgG e IgA, en la superficie basal del epitelio
gastrico. Los antigenos CagA, VacA y Ureasa de H. pylori, inducen la produccion de
anticuerpos 1gG (Yokota et al., 1998). Tosi et al., reportaron que, in vitro, la unién de
IgG a la bacteria, promueve la fagocitosis vy lisis por neutréfilos (Tosi et. al. 1990). H.
pylori posee un epitope antigénico de alta inmunogenicidad en la cadena polisacéarida
del LPS. Este antigeno timo-independiente no genera cambio de isotipo, por lo que
los linfocitos B son capaces de proliferar, diferenciarse y producir IgM en ausencia de

5



linfocitos T. Yokota et al., encontr6 titulos de IgM contra este epitope antigénico en
adultos sanos. Por otro lado, los anticuerpos IgM se producen también en respuesta
a antigenos timo-dependientes, como las proteinas de H. pylori, indicando asi una

infeccion activa (Yokota et. al. 1998).

En la literatura publicada del estado de Guerrero, no se encontraron datos acerca de
la frecuencia de infeccion por H. pylori babA2+/cagA+ y de los genotipos del
polimorfismo -308G/A de TNF-a en pacientes con diagndstico de gastritis crénica y
Ulcera gastrica. Asi mismo, se desconoce si existe asociacion entre el polimorfismo -
308G/A de TNF-a y la infeccion por H. pylori babA2+/cagA+ en pacientes con
gastritis cronica y ulcera gastrica. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
valorar la asociacion del polimorfismo -308G/A de TNF-a y de la infeccion por H.
pylori babA2+/cagA+ con gastritis cronica y Ulcera gastrica, asi como detectar

factores de riesgo que favorecen la adquisicion de la infeccién.



MATERIAL Y METODOS

Poblacién. Se realiz6 un estudio de casos y controles. El grupo de los casos se
conformé de 121 pacientes positivos a la infeccion por H. pylori, de los cuales 103
tenian diagndstico endoscopico e histopatologico de gastritis cronica y 18 de ulcera
gastrica, atendidos en la Unidad Especializada en Gastroenterologia Endoscopia de
la ciudad de Chilpancingo, Gro. El grupo control se integré de 150 personas de uno u
otro sexo, de la misma base poblacional que los casos, sin sintomas de
enfermedades géstricas asociadas a la infeccion por H. pylori y sin historia de
haberlas padecido, sin antecedentes de tratamiento con antibiéticos para infecciones
bacterianas, con inhibidores de la bomba de protones o neutralizadores del pH. Los
casos y los controles aceptaron participar en el estudio de manera voluntaria
firmando una carta de consentimiento. Mediante la aplicacion de una encuesta, se
registraron datos generales como sexo, edad, escolaridad, antecedentes familiares
de enfermedades gastricas y de factores que propician la adquisicion de la infeccion

por H. pylori.

Obtencidén de muestras sanguineas. De cada sujeto control se obtuvieron 6 ml de
sangre periférica por puncion venosa, 3 mL se colectaron en tubos con EDTA para la
obtencién de DNA y 3 mL en tubos sin EDTA para separar el suero. La temperatura
de almacenamiento hasta su procesamiento fue de 4 °C para la sangre total y -20 °C

para el suero.

Obtencién de Biopsias. El médico gastroenterdlogo a través de un endoscopio de
fibra 6ptica, obtuvo una biopsia géastrica del sitio de la lesién, la cual se coloc6 en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL con solucién de extraccion (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 20
mM pH 8.0, SDS 0.5%) y se almacend a -20 °C hasta la extraccion de DNA.

Extraccion de DNA a partir de biopsias. Las biopsias se trataron con 3.8 uL de
proteinasa K a una concentracion de 20 mg/mL por 20 minutos a 65 °C (Sambrook
2001). La extraccion de DNA gendmico total de biopsias gastricas se hizo mediante

la técnica de fenol-cloroformo alcohol isoamilico.



Extraccion de DNA a partir de leucocitos. La extraccion de DNA gendmico a partir

de leucocitos se realiz6 por la técnica de Miller (Miller DN et. al. 1999).

