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ACRONIMOS

H. pylori: Helicobacter pylori, bacteria gram negativa.

HRM: High resolution melting (Fusion de alta resolucion).

IL: Interleucinas: mensajeros quimicos del sistema inmunoldgico.

LRR: Repetidos ricos en leucinas, region genética.

NLR o NOD1 vy 2: Receptores tipo.

PAMP's: Patrones moleculares asociados patdgenos.

RRP: Receptores de reconocimiento de patégenos.

SNP: Polimorfismos de nucleétido simple.

TLR o Toll: Receptores tipo.

Tm's: Temperaturas de fusién o melting



RESUMEN

La inmunidad innata desempefia un papel muy importante en la proteccion de un huésped
ante microorganismos, que son capaces de generar procesos de inflamacion cronica

generando dafio en los tejidos.

El proceso inflamatorio inducido por la colonizacion géastrica de H. pylori es un factor

frecuentemente asociado con el desarrollo de patologias gastroduodenales.

En la regulacion de la respuesta innata intervienen moléculas como las NLR o NOD1 y 2
que son importantes receptores de reconocimiento de Patrones moleculares asociados a

patégenos (PAMP’s).

Hay notables evidencias que los receptores tipo NOD identifican de manera intracelular a
Patrones moleculares asociados a Helicobacter pylori, desencadenando la respuesta
inflamatoria hacia esta bacteria.

El presente estudio tuvo como objetivo identificar la variacion génica en los genes NOD1 y

NOD2 que pudieran asociarse al desarrollo de problemas gastroduodenales.

Se realiz6é un sondeo de las regiones de repetidos ricos en leucinas de los genes NOD1 y
NOD2 para la busqueda de variantes polimorficas, habiendo encontrado que la region
NOD1-160 fue la que presentd la mayor diversidad polimérfica identificada por la
generacion de 5 distintos patrones de desnaturalizacion en toda la poblacion analizada, y
en los otros 4 segmentos génicos se identificaron solo dos patrones de desnaturalizacion
para cada segmento lo que sugiere que en el primer caso pudieran tener participacion en

asociaciones genéticas con este tipo de enfermedades.



ABSTRACT

Innate immunity plays a role in the protection of a host against microorganisms, which are

able to generate chronic inflammatory processes causing tissue damage.

The inflammatory process induced gastric colonization of H. pylori is a factor closely

associated with the development of gastroduodenal diseases.

In the regulation of molecules involved in the innate response as NLR or NOD1 and 2
which are important recognition receptors Pathogen-associated molecular patterns
(PAMP’s).

Notable there is evidence that the receptors identified type NOD intracellularly associated
molecular patterns Helicobacter pylori, triggering the inflammatory response towards this

bacterium.

The present study aimed to identify gene variation in NOD1 and NOD2 genes that could
be associated to the development of gastroduodenal problems.

A survey of the regions of leucine-rich repeat of NOD1 and NOD2 genes to search for
polumorphic variants, having found that NOD1-160 was the region that had the highest
polymorphic diversity identified by the generation of 5 different patterns was performed
denaturing entire study population, and the other 4 gene segments denaturation only two
patterns for each segment were identified suggesting that in the first case may have

involvement in genetic associations with these diseases.



INTRODUCCION

La inmunidad innata juega un papel fundamental en la proteccion de un huésped en el
control de microorganismos patégenos activandose diferentes mecanismos de defensa

que permiten la eliminacion del patdgeno.

El Sistema Inmune puede detectar a posibles agentes potencialmente patégenos
mediante el reconocimiento de moléculas denominadas Patrones Moleculares asociados
a Patogenos (PAMP’s), las cuales son identificadas por el hospedero como sefiales de
peligro y ante las cuales el organismo procede a su identificacion, mediante los llamados
receptores de reconocimiento de patdgenos (RRP) que se encuentran en las membranas
celulares o intracelularmente de macrofago, neutréfilos, mastocitos y células epiteliales de
diversos tejidos.

Los receptores tipo NLR (NOD LIKE RECEPTOR) son una familia de aproximadamente
23 proteinas que reconocen a los PAMP’s y que estan ubicados a nivel intracelular por lo

gue reconocen solamente a moléculas microbianas presentes en el citoplasma celular.

Dentro de su estructura presentan el dominio LRR (Repetidos Ricos en Leucinas) quien

es el encargado del reconocimiento y unién con la molécula microbiana.

Dentro de la estructura de los NLR hay un dominio central de union a nucleétidos NACHT
o también llamado NOD (Nucleotide Oligomerization Domain receptors) y un dominio n-
terminal CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain), los cuales son
responsables de la oligomerizacion de proteinas relacionadas con el envio de sefiales
intracelulares.

La unién del receptor NLR con su ligando a través del dominio LRR provoca en el dominio
NACHT la homo-oligomerizacién de proteinas induciendo el reclutamiento de moléculas
adaptadoras con CARD, generando una sefial de interaccion del receptor NLR con RIP2 y
esta a su vez interaccionando con el inhibidor de NF-KB, IKK,, produciendo
ubiquitinilacion de esta activando la cinasa de IKK, e IKKg dando como resultado la

activacion del factor nuclear del transcripcion NF-KB (Inohara et al 2000).



Los NLR también se desarrollan con la formacion del inflamosoma que consiste en una
secuencia de interacciones proteicas estimuladas por la enzima caspasa-1, la cual es
indispensable para el procesamiento y maduracién de algunas citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B e IL-18 (Martinon et al 2002; Srinivasula et al 2002).

