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Analisis polimorfico de interleucina IL-18 en pacientes con diagnostico de Helicobacter

pylori, en Tabasco, México

Polymorphic analysis of interleukin IL-1f in patients with a diagnosis of Helicobacter pylori

in Tabasco, Mexico

Liliam A. Fuentes-Marquez', Luis D.Jiménez-Martinez"', Carlos A. Frias-Quintana®*

Resumen

Introduccion. Los estudios sobre la infeccion de Helicobacter pyloriy el gen de IL-1B juega un
importante rol dentro de la inflamacion y sus propiedades proinflamatorias que promueven a la
defensa contra patdégenos. Los polimorfismos se han relacionados con una mayor produccion de IL-
1P asociada a cuadros de hipoclorhidria y desarrollo de cancer bajo la infeccion de H. pylori, por lo
que el objetivo de este estudio fue evaluar el polimorfismo en la region +3954 (IL-1B C>T) del gen
interleucina IL1.

Método. Las muestras de sangre fueron donadas y colectadas para ser procesadas para la
determinacion de H. pylori, mediante Test de ureasa (Proindusquim), en la ciudad de Villahermosa
Tabasco, México, separando muestras positivas y negativas (control), las muestras positivas fueron
analizadas mediante PCR y digestion enzimatica para el analisis polimorfico en la region +3954 (IL-
1B C>T).

Resultados. Se analizaron 245 muestras 78 casos de infeccion por H. pylori, 49 fueron hombres
(62.8%) y 29 mujeres (37.17%), con edad media de 58.5 afios (21-77 afios). Las frecuencias
genotipicas y alélicas observadas, 45 individuos fueron homocigotos normales (CC), 12
homocigotos raros (TT) y 21 heterocigotos (CT), en el grupo de controles se encontr6 que 74
individuos eran homocigotos normales (CC), 32 eran homocigotos raros (TT) y 61 fueron
heterocigotos (CT).

Conclusion. Este estudio muestran una asociacion entre el polimorfismo de interleucina IL-
1B+3954(C>T) y la predisposicion de la poblacion portador del genotipo homocigoto CC infectado
con H. pyloridesarrolle cancer.

Palabras clave: Helicobacter pylori, Interleucina, PCR, Polimorfismo.
Abstract

Introduction. Studies on the infection of Helicobacter pylori and the IL-1B gene play an important
role within inflammation and its proinflammatory properties that promote defense against pathogens.
Polymorphisms have been related to a higher production of IL-18 associated with hypochlorhydria
and cancer development under H. pylori infection, so the objective of this study was to evaluate
polymorphismin the +3954 region (IL- 1B C> T) of the interleukin IL1( gene.

Method. The blood samples were donated and collected to be processed for the determination of H.
pylori, by means of the Urease Test (Proindusquim), in the city of Villahermosa Tabasco, Mexico,
separating positive and negative samples (control), the positive samples were analyzed by PCR and
enzymatic digestion for polymorphic analysis in the +3954 region (IL-1B C>T).

Results. 245 samples 78 cases of H. pylori infection were analyzed, 49 were men (62.8%) and 29
women (37.17%), with a mean age of 58.5 years (21-77 years). Genotypic and allelic frequencies
observed, 45 individuals were normal homozygotes (CC), 12 rare homozygotes (TT) and 21
heterozygotes (CT), in the control group it was found that 74 individuals were normal homozygotes
(CC), 32 were rare homozygotes (TT) and 61 were heterozygous (CT).

Conclusion. This study shows an association between the IL-1B + 3954 (C> T) interleukin
polymorphism and the predisposition of the population carrying the homozygous CC genotype
infected with H. pylori to develop cancer.

Keywords: Helicobacter pylori, Interleucin, PCR, Polymorphism.
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Introduccion

El cancer gastrico es uno de los mas comunes
neoplasmas presentes en la actualidad, ya que
cuenta 870.000 nuevos casos a nivel mundial,
siendo la infeccién por Helicobacter pylori una
de las causas que desencadena esta enferme-
dad, convirtiéndose en la segunda causa de
muerte (1). En este sentido la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer
(IARC), designé a Helicobacter pylori como un
carcinégeno Tipo |, en humanos (2), por lo que
se han hecho estudios moleculares para