Deteccién del gen cagA de Helicobacter pylori. Las muestras positivas al gen 16S
rRNA de H. pylori se sometieron a PCR para el gen cagA de la bacteria. Los
oligonucledtidos que se utilizaron son: F 5-
ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3 y R 5'-
TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3’, con los cuales se obtuvo un producto
de amplificacién de 297 pb, figural. La reaccion de PCR se realizé en un volumen
final de 15 pL con 10 pmol de cada oligonucleétido, 3.0 mM de MgCl,, 300 ng de
DNA gendémico, 0.2 mM de dNTP's y 1.0 U de TagDNA polimerasa Platinium
(Invitrogen, Brazil). El programa de amplificacion consisti6 de un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, 40 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s
y 72 °C por 45 s y un ciclo de extension final a 72 °C por 7 min (Yu et. al. 2002). Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, los
cuales se tifieron con bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de luz
UV (BIO-RAD, ltalia). Como control positivo se utiliz6 DNA de H. pylori cepa ATCC
43504 cagA+ (Garcia et. al. 2003 ) .

Deteccion del gen babA2 de Helicobacter pylori. Para la identificacion del gen
babA2 de H. pylori los oligonucleétidos empleados fueron: F 5-
AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA-3 y R 5-
TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA-3’ con los cuales se obtuvo un producto de
PCR de 850 pb, figura 2 (Gerhard et. al. 1999). La reaccion de amplificacion se llevd
a cabo en un volumen final de 15 pL con 10 pmol de cada oligonucleétido, 3.0 mM de
MgCl,, 300 ng de DNA gendémico, 0.2 mM de cada dNTP’s, 1.0 U de TagDNA
polimerasa Platinum (Invitrogen, Brazil). El programa de amplificacion consistié de un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 40 ciclos a 95 °C por 30 s, 57 °C
por 40 s, 72 °C por 45 s y una extension final a 72 °C por 5 min (Gerhard et. al.
1999). Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al

1.5%, fueron tefiidos con bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de
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luz UV (BIO-RAD, ltalia). Como control positivo se utiliz6 DNA de H. pylori cepa
ATCC 43504 babA2+ (Garcia et. al. 2003).

800 pb

<4—850 pb

Y «—297pb

Figura 1. PCR para genotipos cagA de H. Figura 2. PCR para genotipos babA2 de H.
pylori. Carril 1: Marcador de peso molecular de pylori. Carril 1: Marcador de peso molecular
1Kb, carril 2: control negativo, carril 3: control de 1Kb, carril 2: control negativo, carril 3:
positivo H. pylori ATCC 43504 (297 pb), carril control positivo H. pylori ATCC 43504 (850
4, 5y 7: muestras positivas, carril 6: muestra pb), carril 4-6: muestras negativas, carril 7:
negativa. muestra positiva.



Genotipificacion del polimorfismo -308G/A de TNF-a. Para amplificar una
secuencia de la region promotora del gen de TNF-a, se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos: F 5-GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3 y R 5-
GGGACACACAAGCATCAAG-3 con los cuales se obtuvo un producto de PCR de
147 pb, figura 3. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de
25 uL que incluyd: 1.5 mM de MgCl,, 50 ng de DNA gendmico, 0.2 mM de dNTP’s, 5
pmol de cada oligonucledtido y 1.0 U de TagDNA polimerasa recombinante
(Invitrogen, Brazil) (Yea et. al. 2001). El programa de amplificacién consistié de un
ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por
30 s,55°C por 45 s, 72 °C por 1 min con una extensién final a 72 °C por 2 min. Para
definir los genotipos del polimorfismo -308G/A, se sometieron a restriccion 5 pL del
producto de PCR con 4.0 U de la enzima Ncol (New England BioLabs, USA) en un
volumen total de 10 pL. La reaccion se incub6 a 37 °C por tres horas (Yea et. al.
2001). Los productos de restriccion fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 4% tefiidos con bromuro de etidio y observados en un
transiluminador de luz UV (BIO-RAD, ltalia). El genotipo homocigoto GG generé dos
fragmentos de 124 y 23 pb, el genotipo heterocigoto GA tres fragmentos de 147, 124
y 23 pb, mientras que el genotipo homocigoto AA gener6 un fragmento sin digerir de
147 pb, figura 4.