La bacteria Helicobacter pylori es el factor desencadenante de multiples patologias
gastroduodenales; ya que su colonizaciéon en la mucosa gastrica estimula la inmunidad

innata del hospedero generando una potente respuesta inflamatoria.

En esta respuesta inflamatoria existe la infiltracion de células de defensa como los
neutrofilos, linfocitos, células plasméticas y macrofagos, la cual esta modulada por varias
moléculas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-8 e TFN-a (Shimoyama et al 2002). Al no
eliminar estas células de defensa adecuadamente a la bacteria se desarrolla una
colonizaciéon ocasionando que en algunos hospederos se pueda desarrollar un proceso
inflamatorio crénico activo en donde ademas de la inflamacién de células mononucleares
existe la presencia permanente de leucocitos polimorfonucleares como los neutrofilos
(Shimada et al 1998).

La inflamacién inducida por H. pylori es un factor fuertemente asociado al desarrollo de
alteraciones gastricas caracteristicas de las patologias gastroduodenales asociadas con
la infeccion de la bacteria (Farinati et al 2003).

El peptidoglicano que H. pylori deposita en el citoplasma de células del epitelio de la
mucosa gastrica a traves del sistema de secrecion tipo IV, presentan un reconocimiento
por los NLR, NOD1 y NOD2, lo cual genera posteriormente una subsecuente respuesta

inflamatoria (Viala et al 2004).

El aspecto genético del hospedero juega un papel muy importante en la intensidad de la
respuesta innata hacia muchos microorganismaos, las diferencias en la respuesta innata
entre diferentes individuos, puede estar relacionada con polimorfismos, es decir con

diferencias a nivel de secuencias génicas.



Hay evidencia que mutaciones genéticas en receptores de reconocimiento a patrones
moleculares asociados a patdgenos pueden modificar considerablemente los niveles de
activacion de factores de transcripcion relacionados con la expresion de citocinas pro-

inflamatorias.

Para el caso de NLR se ha demostrado que mutaciones presentes en los genes NOD2-
CARD15 estan asociados al desarrollo de linfoma géstrico, (MALT), la cual también es
una enfermedad relacionada con H. pylori (Rosenstiel et al 2006).(Universidad de Kiel

Alemania).

Es necesario realizar estudios polimérficos de poblaciébn — asociacion patolégica para
realizar el mapeo de regiones génicas completas en la busqueda del total de las
mutaciones presentes ya que de esta manera se podrian presentar tanto los
polimorfismos ya descritos como nuevos que nos permitan entender mejor el aporte
genético de la respuesta innata con el desarrollo de patologias gastroduodenales. Es por
ello que la secuencia génica que corresponde a los dominios ricos en repetidos de
leucinas (LRR) de los RRPs puede aportar datos relacionados con el reconocimiento de

moléculas microbianas.

A este respecto en poblacion mexicana para receptores NLR no existen reportes de
asociacion polimorfismos — patologia gastroduodenal.

En la mayoria de los estudios polimérficos en RRP se analizan la presencia de SNPs
previamente descritos lo que no permite conocer si nuevas mutaciones se pudieran
asociar. La razén de ello es que las técnicas de mapeo que permiten descubrir nuevas
mutaciones cuando se analizan muchas muestras; o son demasiado costosas como es el
caso de una secuenciacion o presentan dificultades técnicas como en el caso de PCR-
SSCP.

Actualmente se hacen genaotipificaciones basadas en la cinética de desnaturalizacion del
DNA de doble cadena (DNA Melting Analysis) que permite identificar variantes
polimorficas con la ayuda de compuestos fluorescentes como el LC-green en el que la

cinética de desnaturalizacién se monitorea con equipos como el termociclador en tiempo
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real. De esta forma utilizando un método relativamente econémico se pueden analizar
simultaneamente un ndmero considerable de productos de amplificacion de PCR de una
longitud de hasta 200 pb, para posteriormente realizar Gnicamente la secuenciacion de las

variantes polimorficas.
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EPIDEMIOLOGIA DE Helicobacter pylori

Casi un 50% de la poblacion mundial esta infectada con el microorganismo, no obstante
los posibles sintomas y consecuencias de la infeccion son muy diferentes entre los
diferentes paises (Frenck y Clemens, 2003). En los paises de América Latina la
prevalencia de infeccion de H. pylori oscila entre el 70 y 90% de la poblacién (Castro y
Coelho, 1998). En Ecuador un estudio realizado en nifios presentd un 42.4% de afectados
por la bacteria y su prevalencia aumenté en un 71.4% en nifios con condiciones
socioeconémicas bajas (Cabrera et al, 2002). Sin embargo no obstante la alta prevalencia
de individuos con H. pylori solo una minoria de individuos desarrolla una patologia

maligna severa (Garcia et al, 2006); (Debets - Ossenkopp et al, 2013).

En los estratos socioecondmicos bajos la infeccion se adquiere con frecuencia desde la
infancia cuando las condiciones de vida permiten el desarrollo de una patologia digestiva
(Chéavez et al, 1998; Castro y Coelho, 1998).

La higiene y la mala calidad del agua juegan un papel muy importante en la adquisicion
temprana y la transmision de H. pylori. La ruta de transmision principal para el contagio
son de persona a persona por vias oral - oral, fecal - oral (Frenck y Clemens, 2003; Bruce
y Maroos, 2008). La transmision fecal - oral tiene una implicacibon mayor que la
transmision oral - oral, ya que la bacteria se presenta en comida y agua contaminada con
heces (Quaglia et al, 2006).

