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RESUMEN SUMMARY

El proposito de este estudio fue investigar la presencia de
Helicobacter pylori, realizar la caracterizacion del polimor-
fismo -31 del gen de la interleucina 1- humana y estable-
cer si existe asociacion entre la presentacion de alguno de
los genotipos y la severidad de las manifestaciones clinicas
en una poblacion colombiana. Se analizaron biopsias gadstri-
cas provenientes de 71 pacientes, mediante histopatologia
y métodos moleculares (PCR y PCR-RFLP). Los resultados
mostraron que el 97,2% de los pacientes presentaba altera-
ciones de la mucosa gdstrica. La presencia de H. pylori se
demostro en 44 pacientes y la frecuencia de los genotipos
de IL-1B: TT, CT y CC fue de 12,7%, 60,6% y 26,8% respecti-
vamente. No se encontro asociacion entre los genotipos de
la region polimorfica -31 del gen IL-1B y el grado de altera-
cion de la mucosa gdstrica en la poblacion estudiada.
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The aim of this study was to investigate the presence of
Helicobacter pylori and interleukin 1- genotyping (IL-1B
-31), to determine the relationship between one polymor-
phism in the -31 region of interleukin 1- gene and the seve-
rity of the clinical manifestations. Gastric biopsies from 71
patients were submitted to histopathological examination
and genotyped by molecular methods (PCR y PCR-RFLP).
The results indicated that 97.2% of the patients have alte-
rations in the gastric mucosa, the presence of H. pylori was
demonstrated in 44 patients and TT, CT and CC genotypes
were detected in 12.7%, 60.6% and 26.8%, respectively. IL-
1B genotypes were not associated with the severity of gas-
tric mucosal damage in the studied population.
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INTRODUCCION

Helicobacter pylori es un bacilo gram-negativo,
curvado, altamente motil que coloniza de manera
persistente la mucosa géstrica de humanos (1,
2). La infeccion con esta bacteria ocurre a nivel
mundial y ha sido implicada en la patogénesis de
la gastritis cronica, ulcera péptica, linfoma tipo
MALT y céancer géstrico (3-5).

Este patdgeno ha evolucionado diversos meca-
nismos para evadir y regular negativamente la
respuesta del hospedero (2). La infeccién por H.
pylori ocasiona inflamacion de la mucosa gastrica,
caracterizada por la infiltracion de neutréfilos,
macrofagos y linfocitos, asi como una produccion
incrementada de algunas citocinas (2, 6-8).

La IL-1 es una citocina proinflamatoria que invo-
lucra tres proteinas diferentes, la IL-1, la IL-18 y
el receptor antagonista de IL-1 (IL-1RN). En la
infeccién con H. pylori, la IL-18 es regulada positi-
vamente, siendo importante en el proceso de inicio
y amplificacién de la respuesta inflamatoria (7). El
gen de la IL-18, posee un nimero de polimorfismos
funcionalmente relevantes, que se han correlacio-
nado con una alta o baja produccién de IL-18, lo
que se considera un factor clave en la determinacién
del patrén de gastritis y el riesgo de desarrollar trans-
formaciones malignas (9).

Diferentes estudios han reportado asociacién entre
polimorfismos en el gen /L-1By el riesgo de desarro-
llar cdncer gdstrico (7, 9-11). El presente estudio des-
cribe la caracterizacién de la regién -31 del gen de la
interleucina 1-§ en pacientes de una poblacién colom-
biana, asf como la determinacién de asociacién entre la
presentacién de alguno de los genotipos y el riesgo de
presentacién de patologfas gastroduodenales severas.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

En este estudio se incluyeron 71 pacientes que fue-
ron remitidos a la unidad de endoscopia de la clinica

Manuel Elkin Patarroyo del Instituto de Seguros
Sociales (ISS) y un consultorio privado de gastroen-
terologfa de la ciudad de Ibagué-Colombia, entre
los meses de febrero de 2006 y marzo de 2007. El
protocolo de trabajo fue aprobado por los Comités
de Etica de las instituciones participantes. A todos
los individuos que participaron, se les habfa indi-
cado la realizacién de una endoscopia alta como
parte del estudio de un cuadro de dispepsia y firma-
ron el formato establecido para la consecucién del
consentimiento informado. Se excluyeron pacientes
con enfermedades cardiovasculares y respiratorias, y
aquellos que hubieran recibido antidcido 12 horas
antes del procedimiento, bloqueadores de la bomba
de protones y H2 15 dias antes de la endoscopia y
antibidticos durante los tres meses previos a la toma
de la muestra.