el ] 4 147 pb

Figura 3. PCR de TNF-a. Carril 1: Marcador Figura 4. RFLPs del SNP -308G/A de TNF-

de peso molecular de 123 pb, carril 2: agua a. Carril 1: Marcador de peso molecular de
desionizada estéril, carril 3-7: productos de 123 pb, carril 2: producto de PCR sin digerir
PCR de 147 pb. de 147 pb, carril 3-5: genotipos GG, carril 6:

genotipo GA, carril 7: genotipo AA.
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Detecciéon de anticuerpos IgG e IgM anti-Helicobacter pylori. La deteccién de
anticuerpos anti-H.pylori se realizé mediante el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a
Enzima (ELISA) utilizando un kit en microplaca H. pylori IgG o IgM EIA (International
Immuno-Diagnostics, USA). El procedimiento y la interpretacion de los resultados se
realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se consideré que un
sujeto fue seropositivo cuando resulté positivo al menos a uno de los dos

anticuerpos.

Andlisis estadistico. El andlisis estadistico de los resultados se realizé con el
paquete estadistico Stata v. 9.2. Se obtuvieron frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo -308G/A de TNF-a en ambos grupos de estudio, asi como la frecuencia
de los genes babA2 y cagA de H. pylori en el grupo de los casos. Las diferencias
entre las frecuencias se analizaron con la prueba exacta de Fisher y Ji cuadrada. Se
determinaron mediana y rangos intercuartilo de las variables cuantitativas asimétricas
para ambos grupos, se usoé la prueba de Kruskal-Wallis para hacer la comparacion
de medianas entre los casos y controles. Se determiné la razén de momios (OR) y
los intervalos de confianza al 95% para establecer la asociacion entre el polimorfismo
-308G/A de TNF-a con la gastritis crénica, Ulcera gastrica y la infeccion por H. pylori

cagA+ y babA2+ mediante modelos de regresién logistica multinomial.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion. Se estudiaron 150 sujetos control y 121 casos, 103
tuvieron un diagndstico endoscopico e histopatolégico de gastritis cronica no atréfica
y 18 con Ulcera gastrica. El promedio de edad en los controles fue de 33 afios, con
un intervalo de 15 a 78 afios, en los pacientes con gastritis cronica fue de 46 afos,
con un intervalo de 11 a 79 afios y en sujetos con Ulcera gastrica fue de 60 afios, con
un intervalo de 26 a 83 afos. Siete pacientes menores de 20 afios tenian gastritis
cronica. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
de estudio en relacién a la edad, escolaridad y al servicio de drenaje, tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion.

Controles Gastritis crénica Ulcera géstrica Valor de p

n=150 n=103 n=18
Edad (medianay rango
ey oy rang 28 (23-42) 47 (36-57) 65 (44-76) 0.0001 %
Sexo  n(%)
Femenino 101 (67.3) 63 (61.2) 12 (66.7)
Masculino 49 (32.7) 40 (38.8) 6 (33.3) 0.593
Escolaridad ® n(%)
Sin estudios 5(3.3) 9(8.7) 6 (33.3)
Primaria 21 (14) 21 (20.4) 5(27.8) &
Secundaria 24 (16) 12 (11.7) 2 (11.1) <0.001
Bachillerato 48 (32) 14 (13.6) 2(11.2)
Licenciatura y mas 52 (34.7) 47 (45.6) 3(16.7)
Antecedentes familiares de
patologias gastricas
asociadas a H. pylori n(%)
No 79 (52.7) 54 (52.4) 14 (77.8) Y
Si 71(47.3) 49 (47.6) 4(22.2) 0.121
Estrés n(%)
No  74(49.3) 37 (36) 7(38.9) %
Si 76(50.7) 66 (64) 11 (61.1) 0.098
Habito de fumar n(%)
No 72 (48) 58 (56.3) 7 (38.9) &
Fumador actual o ex fumador 78 (52) 45 (43.7) 11 (61.1) 0.255
Lugar de procedencia n(%)
Zona centro 89 (59.3) 50 (48.5) 8 (44.4) “
Otros 61 (40.7) 53 (51.5) 10 (55.6) 0.164
Servicio de agua potable n(%)
Si 145 (96.7) 98 (95.2) 17 (94.4) S
No 5(3.3) 5 (4.8) 1(5.6) 0.608
Servicio de drenaje n(%)
Si 148 (98.7) 100 (97.1) 16 (88.9) 0.049 i3
No 2 (1.3) 3(2.9) 2 (11.1)