Diferentes estudios sugieren que la capacidad de la bacteria para infectar el tracto
digestivo puede ser reversible En adultos de paises subdesarrollados la infeccion puede
llegar a ser crénica, mientras que los nifios presenta ciclos de adquisicion y pérdida de la

infeccion hasta que ésta sea crénica (Frenck y Clemens, 2003).
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MICROBIOLOGIA DE Helicobacter pylori

H. pylori es un bacilo curvo, Gram negativo que mide de 2 a 4 4 de longitud y 0.5 pu de
ancho. Usualmente tiene forma de bacilo curvo pero en condiciones ambientales adversas

se presenta en forma de coco (Kusters et al, 2006; Goodman, 1997).

Este microorganismo tiene flagelos de aproximadamente 3 p de longitud. La composicion
general de la envoltura celular de la bacteria es similar a la de otros Gram negativos
Posee una membrana interna periplasmatica con péptidoglicano y una membrana
externa. La membrana externa contiene fosfolipidos y lipopolisacéaridos (LPS). Ademas H.
pylori posee 5 familias de proteinas en la membrana exterior. La principal incluye
adhesinas mientras que las otras 4 tienen proteinas transportadoras de hierro, proteinas
asociadas al flagelo y proteinas con funcién desconocida (Kusters et al, 2006).

No obstante que el habitat natural es la mucosa gastrica, la bacteria es considerada como
neutro - haléfila. H. pylori puede sobrevivir corto tiempo a valores de pH menores a 4.0
pero el crecimiento 6ptimo se presenta pH neutro (Kusters et al, 2006; Olson y Mayer,
2002). Una de las caracteristicas mas importantes de H. pylori es su capacidad de
colonizar el medio gastrico acido a pesar de no ser una bacteria acidofila. La mucosa
géstrica tiene un valor de pH de 4.0 a 6.5, pero ocasionalmente existen shocks &cidos, por
lo que la bacteria requiere de mecanismos para protegerse y desarrollarse a un pH de
alrededor de 5.5 (Schade et al, 1994, Stingl et al, 2002).

Para no ser arrastrada a la luz H. pylori siente el gradiente de pH dentro de la capa
mucosa Yy por quimiotaxis se aleja de los contenidos acidos del lumen hacia un ambiente
de pH neutro, como la superficie de células epiteliales (Schreiber et al, 2004).

H. pylori se puede encontrar en la superficie de las células epiteliales estomacales y a

veces dentro de las mismas (Petersen y Krogfelt, 2003).
La distribucién intragastrica y la severidad de la infeccidén bacteriana depende de una

variedad de factores tales como las caracteristicas de la cepa colonizante, la genética del

huésped, su sistema inmunologico, la dieta y el nivel de produccion de acido. Los

13



primeros estudios acerca de las propiedades patogénicas diferenciales de las cepas de H.
pylori muestran que el aumento en la patogenicidad esta correlacionada con la habilidad
de las cepas mas virulentas en inducir cambios morfologicos, celulares, vacuolizacion y
degeneracion celular sucesiva. Esta habilidad se relaciona con una serie de factores
bacterianas que determinan la virulencia de la bacteria y permiten su supervivencia dentro
del huésped (Kusters et al, 2006).

La proteina denominada CagA o citotoxina asociada al gen A es una proteina altamente
inmunogénica codificada por el gen CagA, que se encuentra alrededor del 50 al 70% de
cepas de H. pylori. Este gen funciona como un marcador de la presencia de la isla de
patogenicidad Cag PAI (Akopyants et al, 1998; Covacci et al, 1993). Los pacientes
infectados con cepas CagA presentan una respuesta inflamatoria mayor y mas riesgo de

desarrollar Ulcera péptica o cancer gastrica (Kusters et al, 2006).

Aproximadamente el 50% de las cepas de H. pylori secretan una proteina altamente
inmunogénica que induce la vacuolizacién masiva de células epiteliales, denominada
VacA. Esta proteina juega un papel muy importante en el desarrollo de la Ulcera péptica y
del cancer gastrico (Cover y Blaser, 1992). Las actividades de VacA incluyen la formacion
de canales en la membrana, disrupcion de la actividad lisosomal y endosomal,
sefializacion celular, interferencia en las actividades de las funciones celulares, induccion

a la apoptosis y modulacién inmune (Cover y Blanke, 2005).

H. pylori debe sobrevivir al pH acido del estomago y entrar a la mucosa para alcanzar su
objetivo (Ottemann y Lowenthal, 2002). EI componente principal para la resistencia al
acido de H. pylori es la enzima ureasa, la que convierte urea en amoniaco, carbamato y

CO; lo que da por consecuencia un incremento de pH (Burne y Chen, 2000).
H. pylori se adhiere a la células epiteliales humanas usando glicoproteinas fucosiladas y
glucolipidos sialisados como receptores celulares. Esta adhesion esta mediada por 2

componentes denominados BabA y SabA (Suerbaum y Josenhans, 2007).

BabA tiene un papel importante en la virulencia de la bacteria, ya que esta fuertemente

asociada con el desarrollo de Ulceras pépticas y adenocarcinoma gastrico (Gerhard et al,
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1999). Por otro lado, SabA esta involucrada durante los estadios de inflamacion crénica y
gastritis atréfica (Kusters et al, 2006).