entender la etiologia y diagnéstico de la
enfermedad a través de analisis polimorficos
(3,4). Recientemente, se han asociado ciertos
polimorfismos genéticos como la interleucina
1B con diferencias funcionales en cuanto al
efecto de esta citosina proinflamatoria sobre la
secrecion gastrica en individuos afectos de
cancer gastrico (5, 6, 7, 8, 9). Dichos polimor-
fismos se encuentran en una frecuencia menor
del 1% de la poblacion, y los mas comunes son
los SNPs o polimorfismos de un solo
nucledtido (10). El término interleucina se
refiere a aquellas citosinas que actuan en la
comunicacion entre leucocitos (11). La IL-1 fue
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descrita originalmente como “pirbgeno endo-
geno”, debido a su capacidad para provocar
una reaccion febril en conejos. La familia de las
interleucinas consiste de dos citosinas
proinflamatorias IL-1a y IL-183, los genes de la
mayoria de los miembros de la superfamilia de
IL-1 estan localizados en el brazo largo del
cromosoma 2, en la regién 2q12-q21, ambas
citosinas son producidas por monocitos,
macréfagos y células epiteliales. Ambas
exhiben caracteristicas bioldgicas similares
que incluyen la respuesta hospedera frente a
las invasiones microbianas, inflamacion y
dafo tisular (12, 13). Algunas de las citosinas
que participan como mediadores de la
respuesta inflamatoria contra H. pylori, han
sido asociadas con un mayor riesgo de
desarrollar lesiones gastricas precancerosas y
cancer gastrico (14, 15,16). Existe un
creciente interés en el estudio de los
polimorfismos genéticos como causas del
desarrollo de cancer. Chen et al. Encontraron
que los SNPs en la regién promotora tienen
actividad funcional (17). El polimorfismo
bialélico se han asociado con un incremento
en el riesgo de padecer cancer gastrico y se
tratan de transiciones de base C-T: 3954
(C>T), cuyo numero indica su posicién a partir
del codon inicial de traduccién. Los
polimorfismos se han relacionados con una
mayor produccion de IL18 asociada a cuadros
de hipoclorhidria y desarrollo de cancer bajo la
infeccion de H. pylori. La principal ventaja del
estudio de polimorfismos es que se puede
utilizar cualquier tipo de ADN, es una técnica
poco costosa que permite obtener resultados
inmediatos, permitiendo discriminar entre
individuos homocigotos o heterocigotos
debido a un polimorfismo de un solo nucleétido
(18). El objetivo de este estudio fue evaluar los
polimorfismos en la region +3954 (IL-1B C>T)
del gen interleucina IL18 para diagnoéstico de
Helicobacter pylori y su predisposicion de
cancer gastrico mediante PCR en una muestra
de la poblaciéon del municipio del centro,
Villahermosa Tabasco.

Métodos

Obtencion de muestras

Se colectaron 245 muestras de sangre
donadas por el Centro de salud publico
“Maximiliano Dorantes”, en el municipio del
centro de la ciudad de Villahermosa, Tabasco,
durante el ano 2019, como parte del proyecto:
Asociacion entre los genes IL-1 alfa 1L-1 beta,
TNF alfa en la periodontitis en una poblacion

art les de maiz

(3]

tabasquefia, mismo proyecto fue aprobado por
el comité de ética de la institucién de la Division
de Ciencias de la Salud de la Universidad
Judrez Autonoma de Tabasco (UJAT), poste-
riormente las muestras fueron enviadas al
Laboratorio de Biologia Molecular de la
Division Académica Multidisciplinaria de Jalpa
de Méndez para su posterior procesamiento
bioquimico y analisis de ADN.

Analisis bioquimico

La identificacion de Helicobacter pylori se
realiz6 mediante el kit de ureasa (Proindus-
quim ®, REQUIMEC, Quito, Ecuador) de
acuerdo con el protocolo establecido por el
proveedor, a partir de suero centrifugado, por
el laboratorio de pacientes con deteccion
positiva de Helicobacter pylori, asi como
muestras negativas y muestras control
(individuos sanos).

Extraccion de ADN gendmico a partir de
sangre

Se realizé extraccion de ADN gendmico de las
muestras de sangre por el método cloroformo-
fenol (19). ElI ADN extraido fue cuantificado
con un espectrofotometro NanoDrop One
(Thermo Scientific, Ohio USA) y la integridad
de ADN fue confirmado en un gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio. El genotipo
de cada individuo se determiné mediante el
método de Reaccién de Cadena de la
Polimerasa (PCR) mediante el uso de enzimas
de restriccién utilizando un termociclador
Proflex Applied Biosystems™ (C.A. USA). Los
resultados fueron verificados en geles
horizontales de agarosa al 2% con un
marcador molecular 100 pb (Invitrogen® Tech-
Line NY, USA) para la deteccién de las
diferentes bandas.