@ Edad: se reporta mediana y rango intercuartil. * Prueba de Kruskal-Wallis. Se reportan frecuencias simples para variables
cualitativas.® Prueba de Ji cuadrada; ¥ Prueba exacta de Fisher. ¢ Niveles de escolaridad concluidos.
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H. pylori cagA+y babA2+ en pacientes con gastritis cronicay Ulcera gastrica.

Todos los casos (n=121), fueron positivos al gen 16S rRNA de H. pylori. La
frecuencia del gen cagA en la poblacién total de los casos fue del 49.5% y del gen
babA2 fue del 33%. El 23.3% de los pacientes con diagndéstico de gastritis cronica
tenian infeccién con H. pylori cagA+/babA2+, mientras que en el grupo de ulcera
gastrica, solo el 16.6% tuvieron la presencia de cepas con los dos marcadores de
virulencia. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de gastritis crénica y Ulcera gastrica en relacion a la presencia de cagA,

babA2 o los dos genotipos de H. pylori, tabla 2.

Tabla 2. Frecuencia de genotipos cagA y babA2 en casos de gastritis crénicay
Ulcera gastrica.

Genotipos de H. pylori. Gastritis cronica Ulcera gastrica Valor de p
n=121 n=103 n=18
cagA- 50 (48.6) 11 (61.2) o
0.325
cagA+ 53 (51.4) 7 (38.8)
babA2- 70 (68) 11 (61.2)
0.569 *
babA2+ 33 (32) 7 (38.8) -
cagA+/babA2+ 24 (23.3) 3(16.6) 0.815 ¥

® Prueba de Ji cuadrada. ¥ Prueba exacta de Fisher

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los genotipos cagA+ y

babA2+ de H. pylori con Ulcera gastrica, tabla 3.

Tabla 3. Asociacion de los genotipos cagA y babA2 de H. pylori con ulcera

gastrica.
Casos
Genotipos de H. —— —
pylori Gastrlrt]lflc(;gmca Ulcerr?:glaéstnca RMA  (IC95%) RMP (1C95%)
cagA- 50 11
cagA+ 53 7 0.60 (0.18-1.86) 0.53 (0.16-1.69)
babA2- 70 11
babA2+ 33 7 1.34 (0.40-4.21) 1.48 (0.46-4.76)

€ El grupo de Gastritis crénica se usa como categoria de referencia. RM*=crudos; RMP=ajustado por edad y escolaridad,
mediante modelos de regresién logistica multinomial.
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Asociacion del polimorfismo -308G/A de TNF-a con gastritis cronicay tlcera
gastrica.

En los sujetos control las frecuencias genotipicas se encontraron en equilibrio génico
de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg (X?=0.169). En el grupo de Ulcera gastrica
no se encontré ningin paciente con el genotipo AA. El genotipo GG y el alelo G
fueron los mas frecuentes en los tres grupos de estudio. Al calcular el valor de p, se
encontrd que existe diferencia estadisticamente significativa (p< 0.001) entre los
grupos de estudio en relacion a los genotipos del polimorfismo -308G/A de TNF-q,
tabla 4.

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -308G/A de TNF-a en
controles y casos de gastritis crénicay Ulcera gastrica.

Genotipo Controles Gastritis cronica Ulcera géstrica Valor de p
n=150 n=103 n=18
AA 6 (4) 5(4.9) 0 (0)
GA 62 (41.3) 16 (15.5) 4(22.2) <0.001 ¥
GG 82 (54.7) 82 (79.6) 14 (77.8)
Alelos
A 74 (0.247) 26 (0.127) 4(0.111)
G 226 (0.753) 180 (0.873) 32 (0.889)

o Prueba exacta de Fisher.