Durante el procedimiento endoscépico, se toméd
un fragmento de tejido del antro gdstrico, desti-
nado a la realizacién de las pruebas moleculares.
Adicionalmente, para la realizacién del estudio
histopatolégico, se obtuvieron biopsias del lugar de
la lesién, segtin el criterio del médico gastroenteré-
logo, exceptuando los pacientes con cdncer, en quie-
nes la biopsia fue extraida de regiones adyacentes. El
andlisis histopatolégico de las muestras fue realizado
en cortes histolégicos coloreados con hematoxilina-
eosina y giemsa.

Extraccion de ADN

Se realizé la extraccién de ADN a partir de un frag-
mento de tejido del antro géstrico, usando el kit Aqua
Pure Genomic DNA de Bio-Rad®, de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

Amplificacion del gen 16S rADN de H. pylori

Para establecer la presencia de H. pylori en las biop-
sias de antro gdstrico, se llevé a cabo la amplificacién
de un fragmento de 537 pb del gen 16S rADN uti-
lizando los iniciadores ACT-1 (5’-CTT GCT AGA
GTG CTG ATT A-3’) y ACT-2 (5-TCC CAC
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ACT CTA GAA TAG T-3’) (14). Como control
positivo de la amplificacién se usé ADN extraido a
partir de la cepa de referencia NCTC 11637 de H.
pylori y como control negativo se us6 agua ultrapura
en lugar de ADN. Cada mezcla de reaccién se realizé
en un volumen final de 25 pl que contenia 50 mM
de KCl, 20 mM de Tris HCI, pH (8,4), 3,0 mM de
MgClL,, 0,2 mM de cada desoxinucledtido trifosfato
(dNTPs), 1 pmol/pl de cada iniciador, 1,25 U de Taq
polimerasa (Invitrogen TM), y 60 ng/pl de ADN.
El perfil térmico consisti6 en una denaturacién ini-
cial a 94°C por 4 minutos; seguido de 37 ciclos de
denaturacién, anillaje y elongacién a 94°C (1min.),
56°C (1 min) y 72°C (1 min), respectivamente, y
una elongacién final de 10 minutos a 72°C.

Amplificacion y restriccion de la region -31
del gen de la IL-18 humana

La técnica de PCR-RFLP fue estandarizada para la
amplificacién de un fragmento de 242 pb del gen de
la IL-1 humana, utilizando los iniciadores 5 -AGA
AGC TTC CAC CAA TAC TC-3 y 5-ACC ACC
TAG TTG TAA GGA AG-3 (9). La reaccién se rea-
lizé en un volumen final de 25 pl, que contenfa 50
mM de KCl, 20 mM de Tris HCL, pH (8,4), 3.0 mM
de MgCl, 0,2 mM de cada desoxinucleotido trifos-
fato (ANTDs), 1 pmol/pl de cada iniciador, 1,25 U
de Taq polimerasa (Invitrogen TM), y 60 ng/ul de
ADN. El perfil térmico consistié en una denaturacién
inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 5 ciclos de
94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C
por 30 segundos, continuando con 30 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos
a72°C, y 5 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos y 72°C por 30 segundos, con un paso de
extension final a 72°C por 7 minutos.

Los fragmentos amplificados de 242 pb del gen /-
1B contienen la regién polimdérfica -31, reconocida
por la endonucleasa de restriccién Alu I. La reaccién
de restriccidn se llevé a cabo durante 2 horas a 37°C,
en un volumen final de 10 pl, que contenfa 10 mM
de Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM de MgCl2 y 1 mM
de Dithiothreitol, 1 unidad de enzima y 5 pl de los
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productos de amplificacién. Con el fin de confirmar
que la reaccién se completara en su totalidad, se rea-
liz6 un ensayo de restriccién incubando durante la

noche a 37°C.

Visualizacion y analisis de los productos de
amplificacion

Los productos de amplificacién fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa. La detec-
cién y visualizacién se realizé con bromuro de etidio
bajo luz UV, en un sistema de documentacién de
geles ChemiDoc system XRS de BioRad®. El pro-
cesamiento y andlisis de las imdgenes se realizé con

el programa Quantity One de BioRad®.

Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico se empled el programa
SPSS versién 14.0. Se utilizé un modelo de regre-
sién multinomial para establecer si la presencia de
H. pylori ylo los genotipos en la regién -31, permi-
ten predecir alguno de los estados de la enfermedad
gdstrica. Una probabilidad (p) < 0,05 se considerd

estadisticamente significativa.

Resultados

En este estudio se analizé la presencia de H. pylori'y se
realiz6 la caracterizacién de la regién polimérfica-31 del
gen de la IL-188 humana, a partir de ADN extraido de
biopsias de antro géstrico, provenientes de 71 pacientes
de una poblacién colombiana, 30 hombres y 41 muje-
res, con edad promedio de 54,2 + 15,3 afios.