La proteina bacteriana cagA es se considera un importante factor de patogenicidad, el
cual esta relacionado con el desencadenamiento e intensidad del proceso inflamatoria
causado por H. pylori en la mucosa gastrica. Esta proteina se encuentra asociada con la
presencia en algunas cepas del llamado islote de la patogenicidad el cual corresponde a
un segmento génico que presenta un grupo de genes relacionados con un sistema de
transporte tipi IV que introduce moléculas bacterianas al interior de las células epiteliales
(Rhode et al 2003 y Tanaka et al 2003). Las cepas cagA(+) son mas comunmente
asociadas con el desarrollo de ulcera péptica y adenocarcinoma gastrico en relacion a
lineas cagA(-) (Nomura et al 2002 y Blaser et al 1995). Siendo también las cepas cagA(+)
relacionadas con una mayor produccion de citocinas pro-inflamatorias (Zhang et al 1998).
El incremento en la expresién de citocinas pro-inflamatorias por cepas Cag(+) se
encuentra asociado con la activacion del factor NF-kB existiendo multiples evidencias que
esta activacion es a consecuencia tanto del reconocimiento de TLR asi como de NLR, en
estos ultimos la activacion de NFkB se da debido al ingreso de moléculas bacterianas a la

célula por el sistema de secrecion tipo IV (Peek 2001).

Los LPS de H. pylori estimulan los factores de transcripcion, como NF - kB e interleucinas
como IL-8 en las células epiteliales y en las células de respuesta inmune. Aln no se sabe
si la capacidad de imitar un rango amplio de antigenos sanguineos del huésped por parte
de los LPS promueve la respuesta autoinmune gastrica o atenua los efectos

inmunoestimulantes de los LPS (Kusters et al, 2006).
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INTERACCION DE Helicobacter pylori CON EL SER HUMANO

Los seres humanos ingieren muchos microorganismos diariamente pero la mayoria no
logran colonizar exitosamente el estomago. Después de ingresar al estomago H. pylori
normalmente no atraviesa la barrera epitelial y se clasifica como organismo bacteriano no
invasivo. La mayoria de bacterias H. pylori viven libremente dentro de la capa de moco,
pero algunas logran adherirse a la superficie apical de las células epiteliales,
ocasionalmente pueden penetrar dentro de las mismas, pero no es considerada una
bacteria intracelular (Scott y Cover, 2006). Los receptores de reconocimiento de
patogenos tipo Toll (TLRs) y NOD (NLR) se encuentran en las células epiteliales gastricas
y reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (Backhed et al,
2003). Si la bacteria invade y penetra la barrera gastrica epitelial se activa el sistema de
reconocimiento y proteccion atacando la bacteria con macréfagos y neutrdéfilos. Ya que la
mayoria de bacterias de H. pylori se encuentran dentro de la capa de moco gastrico, el
contacto de H. pylori con células fagociticas es muy poco probable, a menos que, existan
disrupciones en la barrera del epitelio gastrico (Scott y Cover, 2006).
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Helicobacter pylori Y LAS PATOLOGIAS GASTRICAS

La colonizacion de H. pylori no es una enfermedad en si, sin embargo es una condicion
que afecta el riesgo relativo de desarrollar varios desordenes clinicos del tracto

gastrointestinal superior y, posiblemente el tracto hepatobiliar (Kusters et al, 2006).

Las Ulceras gastricas y duodenales comunmente llamadas Ulceras pépticas, son defectos
en la mucosa que presentan un diametro de 0.5 cm que penetran a traveés de la mucosa
muscular. Las complicaciones que pueden surgir incluyen sangrado, perforacion y
formacion de constricciones. Los 2 tipos de Ulceras tienen una fuerte relacion con H. pylori
por lo que los pacientes infectados con la bacteria tienen de 3 a 10 veces mas riesgo de

desarrollar tlceras que los pacientes no infectados (Kusters et al, 2006).

Los estudios realizados en pacientes infectados con H. pylori han establecido que la
bacteria es una de las causas de desarrollo de gastritis cronica y de Ulcera péptica en la
etiologia del cancer gastrico (Goodman, 1997). Esta es la razén por la cual la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer considera que la bacteria es un carcinégeno tipo
| (Larc, 1994). Varios niveles de dafio en el estomago son identificados antes de que la
neoplasia se presente: la gastritis no atrofica croénica, gastritis atréfica cronica, metaplasia
intestinal, displasia y la neoplasia en si presentan un orden ascendente y se clasifican de
acuerdo al dafo tisular y el grado de invasién de la enfermedad (Houghton y Wang, 2005;
Roukus et al, 2002).

La inflamacién cronica inducida por H. pylori puede eventualmente llevar a la pérdida de la
arquitectura normal de la mucosa gastrica junto con la destruccion de las glandulas
gastricas (Kusters et al, 2006). EI mecanismo de la pérdida de la arquitectura celular esta
directamente relacionado con los efectos de los productos bacterianos y la citoquinas en
la mucosa géstrica. Las cepas bacterianas mas virulentas junto con una respuesta inmune
permisiva estan fuertemente relacionados con la gastritis y la progresion a enfermedades
mas severas, ya que combina los efectos de la constitucién genética del huésped, los
factores de virulencia bacterianos y la exposicibn ambiental al patégeno (Correa y
Houghton, 2007; Hold et al, 2007).
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Helicobacter pylori Y LA RESPUESTA INMUNE EN HUMANO

La inflamacién gastrica se desarrolla en un periodo corto de tiempo después de la
infeccion con H. pylori. La colonizacion se manifiesta con sintomas en las regiones
superiores del tracto gastrointestinal por lo que la respuesta inmune innata y adaptativa
tempranas se involucran en el desarrollo de la respuesta inflamatoria de la mucosa

gastrica y los sintomas que acomparian la infeccion aguda (Scott y Cover, 2006).

La respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica en humanos puede ser modulada por
caracteristicas de la cepa de H. pylori colonizadora (Blaser, 2005). Las cepas que
presentan factores de virulencia, como proteinas extramembranales e intracitoplasmicas y

LPS, estan asociados a una respuesta inflamatoria incrementada (Scott y Cover, 2006).

La proteina bacteriana cagA ha sido considerada como un importante factor de
patogenicidad el cual se relaciona con el desencadenamiento e intensidad del proceso
inflamatorio generado por H. pylori en la mucosa géastrica. Esta proteina esta asociada
con la presencia en algunas cepas del llamado islote de la patogenicidad el cual
corresponde a un segmento génico que presenta un grupo de genes relacionados con un
sistema de transporte tipo IV que introduce moléculas bacterianas al interior de células
epiteliales (Rohde et al 2003 y Tanaka et al 2003).

El aumento en la expresion de citocinas pro-inflamatorias por cepas Cag(+) se encuentra
asociado con la activacion del factor NF-kB habiéndose encontrado muchas evidencias de
gue esta activacion se da del reconocimiento de receptores TLR y de receptores NLR, en
estos dltimos la activacion de NF-kB es debido al ingreso de moléculas bacterianas a la
célula por el sistema de secrecion tipo IV (Peek 2001).

Las caracteristicas genéticas del huésped modulan la respuesta inflamatoria contra H.
pylori. La inflamacién gastrica asociada a la bacteria en adultos es caracterizada por
infiltracion de células mononucleares y neutréfilos, mientras que en nifios la respuesta

inflamatoria es predominantemente linfocitica con pocos neutréfilos (Whitney et al, 2000).
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MARCO TEORICO

Por otro lado es bien sabido que el aspecto genético del hospedero puede jugar un papel
muy importante en la intensidad de la respuesta innata hacia muchos tipos de
microorganismo incluyéndose también para el caso de la respuesta innata generada hacia
H. pylori. Estas diferencias de respuesta innata entre individuos puede estar relacionada a
cuestiones polimoérficas o dicho de otra manera a las diferencias a nivel de secuencias
génicas entre individuos. Existen evidencias que mutaciones genéticas en receptores a
patrones moleculares de patégenos pueden modificar considerablemente los niveles de
activacion de factores de transcripcion relacionados con la expresion de citocinas pro-
inflamatorias. Para el caso de H. pylori existen estudios clinicos que indican una
asociacion de alelos TLR especificos con el desarrollo de patologias gastroduodenales
causadas por H. pylori como por ejemplo la sustitucion Thr399lleu en TLR4 se presenta
en mayor frecuencia en pacientes con gastritis crénica en relacion a la frecuencia
observada en individuos asintomaticos situacion que también ha sido relacionada con el
riesgo en el desarrollo de lesiones precancerosas (Achyut et al, 2007). Asi mismo se ha
demostrado que polimorfismos presentes entre los nucleétidos 196 al 174 del TLR2 se
presentan en mayor frecuencia en pacientes Japoneses con cancer gastrico en relacion
con pacientes saludables (Tahara et al, 2007). Para el caso de NLR se ha demostrado
que mutaciones presentes en los genes NOD2/CARD15 han sido significativamente
asociados al desarrollo de linfoma gastrico, enfermedad también relacionada con la
infeccion de H. pylori (Rosenstiel et al, 2006)(Universidad de Kiel en Alemania).

A pesar de la existencia de evidencias que indican la correlacién de variantes polimorficas
en secuencias génicas de RRP con el desarrollo de patologias asociadas a la infeccion de
H. pylori, hay trabajos que se contraponen en relacion al papel de los polimorfismos de
RRP con el riesgo de desarrollo de patologias asociadas a la infeccion de la bacteria. Tal
es el caso del polimorfismo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) de TLR4 +896A—G
en el cual un estudio realizado en pacientes reclutados en un Hospital de Dublin Irlanda
concluye que segun sus resultados no existen evidencias que este polimorfismo de la
molécula TLR4 incremente el riesgo en el desarrollo de gastritis crénica y metaplasia
intestinal (Murphy et al, 2009). En contradiccidén con estos datos estudios en poblacion de

origen diverso se concluyen que este mismo polimorfismo en TLR4 se encuentra
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relacionado con el desarrollo de patologias asociadas con la infeccion de H. pylori tales
como la gastritis cronica atréfica y el adenocarcinoma gastrico (Hold et al, 2007). Aunque
estos datos en una primera instancia genera confusion bien pudieran ser consecuencia
del reconocimiento de un determinado PAMPSs, a partir de cooperacion de RRPs (entre
TLR y/o TLR y Nod) que presenten variantes polimorficas distintas para diferentes grupos

poblacionales, pero que tengan un reconocimiento equivalente hacia un mismo PAMPs.