No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre los genotipos GA y
GG del polimorfismo -308G/A de TNF-a con el desarrollo de gastritis cronica y Ulcera
gastrica, tabla 5.

Tabla 5. Asociacion del polimorfismo -308G/A de TNF-a con gastritis créonicay
Ulcera gastrica.

Casos
. Controles
Genotipo _
n=150
GC® n=103 RMA (1C95%) UGY n=18 RMA (IC95%)
AA 6 5 1.0 0o* 1.0
GA 62 16 0.30 (0.06-1.47) 4 0.55 (0.05-29.98)
GG 82 82 1.20 (0.29-5.17) 14 1.26 (0.14-60.75)

$ Gastritis crénica. Y Ulcera géstrica. RMA=crudos. * Se agrego6 una unidad para calcular la razén de momios.
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Se evalué la interaccion de los dos genotipos cagA/babA2 de la bacteria y del SNP -
308G/A de TNF- a, con el desarrollo de Ulcera gastrica. Los casos de gastritis cronica
se usaron como grupo de comparacion. No se encontré asociacion entre los
genotipos cagA+/babA2+ y del SNP -308G/A de TNF-a con Ulcera géstrica, tabla 6.

Tabla 6. Interaccion de los genotipos cagA, babA2 de H. pylori y del SNP -308G/A de
TNF-a en pacientes con gastritis crénicay uUlcera géstrica.

GC3 n=103 UGY n=18 RM2 (1C95%)
cagA-/babA2-/AA 1 0* 1.0 @
cagA+/babA2+/GA 3 2 1.5(0.049 - 117.5)
cagA+/babA2+/GG 21 1 0.18 (0.006 - 16.0)

Q Categoria de referencia. ¥ Gastritis crénica. Y Ulcera gastrica. RMA=crudos. * Se agreg6 una unidad para calcular la razén de
momios.
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IgG e IgM anti-H. pylori en el grupo control.

El 10% fueron IgG e IgM positivos y el 50% fueron positivos para IgG, IgM o para

ambos anticuerpos, figura 3.

Frecuencia

n=150

50 1

40 -~
35 1
30 A
25 A
20 A
15 ~
10 A

18.7 %

50 %

40.7%

10 %

1gG+/IgM-

1gG-/IgM+ IgG+/IgM+ IgG+ 0 IgM+/1gG+
elgM+

Figura 3. Seroprevalencia de anticuerpos IgG e IgM anti-H. pylori en el grupo control.
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DISCUSION

Diversos factores de riesgo favorecen la adquisicion de H. pylori, asi mismo
diferentes condiciones ambientales, factores genéticos del hospedero y factores de
virulencia de la bacteria, favorecen la aparicién de enfermedades gastricas. En este
trabajo encontramos diferencias significativas en relacion a la edad, la escolaridad y
el servicio de drenaje con que contaban los sujetos incluidos en los tres grupos de
estudio. Siete pacientes con gastritis cronica fueron menores de 20 afios y 10
pacientes con Ulcera gastrica eran mayores de 60 afos. Estos hallazgos pueden
deberse a que Guerrero carece de buenas condiciones higiénico-sanitarias y ser el
segundo estado con mayor indice de analfabetismo, lo que aumenta la falta de
conocimiento acerca de los mecanismos y condiciones que predisponen a la
aparicion de enfermedades géstricas (INEGI 2005). Rota et. al. en pacientes de
Brazil con gastritis cronica y Ulcera gastrica, al igual que Lanas et. al. en una
poblacion espafiola con Ulcera duodenal y Ulcera gastrica, no encontraron diferencias
significativas en relacion a la edad en estos grupos de pacientes, asegurando que
hay otros factores de riesgo como el uso de anti-inflamatorios no esteroideos que se
relacionan con la aparicion de enfermedades gastricas (Rota et. al. 2001; Lanas et.
al. 2001).