Reaccion de cadena de polimerasa (PCR)

Para el estudio de este polimorfismo se
amplifico la regién +3954 (IL-1B C>T) del gen
interleucina con 249 pares de bases (bp)
correspondientes a una regiéon el exén 5 del
gen IL-1B. Se obtuvo un volumen final de PCR
de 25 yL por cada muestra, la cual esta
conformada por 11.7 pL de H20 MilliQ, 2.5 uL
de buffer 10X, 0.8 pL de MgCI2, 0.5 yL de
dNTPs (dideoxinucleétidos trifosfato a 200 mM
cada uno), 2.5 pyL de primer FW 5°-
GTTGTCATCAGACTTTGACC-3" (0.2 uM),
2.5 yL de primer RV 5°-TTCAGTTCATATGGA
CCAGA-3" (0.2 uM), ambos de Invitrogen, mas
0.5 pL de Taq polimerasa Invitrogen y 4 yL de
ADN (200 ng por reaccion) (20). Los tubos
fueron colocados en el termociclador Proflex
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Applied Biosystems™ (C.A. USA) para su
amplificacién bajo el siguiente protocolo: 94 °C
por 10 min., 95 °C por 30 seg., 58.0°C por 30
seg., 72 °C por 45 seg., realizando 35 ciclos
(20). Los fragmentos resultantes se
observaron mediante un gel de agarosa al 2%
inyectando las muestras y el marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen Tech-Line NY,
USA), posteriormente fueron visualizados en
un transiluminador ENDURO Gel
Documentation System Labnet International,
Inc. (N.J. USA).

Digestion de productos de PCR Polimorfis-
mo IL-18+3954 (C>T)

El polimorfismo IL-13+3954 corresponde a un
Polimorfismo de un Solo Nucleétido (SNP)
localizado en el exén 5 del gen de Interleucina
1B, en la posicion +3954 y corresponde a un
cambio de citosina por timina (C>T) que se
asocia con un aumento de produccion de la
citosina. El reconocimiento y revelado de
genotipo se da por la digestién con la enzima
Taql (Invitrogen®™ Tech-Line NY, USA), usando
10 uL del producto de PCR, 2 uL de Buffer 10X,
0.8 L de enzima Taql (10 U/uL) y 7.8 uL de
H20O para un volumen final de 20 pL. La
digestion se incubd durante 3 horas a 65°C, y
las muestras se visualizaron en un gel de
agarosa al 2%, usando el marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen Tech-Line NY,
USA). El genotipo homocigoto CC se
determin¢ al observar 2 bandas resultantes de
la digestion (135 bp y 114 bp), el genotipo
homocigoto TT se confirmé al observar una
Unica banda de 249 bp y el genotipo
heterocigoto CT se determind al observar 3
bandas (249 bp, 135bpy 114bp).

Figura 1. Gel de agarosa al 2% donde se
observa los productos de PCR, Genotipo
homocigoto TT (249 bp), Genotipo
homocigoto CC (135 y 114 bp), M:
Marcador molecular 100 pb, niumeros de
pacientes positivos a H. pylori y controles
(C), n=245

z LA, Jiménez-Martinez LD, Frias-Quintana CA

Analisis estadisticos

Para el analisis de los datos, se empled el
software Statistica v. 7.5, por medio del cual se
realizaron pruebas de independencia de Chi-
cuadrado, para determinar la posible relacién
entre los diferentes genotipos del huéspedy la
presencia de H. pylori, tomando un valor
estadisticamente significativo p< 0.05, bajo el
equilibrio de Hardy-Weinberg para cada una
de las posiciones polimorficas.

Resultados

Este estudio analiz6 un total de 245 muestras
de los cuales 130 eran hombres y 115 mujeres,
de ambos se detectd 78 casos de infeccion por
Helicobacter pylori y 167 individuos que
salieron negativos en la deteccion de H. pylori
fueron considerados los controles en esta
investigacion. La edad media de los individuos
con infeccion de H. pylori al momento de
diagnéstico fue de 58.5 + 12.3 afos, cuyo
rango de edad vari6 entre 21y 77 afios con un
promedio de 57 afos. La edad media de los
individuos controles, fue de 50.3 + 11.6 anos,
cuyo rango de edad vari6 entre 23 y 85 afios
con un promedio de 51 afos. Del total de 245
individuos analizados en el estudio, 130 fueron
hombres (53%), mientras que 115 fueron
mujeres (46.9%). Los 78 casos infectados, 49
fueron hombres (62.8%) y 29 mujeres
(37.17%). Los 167 controles se dividieron en
92 hombres (55.08%)y 75 mujeres (44.91%).