Para demostrar lo anterior es necesario considerar estudios polimérficos de poblacién —
asociacion patologica, que permitan realizar el mapeo de regiones génicas completas en
la busqueda del total de mutaciones presentes. Con lo anterior se podrian presentar
polimorfismos previamente descritos e inclusive encontrar nuevos polimorfismos que nos
permitan entender mejor el aporte genético de la respuesta innata con el desarrollo de
patologias gastroduodenales. A este respecto la secuencia génica correspondiente a los
dominios ricos en repetidos de leucinas (LRR) de los RRPs puede aportar datos

interesantes por su papel relacionado con el reconocimiento de moléculas microbianas.
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JUSTIFICACION

Si bien existen estudios de polimorfismo en receptores RRP realizados en poblaciones de
varias partes del mundo, en poblacion mexicana son pocos los estudios realizados,
encontrandose entre estos un par de trabajos en el que se analiza la asociacion de
polimorfismos en nucle6tido tnico (SNP) en el TLR4 con el desarrollo de padecimientos
gastroduodenales (Trejo-de la O et al, 2008; Garza-Gonzalez et al, 2007). Mientras que
para el caso de de receptores NLR no existen reportes de asociacién polimorfismos-
patologia gastroduodenal relacionados con poblacion mexicana. En la mayor parte de los
estudios polimorficos en RRP incluidos a los que se hace referencia en poblacion
mexicana, se analizan la presencia de SNPs previamente descritos situacion que no
permite conocer si nuevas mutaciones se pudieran asociar. Esto se debe a que las
técnicas de mapeo que permiten descubrir nuevas mutaciones tienen dos problemas
cuando se pretende analizar una amplio nimero de muestras, pues 0 hien son
demasiado costosas como es el caso de una secuenciacion del total de muestras o por
otro lado tienen dificultades técnicas para analisis poblacional resultando poco practicas
en el andlisis de numero amplio de muestras como es el caso de PCR-SSCP (Single
Strand Conformational Poymorphism) / secuenciacion, en el cual mediante migraciones
electroforéticas en gel nativo de poliacrilamida se identifican las variantes polimorficas y
son Unicamente estas las que se someten a secuenciacion. En los dltimos afios se han
utilizado genotipificaciones basadas en la cinética de desnaturalizacién del DNA de doble
cadena (DNA Melting Analysis) para la identificacion de variantes polimorficas, en este
tipo de andlisis se facilita la interpretacion con la ayuda de compuestos fluorescentes
especificos de DNA de doble cadena (ejemplo, SYBR green o Bromuro de etidio) en el
gue la cinética desnaturalizacion puede ser monitoreada mediante equipos automatizados
como lo es el termociclador en tiempo real. De esta manera mediante un método
relativamente econémico se pueden analizar simultaneamente un namero considerable de
productos de amplificacion PCR de una longitud de alrededor de hasta 200 pb. Para

considerar posteriormente la secuenciacion unicamente de las variantes polimoérficas.
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OBJETIVO GENERAL

Identificacion de variantes polimorficas de los genes NOD1-CARD4 y NOD2-CARD15 que

se presentan asociados con el desarrollo de “Gastritis Atrofica Cronica” causada por la

infeccion de Helicobacter pylori.

b)

d)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar una técnica para la identificacion de polimorfismos en productos de PCR
basada en curvas de desnaturalizacion de DNA de doble cadena de alta resolucion
(High Resolution Melting: HRM).

Establecer condiciones para la amplificacion por PCR de fragmentos génicos
correspondientes a los genes NOD1-CARD4 y NOD2-CARD15.

Determinar en una poblacién de individuos asintomaticos el repertorio alélico de los
fragmentos de PCR a analizar en ambos genes, mediante el analisis de HRM y

secuenciacion.

Realizar un estudio polimorfico en una poblacion de pacientes con Gastritis atrofica
cronica para los fragmentos a analizar en ambos genes realizando un estudio
comparativo relativo a las formas alélicas presentes en la poblacién asintomatica.

Realizar un analisis estadistico para determinar la existencia de formas alélicas

asociadas con desarrollo de Gastritis atréfica crénica.
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METODOLOGIA

Poblacién de estudio.

Se trabajé con un lote de ADN de tejido gastrico obtenido por el método de Fenol-
Cloroformo de grupos de pacientes e individuos control asintomaticos. Se consideraron
individuos de entre 18 a 70 afios de edad. La valoracion clinica y endoscopica se realizd
en la unidad de endoscopia de la clinica 7 del IMSS por un médico gastroenterélogo. En
la poblacion de pacientes (n=32) se incluyeron individuos con diagnostico de alguno de
los siguientes padecimientos gastroduodenales asociados a la infeccion de H. pylori:
gastritis cronica activa, gastritis atrofica cronica, ulcera péptica (duodenal o gastrica),
linfoma géstrico y adenocarcindma gastrico. Para el grupo control asintomaticos (n=25) se
consideraron individuos que por valoracion clinica y endoscOpica no presentasen
padecimientos gastroduodenales asociados a la infeccion de H. pylori pero pudiendo
presentar cualquier otra patologia. Para la inclusion en el protocolo se solicito el

consentimiento informado por el paciente.