En paises en desarrollo como México, se ha reportado una prevalencia de H. pylori
cagA+ de 47.6% a 63.4% (Torres et. al. 2005) y en paises desarrollados de 60%
(Segal et. al. 1999). En este estudio, la prevalencia de cepas cagA+ fue del 49.5%,
dato que concuerda con lo observado por otros investigadores (Martins et. al. 2005;
Garcia et. al. 2006; Nomura et. al. 2002). Se encontro que el 51.4% de los pacientes
con gastritis cronica fueron H. pylori cagA+, porcentaje similar a lo reportado por
Paniagua et al. (52%) en una poblaciébn mexicana con diagnostico de gastritis cronica
(Paniagua et. al. 2009). Es posible que en poblacibn mexicana la distribucion de

cepas cagA+ sea homogénea entre personas que padecen gastritis cronica.
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En el grupo de ulcera gastrica la prevalencia de H. pylori cagA+ fue de 38.8%, esta
frecuencia es menor a la reportada en un estudio realizado en la Cd. de México por
Gonzalez-Valencia et. al., quienes encontraron una frecuencia del gen cagA del 81%
en individuos con Ulcera péptica activa y del 90% en pacientes con Ulcera péptica no
activa. Esta diferencia puede deberse a que nosotros detectamos cagA a partir de
DNA total de biopsia de un solo sitio del estdbmago y ellos de DNA obtenido del
cultivo de la bacteria. Morales-Espinosa et. al., en un grupo de pacientes de la ciudad
de Meéxico, con diagnostico de Ulcera duodenal, Ulcera géstrica y dispepsia no
ulcerosa, cultivaron una biopsia de antro y otra del cuerpo del estbmago, y tuvieron
una frecuencia de aislamiento de H. pylori del 100%, asi mismo, el genotipo cagA+
se identificd en antro y cuerpo del estdbmago en todos los pacientes. Esto sugiere que
el cultivo de las biopsias y el empleo de diferentes oligonucle6tidos para la deteccion
de cagA, juegan un papel importante en la estimacién de la prevalencia de este gen.

La adherencia de H. pylori al epitelio gastrico, mediada por BabA2, es un paso
importante en la patogénesis géstrica. En paises de América del Sur, las frecuencias
de cepas H. pylori babA2+ van de un 46% a un 82.3%. Garcia et. al. en el 2006,
encontraron solo el 1.5% de cepas babA2+ en una poblacién chilena con sospecha
de patologia géstrica. En nuestro estudio, la prevalencia de cepas babA2+ en el
grupo de gastritis cronica fue del 32% y Paniagua et. al. (2009), reportaron una
frecuencia del 21.7% en una poblacion mexicana con el mismo diagnéstico. En el
grupo de Ulcera gastrica, encontramos una frecuencia del 38.8%, mientras que
Torres et. al. (2009), reportaron una frecuencia del 84.8% en pacientes cubanos con
Ulcera gastrica, usando los iniciadores de Sheu et. al. Observaron también que al
usar los iniciadores de Gerhard et. al. (1999) en ese grupo de pacientes, la

prevalencia era mas baja.

En paises asiéaticos la prevalencia de babA2+ es mayor al 70%, aun usando los
iniciadores de Gerhard, como es el caso de Mizushima et. al. quienes reportan un
84.4% de genotipos babA2+ en una poblacién japonesa con diagnostico de Ulcera

gastrica. Globalmente, los resultados sugieren que es necesario el uso de
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oligonucledtidos que reconozcan una secuencia altamente conservada del gen

babA2 para aumentar la sensibilidad y especificidad en su deteccién.

Para tener un mejor conocimiento acerca de las zonas del estbmago que estan
colonizadas por H. pylori es necesario estudiar cada uno de los sitios que componen
el estbmago. Lopez-Vidal et. al., en una poblacién de la ciudad de México, cultivaron
tres biopsias de cada una de las cuatro zonas del estbmago (antro, porciéon angular,
cuerpo y fundus), un total de 12 biopsias por paciente, con diagnéstico de cancer
gastrico, dispepsia no ulcerosa y reflujo gastroesofagico. Ellos reportan que en
pacientes con dispepsia no ulcerosa, H. pylori se encuentra distribuido de manera
uniforme en todo el estbmago, asi mismo encuentran que en pacientes con cancer
gastrico, H. pylori tiene preferencia por el fundus y el cuerpo, por ultimo reportan que
en pacientes dispépticos, las cepas de H. pylori cagA+, tienen preferencia por el
fundus y cuerpo el estdbmago. En estudios posteriores, es conveniente incluir
muestras del fundus y del cuerpo para evaluar la presencia de este gen. En este
trabajo, el 77.4% de las biopsias estudiadas en el grupo de gastritis cronica fueron de
antro, y el 22.6% fueron de cuerpo, piloro y porcién angular.