La evaluacién histopatoldgica revelé que 2 pacientes
(2,8%) no presentaban alteraciones de la mucosa gés-
trica. Se diagnosticé gastritis no atréfica en 47 (66,2%),
gastritis atréfica multifocal en 4 (5,6%), metaplasia
intestinal y displasia en 6 (8,5 %) y cdncer gdstrico
en 2 (2,8%). El diagndstico de tlcera se basé en los
hallazgos endoscépicos, que indicaron que 10 pacien-
tes (14,1%), presentaban esta patologfa (tabla 1).



Tabla 1. Frecuencia de H. pylori y de los genotipos de la regién
-31 del gen de la IL-18 humana (T'T, CT y CC), segtin la patologia

gastroduodenal, en pacientes de una poblacién colombiana.

Diagnostico Genotipo IL-1B -31

I I =
n n n

Ausencia de 2 (2,8) 0 1 1 2

patologia

Gastritis 47 (66,2) 6 27 14 28

Gastritis 4 (5,6) 0 3 1 3

atréfica

Ulcera 10 (14,1) 2 6 2 7

Metaplasia/ 6 (8,5) 1 4 1 B

Displasia

Céncer 2(2,8) 0 2 0 1

Totaln (%) 71 (100) 9(12,7) 43 (60,6) 19(26,8) 44 (62)

La presencia de H. pylori se detect6 en 44 de las 71
muestras analizadas (62%) (tabla 1), mediante la
amplificacién de un fragmento del gen 16S rADN
especie-especifico de H. pylori. No se encontrd
evidencia estadistica que indicara relacién entre la
infeccién con H. pyloriy el grado de alteracién de la
mucosa gistrica en la poblacién estudiada.

Asimismo, se llevé a cabo la caracterizacién de la region
-31 del gen de la IL-1£ humana por medio de la apli-
cacién de la técnica de PCR-RFLP. El alelo T fue desig-
nado si se obtenian dos bandas, una de 138 y otra de
104 pb y el alelo C por la presencia de una tinica banda
de 242 pb (figura 1). La frecuencia de los genotipos
en la regién polimérfica -31, indica una mayor pro-
porcién del alelo -37*C en la poblacién estudiada. Se
encontré que el 60,6% de los pacientes analizados son
heterocigotos (CT) y la frecuencia de los genotipos CC
y TT fue de 26,8% y 12,7% respectivamente (tabla 1).
No se encontré relacién estadisticamente significativa
entre la presencia de alguno de los genotipos y el grado
de alteracién del tejido géstrico, lo que sugiere que la
regién polimdrfica -31, no representa un marcador de
riesgo en el desarrollo de patologias gastroduodenales
severas en la poblacién estudiada.

Discusion

El diagnéstico de la infeccién por H. pylori es de
gran importancia, dado que su presencia ha sido

asociada con el desarrollo de diferentes enfermeda-
des gastroduodenales. Asimismo factores genéticos
del hospedero han sido implicados en el desarrollo
diferencial de estas patologias (3-5, 8).

1 2 3 M &
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Figura 1. Genotipificacién de regién -31 del gen de la IL-18 humana:
electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién y
digestion enzimdtica. M: Marcador de peso molecular de 100 pb, 1,
2,4y 5: muestras genotipo C/T, 3: muestra genotipo C/C, 6 muestra

genotipo TT.

En este estudio, mediante la aplicacién de la técnica
de PCR, se detectd la presencia de H. pylori en el
62% de los pacientes. Estos resultados son similares
a los reportados en otros estudios en Colombia (15,
16), y otros paises de Latinoamérica (17, 18).

Diferentes estudios han propuesto que el gen de
la IL-188 es un factor clave en la determinacién del
patrén de gastritis y el riesgo de desarrollar transfor-
maciones malignas. La IL-1{; regulada positivamente
durante la infeccién con H. pylori es una citocina
proinflamatoria, asi como un potente inhibidor de
la secrecién de 4cido en el estémago (8, 9).

Se ha reportado que un polimorfismo bialélico en
la posicién -31 de la regién promotora del gen 7L-
1B, estd asociado con mayor secrecién de citocina,
que se va a correlacionar con una disminucién en la
produccién de 4cido y la induccién de una potente
respuesta inflamatoria, que conduce al desarrollo de
atrofia gdstrica y cdncer géstrico (6, 7, 11).

En algunas poblaciones, el ser portador del alelo /Z-
IB -31*C es considerado un factor de riesgo en el
desarrollo de cdncer gdstrico (6, 7, 11). No obstante,
estudios en otras regiones geograficas no han encon-
trado correlacién alguna entre la presencia de este
alelo y la severidad de las manifestaciones clinicas
(12). Por el contrario, algunos investigadores sugie-
ren que el alelo T y no el C, estd asociado con una
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mayor secrecién de IL-1{ y por ende consideran el
alelo T como proinflamatorio (9, 13).

Los resultados de este estudio no indican asociacién
entre la presentacién de patologfas gastroduodenales
severas y el genotipo de la region polimdérfica -31 del
gen de la IL-1 humana.
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