Oligonucleotidos de secuencias génicas

Se utilizaron primers previamente desefiados basados en la secuencia de los sitios LRR
reportadas para NOD1 (NM_006092.2) y NOD2 (NM_022162.1) considerando las
regiones que presentase considerando regiones que presentasen mutaciones de
nucleotido simple (SNP) incluidas dentro de los dominios LRR de cada gen, reportadas en
la base de datos de SNP de la NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/). En la tabla 1 se
enlista el disefio de primers que se realizo para el andlisis de NODL1 utilizando el software
de disefio BLAST. De igual manera para el caso de NOD2 se determinaron los SNP en
las regiones LRR reportados (tabla 2), aun que en este caso los primers para las
amplificaciones se basaron en secuencias ya reportadas en una publicacion previa (Helio
et al, 2003, Gut vol 52 p 558-562).
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NOD1 cromosoma 7 (NG_013025.1)
NOMBRE SECUENCIA SNP(s) Tamafho
DEL OLIGO REPORTADO producto
FNOD1-227 5 TGGGGAAGTGATGCAGGACGAAS
RNODA1.297 o GCGGGGOTACCTOALGAGCE.2 rs 5743347 y rs117756270 227
FNOD1-160 5 AGGAGGGGTBAGCATGGCTGTTTC-2
RNOD1-160 5-GGGCCACAGTTACCTCAGGGTGG3 | RS 99924701 160
FNOD1-164 5.GTGTTCCTTCCTAGTCTTGCGTCC-3
RNOD1-164 5. TGGACGACAAAGCAAGACCCTATCAS | S 115002719 164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Tabla 1. Relaciéon de secuencias oligonucledtidas disefiadas en este trabajo para la amplificacion y andlisis

polimérfico de las regiones LRR del gen NOD1. *SNP’s reportados por la NCBI para el segmento génico

correspondiente.

NOD2 cromosoma 16 (NC_000016.9)

NOMBRE 1
SECUENCIA SNP(s) REPORTADO | Tamaiio producto
DEL OLIGO

SEN-R702W 5-AGATCACAGCAGCCTTCCTG-3

ANS-R702W 5.CACGCTCTTGGCCTCACC-3 o 185

SEN-G908R 5.CTCTTTTGGCCTTTTCAGATTCTG3

ANS-G90BR 5-CAGCTCCTCCCTCTTCACCT-3 T ez
rs 111403064

SEN-1007fs 5.GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC3 | rs 2066847 i

ANS-1007fs 5.CCTCAAAATTCTGCCATTCC-3 155743293, rs 41450053
s 112436597

Helio etal, 2003, Gut vol 52 p558)

Tabla 2. Relacion de secuencias oligonucledtidas para la amplificacion de las regiones LRR del gen NOD2

utilizadas en este trabajo para el andlisis polimdrfico del gen NOD2. *SNP’s reportados por la NCBI para el

segmento génico correspondiente (http://www.nchi.nlm.nih.gov/snp/).
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Reaccién en cadena de la polimerasa.

Para la obtencion de los segmentos génicos de los distintos fragmentos se realizo la
amplificacion por PCR utilizando Buffer PCR (10X) 2 ul, MgCl, (50 mM) 0.4 pl, dNTP’s (10
mM) 0.4 pl, primers sentido y antisentido (0.5 pmol/ pl), ADN molde (400 ng), Tag DNA pol
(5U/ ul) 0.3 pl ajustado a en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de PCR
utilizadas fueron las siguientes: incubacién inicial 2 minutos 92°C, 40 ciclos de
amplificacion de 30 segundos a 92 °C, 30 segundos a 55°C y 1 min a 72 °C asi como una
incubacién final de y 1 min a 72 °C, en un equipo de PCR en punto final (Promega). Los
productos fueron verificados por la migracion de 3 pl de la reaccién de PCR en
electroforesis en gel de agarosa a una concentracion mayora al 2.5% en Buffer TBE y

revelados con bromuro de etidio.

Fusion de alta resolucion (analisis HRM)

El analisis de fusion de alta resolucion se llevo a cabo en un termociclador en tiempo real
(marca illumina). La reaccién de HRM consistié en 12 ul del producto de PCR, 2 pl de
LCgreen (10X), y 6 ul de Tris-HCI (50 mM). Se realizo una desnaturalizacion inicial a 95°C
y la desnaturalizacién gradual mediante un gradiente de temperatura de 55- 95°C para
generar la curva de fluorescencia excepto para NOD2-702 que fue 55- 95°C. El andlisis de
los resultados se realizo a través de curvas de desnaturalizacion normalizada
considerando las zonas de melting activo para cada producto identificado por las
presencia de puntos del melting indicados por el equipo. Las Tm’s cercanas a los 60°C no
fueron consideradas por estar relacionadas con los primer usados en la amplificacion. Asi

mismo se analizaron curvas de diferencia y curvas de MELT.
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RESULTADOS

Estandarizacion de condiciones de amplificacién de los segmentos génicos en
NOD1 y NOD2.

En los primeros ensayos realizados se encontré la generacion de productos de
amplificacion de tamario esperado de los segmentos correspondientes para ambos genes:
NOD1-160 (160pb), NOD1-164(164pb), NOD2-G908R(165 pb), NOD1-227 (227 pb),
NOD2-107fs (151pb) y NOD2-R702w (180 pb). (Figura 1), se presento la presencia de
bandas adicionales que pueden ser consecuencia de exceso de primers (bandas menores
a los 100 pb; Figura 1, flecha inferior) o la generacién de productos inespecificos. En
relacion a esto ultimo para el segmento NOD2-R702w se observa el producto esperado
de 151 pb y un producto inespecifico de alrededor de 450 pb (Figura 1, flecha superior).

Mp I 2 3 4 5 6

—
400 =
o=

Figura 1. Productos de amplificaciéon de los genes NOD1-160(1) 160pb, NOD1-164(2) 164pb, NOD1-227(3)
227pb, NOD2-G908R(4) 180pb, NOD2-107fs(5) 184pb y NOD2-R702w(6) 151pb en gel de agarosa 2.5% y
revelados con bromuro de etidio.