La presencia de dos o mas marcadores de virulencia de H. pylori como cagA y
babA2, se han relacionado con la severidad de entidades clinicas gastricas. Nosotros
encontramos una frecuencia de cepas H. pylori cagA+/babA2+ del 23.3% en
pacientes con gastritis cronica. Estas frecuencias superan lo reportado por Paniagua
et. al. en pacientes mexicanos con el mismo diagndstico, donde reportan un 14.4%
de cepas H. pylori cagA+/babA2+.

El polimorfismo en la posicion -308G/A del promotor de TNF-a, se ha relacionado con
un aumento en la tasa de transcripcién del gen, lo que genera altas concentraciones
de esta citocina (Wilson et. al. 1997). Diversos estudios han asociado este
polimorfismo con patologias gastroduodenales. Machado et. al. reportaron una
asociacion (OR 2.2, Cl 95% 1.4-3.5) entre el alelo A del SNP -308G/A de TNF-a con
adenocarcinoma gastrico (Machado et. al. 2003). En otro estudio se reporté que los

pacientes con gastritis, que son portadores del alelo A de este SNP e infectados con
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cepas de H. pylori cagA+, son mas susceptibles de desarrollar patologia gastrica. En
esa poblacion también se encontré que este SNP incrementa el riesgo de infeccion
por H. pylori (Hamajima et. al. 2006). Partida-Rodriguez et. al. en 2009, en poblacién
con Uulcera duodenal y cancer géstrico de la ciudad de México reportaron, una
asociacion del alelo A con ulcera duodenal (OR 3.31, Cl 95% 1.48-7.39). Estas
observaciones sostienen que TNF-a, es una citocina que participa de manera
importante en el proceso inflamatorio responsable de favorecer el desarrollo de
gastritis cronica, Ulcera gastrica y cancer gastrico.

Sin embargo, recientemente se reportd que el SNP -308G/A de TNF-a, no influye
sobre la concentracibn de la proteina en circulacion, durante un proceso de
inflamacién inducido in vivo (Taudorf et. al. 2008). Jong et. al. demostraron también
gue este SNP, no determina los niveles de produccion de TNF-a en sangre periférica,
en presencia de una endotoxina bacteriana (Jong et. al. 2002) y otro estudio report6
gue este SNP no se asocia con altas concentraciones de TNF-a en suero (Skoog et.
al. 1999). Esto sugiere que la expresion de la proteina no solo depende de un cambio
genético en el promotor del gen, si no que existen otros factores que favorecen
niveles elevados de TNF-a.

Tabibzadeh et. al. reportaron que la expresién del RNAm de TNF-a y la sintesis de
proteina, dependen del ciclo menstrual, afirmando que durante las fases secretora y
menstrual, hay un incremento notable de RNAmM de TNF-a y de proteina TNF-a en
circulacion (Tabibzadeh et. al. 1999), de esta forma el sexo es un factor que puede
relacionarse con la aparicion de patologias gastricas.

Kunstmann et. al. reportan que el genotipo GG es un factor de riesgo para Ulcera
duodenal (OR 10.7), con una frecuencia del genotipo AA de 0% en pacientes con ese
diagnéstico (Kunstmann et. al. 1999). En este estudio encontramos también una muy
baja frecuencia del genotipo AA del SNP -308G/A de TNF-a (Controles 4%; GC
4.9%; UG 0%) y no encontramos asociacion de los genotipos GA y GG de este SNP
con gastritis cronica y Ulcera gastrica.