Determinacién de genotipo (PCR)

Se procedié a calcular las frecuencias
genotipicas de la poblacién control y de la
poblacién afectada, la cual se obtuvo mediante
la divisién del numero de individuos con cada
genotipo (homocigoto dominante, heteroci-
goto, homocigoto recesivo) para el numero
total de individuos. Para obtener el equilibrio
en la poblacién estudiada, la suma de las
frecuencias genotipicas para un solo locus
debe ser igual a 1,00. Las frecuencias
esperadas se obtuvieron a partir de las
frecuencias alélicas mediante la ecuacion de
Hardy-Weinberg, asi como la prueba de Odds
ratio (20). Para determinar si existian
diferencias significativas entre los individuos
afectados, control y los polimorfismos, se
realiz6 una prueba de Chi-cuadrado (x%) en el
software Statisticav. 7.5.

Digestion con enzimas de restriccion

La digestion de los productos PCR de 249 bp
con la enzima de restriccion Taql en las
condiciones descritas en la seccién de
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Materiales y Métodos presenta uno de los tres
genotipos posibles, que se explican a
continuaciéon: Genotipo homocigoto CC: Este
genotipo se observa como dos bandas
separadas, de 135 y 114 bp, Genotipo
homocigoto TT:. Este genotipo se observa la
presencia de una sola banda (249 bp) que
corresponde a la ausencia de sitios
reconocibles para la enzima en ambas
cadenas del producto amplificado y Genotipo
heterocigoto CT o TC: Este genotipo se
observa como 3 bandas individuales en el gel:
longitud total del amplicon (249 bp) y los
productos de su digestion total con la enzima
(135y 114 bp).

Frecuenciade alelos

La distribucion de las frecuencias genotipicas
y alélicas se observa en la Figura 2. Del grupo
de casos infectados, 45 individuos fueron
homocigotos normales (CC), 12 fueron
homocigotos raros (TT) y 21 individuos fueron
heterocigotos (CT). En el grupo control se
encontré que 74 individuos eran homocigotos
normales (CC), 32 eran homocigotos raros
(TT)y 61 fueron heterocigotos (CT). En cuanto
a la frecuencia del alelo C en los afectados fue
de 0.87 y en los controles de 0.82, mientras
que la frecuencia del alelo T en afectados fue
de 0.13 y en controles de 0,18. Mediante el

analisis de Chi-cuadrado, se obtuvieron
valores que muestran que ambas muestras
estan en equilibrio Hardy-Weinberg y que no
existen diferencias significativas (Tabla 1). La
prueba de Odds ratio fue aplicada para
conocer el riesgo relativo de que un genotipo o
un alelo especifico esté relacionado con el
desarrollo de cancer gastrico en presencia de
Helicobacter pylori. Los valores obtenidos para
el genotipo homocigoto CC representaria en
un individuo le daria un riesgo 3 veces mayor
de padecer cancer.

100

80 7%

80 61%

%

4%
40 -

38%

20 A 29%
0 ‘ . :
CcC T CT Cc T
GENOTIPO ALELO

Figura 2. Porcentajes del genotipo y
distribucion de alelos. n= 245, Gris:
genotipos, Negro: alelos
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Tabla 1. Analisis Hardy-Weinberg del polimorfismo IL-1f +3954 (C>T)

Grupo  Genotipo . .N.O' o No. Frecugr!cias Frecuencias Frecygncias X2 o
individuos Alelos genotipicas esperadas alélicas HW

CC 45 57.69 87 0.75 0.72 0.83
Individuos TT 12 15.38 5 0.02 0.01 0.15 1.34 021
infectados CT 21 26.92 25 0.17 0.15

Total 78

CC 74 44.31 96 0.65 0.61 0.79
Individuos TT 32 19.16 6 0.09 0.06 0.14 203 0.12
control CT 61 36.52 31 0.21 0.26

Total 167

Valores expresados en frecuencias genotipicas (%) y alélicas, valores de chi cuadrado (Hardy-Weinberg) no
significativos (P<0.5) n= 245.

Tabla 2. Analisis de Odds ratio para los genotipos

Genatipo | s ontol ety P6IC P
cC 45 74 10 (Ref)

cT 12 32 0.98 %227750 0.75
T 21 61 0.95 %?27&3% 0.8
CT+TT 33 93 0.96 %_:2)0211' 0.81

Valores expresados de Odds ratio ajustados por frecuencia genotipica (IC del 95%) para la asociacion del polimorfismo
IL-1B +3954 con cancer gastrico.

ISSN 2616 - 6097, Rev Peru Investig Salud. 2020; 4(4), octu_
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Discusion

Los resultados obtenidos muestran una
asociacion entre el polimorfismo de interleu-
cina IL-13+3954(C>T) y el cancer gastrico. Ya
que diversos estudios han identificado y
relacionado con un incremento en la produ-
ccion de la interleucina frente a patégenos, ya
que es una molécula proinflamatoria importan-
te en la sefializacion y amplificaciéon de la
respuesta frente a lainfeccion por Helicobacter
pylori, produciendo un proceso inflamatorio
que puede desencadenar la transformacion
maligna de la mucosa, a través de cambios
moleculares y morfologicos (21, 22). En cuanto
a las frecuencias genotipicas y alélicas, los
resultados muestran que el polimorfismo, IL-
18+3954 (C>T) el genotipo homocigoto normal
CC es el que ocurre en mayor porcentaje
(57.69%) de la poblacién. En comparaciéon con
las frecuencias genotipicas y alélicas de otras
poblaciones del mundo, la poblacion estudiada
tiene un comportamiento similar al de estudios
realizados en paises de Centroamérica como
Venezuela y Ecuador, observandose la
prevalencia del homocigoto TT (Ecuador
53.9%, Venezuela 55%), seguida por el
heterocigoto CT (Ecuador 36%, Venezuela
24%) y por ultimo el homocigoto normal CC
(Ecuador 10%, Venezuela 21%)(20).Los
porcentajes reportados en otras partes del
mundo como India, China y EEUU coinciden
en la mayor frecuencia del homocigoto TT. Sin
embargo, la poblacién ecuatoriana muestra un
elevado porcentaje (21,92%) del genotipo
homocigoto TT que en otros paises llegando a
serincluso inexistente en la poblacién. Por otro
lado, se observé un 26.92% de heterocigotos
CT, del cual las otras poblaciones menciona-
das poseen unafrecuencia similar (23).

Los genotipos respectivos para el polimorfis-
mo IL +3954(C>T) mostraron una desviaciéon
del equilibrio en el grupo de pacientes
afectados con un valor x2 HW de 1,34; p<0,05,
mas no el de controles (x2 HW=2.3; p>0,05), lo
que confirmaria un posible rol de este ultimo
polimorfismo en el riesgo de desarrollar cancer
(24). En el andlisis estadistico de Odds ratio,
los valores de OR con IC 95% se calcularon
con respecto al homocigoto normal de cada
polimorfismo estudiado. Este polimorfismo se
encuentra localizado en un sitio de unién de
Ap2, un factor de transcripcion inhibidor de la
expresion génica (25). Otero et al. encontraron
un riesgo elevado de cancer gastrico asociado
al genotipo homocigoto raro TT del polimorfis-

mo con un OR de 2,6 en poblacién polaca y
escocesa, encontrando también un riesgo
significativo asociado con el genotipo
heterocigoto CT (22). Datos similares fueron
obtenidos en otras poblaciones caucasicas de
Estados Unidos y Portugal (21). Estudios
realizados en Costa Rica sefialan la asocia-
cion entre el alelo T de este polimorfismo con el
riesgo de cancer gastrico y estudios in vitro han
relacionado al alelo con una mayor produccién
de la citocina (26). Estos resultados son
similares a los obtenidos en poblaciones de
China, Estados Unidos, poblaciones europeas
y del norte de Brasil en las cuales el
polimorfismo IL-18+3954 (C>T) tuvo una
asociacion significativa con la carcinogénesis
gastrica (21, 28).

Conclusion

Asi, en esta poblacion evaluada de Villaher-
mosa tabasco, México se observa que existe
un riesgo tres veces mayor de que un individuo
portador del genotipo homocigoto raro CC
infectado con Helicobacter pylori desarrolle
cancer. Al tener dos copias del alelo C, los
niveles de la interleucina se elevan frente a la
infeccidbn y producen la inflamacién crénica
que genera dafios tisulares por cambios tantos
moleculares y morfoldégicos. Este estudio
sugiere a través de esta metodologia identi-
ficar a los individuos susceptibles a padecer la
enfermedad de Helicobacter pylori y su
predisposicidbn a cancer gastrico, especial-
mente en zonas de alto riesgo.
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