Al evaluar la interaccion de los genes bacterianos con los genotipos del SNP -

308G/A de TNF-a, cagA+/babA2+/GA y cagA+/babA2+/GG, no encontramos
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asociacion estadisticamente significativa con el desarrollo de Ulcera gastrica. Estos
datos difieren con un estudio donde reportan una asociacion significativa (OR 16.6 CI

95% 7.7-35.9) entre la interaccion de los genotipos cagA+/GG con cancer gastrico.

El tamafio de la muestra usado en este trabajo, puede explicar la falta de asociacion,
por esta razOn sugerimos incrementar el nUmero de muestras, para aumentar la
probabilidad de encontrar esta asociacién. Asi mismo sugerimos que existen otros
factores de riesgo que pueden estar favoreciendo la apariciéon de enfermedades
gastricas, como son: factores de virulencia de H. pylori y diferentes polimorfismos de
citocinas proinflamatorias que no se estudiaron en este trabajo, como lo reportado
por Martinez et. al., quienes encuentran asociaciéon (OR 4.4 Cl 95% 1.02-19.2) al
evaluar la interaccion del genotipo vacAsl/ml de H. pylori y el alelo C del SNP -
31T/C de la IL-1B con Ulcera géstrica, en el mismo grupo de pacientes con gastritis
cronica y Ulcera gastrica que se estudiaron en este trabajo (Martinez et. al. 2009).

El genotipo mas frecuente en los tres grupos de estudio fue el GG, seguido del GA 'y
AA. Estos resultados son consistentes con otros trabajos realizados en este pais
(Parra-Rojas et. al. 2006; Partida-Rodriguez et. al. 2009; Zufiiga et. al. 2001). Sin
embargo, en un estudio realizado en Monterrey Nuevo Ledn, se encontré que el
genotipo AA fue el mas frecuente, seguido del GA y GG, en personas sanas y en
pacientes con cancer gastrico (Garza-Gonzalez et. al. 2005). Las diferencias en las
frecuencias alélicas y genotipicas entre la poblacion mexicana, se pueden explicar
por el hecho de que el genoma de los mexicanos, es el resultado de la mezcla de 35
grupos étnicos y que varia entre las distintas regiones del pais, lo que lo hace
diferente al genoma de poblaciones de Europa, Asia y Africa (Jiménez-Sanchez et.
al. 2009).
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En el grupo de controles, se encontr6 una prevalencia de anticuerpos anti-H. pylori
IgG del 18.7% y del 40.7% para IgM, porcentajes superiores a los reportados por
Diaz et. al. quienes reportaron una frecuencia de 12.9% y 23.7% para IgG e IgM
respectivamente, en una poblacion sin sintomatologia géstrica de Chilpancingo, Gro
(Diaz et. al. 2007). En 1999 Leal et. al., reportaron una frecuencia de IgG del 66%,
porcentaje mayor que el encontrado por nosotros. Las diferencias en estas
frecuencias se pueden explicar por el hecho de que nosotros usamos un Kkit
comercial de una compania extranjera (USA), el cual usa como fuente de antigenos
cepas que no circulan en México, por el contrario, Leal et al., usaron un kit no
comercial que utiliza antigenos obtenidos de cepas aisladas en México (Leal et. al.
1999).

En conclusion, la presencia del SNP -308G/A de TNF-a en nuestro grupo de estudio
no representa un factor de riesgo asociado al desarrollo de gastritis crénica y Ulcera
gastrica, sin embargo, no se descarta que otros polimorfismos en el gen de TNF-a y
en genes de otras citocinas, participen como factores de riesgo genéticos para
predisponer lesiones gastricas. Los genotipos cagA+ y babA2+ de H. pylori, no son
los Unicos factores de virulencia que pueden favorecer el desarrollo de lesiones
gastricas, esto se refleja por un porcentaje importante de pacientes con gastritis
cronica y Ulcera gastrica que fueron negativos a estos genotipos. En la poblaciéon del
estado de Guerrero, existe una alta prevalencia de infeccidén (50%) por H. pylori, esto
puede representar un riesgo para desarrollar en un futuro, lesiones gastricas, sobre

todo si la erradicacion de la bacteria no se hace de manera eficiente.
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