Debido a lo anterior se realizo el ajuste de algunas de las condiciones obteniendo los
mejores resultados cuando se disminuyo la concentracion de los primers de 1.6 pmol/pl a
0.54pmol/pl. En los resultados obtenidos en este segundo experimento se observa que
dejan de aparecer los productos inespecificos debidos al excedente de primer permitiendo
observar Unicamente productos especificos y sin la presencia de bandas adicionales
(Figura 2A). En el caso NOD2-107fs (Figura 2A, carril 5) para esta amplificacién en

particular presento una baja intensidad de amplificacion.
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A pesar de que las condiciones de amplificacion obtenidas permitieron de forma adecuada
la amplificacion de los distintos segmentos se empez6 a tener posteriormente problemas
en la amplificacion, situacion que después de una serie de experimentos fue atribuida a
degradacion de los oligonuclettidos por tal razén se opto por solicitar la sintesis de un
nuevo lote de oligonucledtidos para la obtencion de todos los segmentos génicos. Con los
nuevos primers se realizo de forma adecuada la amplificacion de 5 de los 6 segmentos
génicos, observandose la amplificacién de productos del tamafio esperado (Figura 2B).
Notese la mejor separacion de los productos de acuerdo a su peso molecular cuando se
hace una electroforesis en gel de agarosa al 3.5% (figura 2B) en relacion al 2.5% (Figura
2A). No fue posible amplificar el segmento de NOD1-227 (Figura 2B) muy posiblemente
porque los primers no fueron sintetizados adecuadamente por la empresa proveedora, por
tal razon no fue posible hacer el andlisis para este segmento.

A w365 B M123456

300 —
200 —

100 —

Figura 2. Productos de amplificacion de los distintos segmentos génicos usando dos distintos lotes de
primers. (A) Primer lote de primers carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6 con muestras NOD1-160, NOD1-164, NOD1-227
227pb, NOD2-G908R, NOD2-107fs y NOD2-R702w respectivamente en gel de agarosa 2.5% y revelados con
bromuro de etidio. (B) Segundo lote de primers carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6 con muestras NOD1-160, NOD1-164,
NOD1-227 NOD2-R702w , NOD2-G908R y NOD2-107fs respectivamente en gel de agarosa 3.5% y
revelados con bromuro de etidio. Se incluyo un marcador de peso (M) y muestra control negativo sin ADN
molde (NTC).
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Implementacion del andlisis de desnaturalizacion de ADN de alta resolucion (High
Resolution Melting; HRM).

La implementacion del método de HRM para la determinacion de polimorfismos en los
productos de amplificacion de ADN se inicio con un primer experimento en el que se
amplifico el fragmento NOD2-107fs en un termociclador de punto final. El producto
obtenido de las amplificaciones posteriormente se analizo en un equipo de tiempo real
con funcién de andlisis de HRM. En este analisis se manejaron distintos volumenes del
producto de PCR ( 6, 10 y 14 pl) y se utilizo como colorante de union a ADN de doble

cadena para el monitoreo de la curva de desnaturalizacion, el compuesto SYBGreen.

En la figura 4A se observan los patrones de fluorescencia correspondientes a la curva de
desnaturalizaciéon del producto de PCR. Para el andlisis de dicha curva primeramente se
determino el &rea de melting activo del producto (Fig. 4A). Dicha area se caracteriza por
ser el rango de la curva en el que existe una caida mas pronunciada de la fluorescencia
dependiente del incremento de temperatura. En dicho rango es donde se ubica la
temperatura de melting (Tm) del producto de PCR el cual es caracteristico para cada
secuencia de ADN y junto con el patrén de la curva de desnaturalizacion es un parametro
que nos permite identificar variaciones de secuencia entre productos de PCR. Mediante el
software del equipo de HRM se selecciono el area de melting activo mediante la definicion
de un limite inferior a la regién de melting activo (Pre-Melt) y un limite superior (Post-Melt).
Posteriormente para facilitar el analisis de la curva de desnaturalizacion, mediante el
mismo software del equipo se genero la curva de desnaturalizacion “normalizada”

mediante el ajuste al 100% de la fluorescencia con los puntos de Pre-Melt y Post-melt.
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Figura 4. (A)Curva de desnaturalizacién por HRM de productos de PCR del fragmento NOD2-107fs variando

la concentracién de productos de amplificacion (6, 10 y 14 pl) de la reaccién de PCR. (B) Curva de
desnaturalizacién normalizada de productos de PCR del fragmento NOD2-107fs variando el volumen de los
productos (6, 10 y 14 pl) de la reaccion de PCR. El rango de normalizacion utilizado fue 86.5 — 93.5 °C.
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Una vez obtenida la curva Normalizada (Fig. 4B) en un rango de temperatura de 86.5 —
93.5 °C se pudo observar que las curvas de desnaturalizacién del producto de PCR
NOD2-107fs para los distintos volimenes (6, 10 y 14 pl) presentan un patron de
desnaturalizacibon muy semejantes entre si, diferenciandose Unicamente en una
disminucién de fluorescencia dependiente de la concentracién del producto de PCR. Tal
situacion es congruente con el resultado esperado por que al tratarse de un mismo
segmento de ADN, su dinamica de desnaturalizacion es idéntica y la unica diferencia
radica en la magnitud de fluorescencia motivada por la concentracion de ADN. Al igual
que el patrén de desnaturalizacion las Tm’s para los distintos volumenes del producto de
PCR NOD2-107fs mostré un valor equivalente 90.6, 91.1 y 91.3 °C para 6, 10 y 14 pl
respectivamente (Fig. 4B) lo que corrobora que el analisis de HRM con el uso de
SYBGreen y bajo las condiciones utilizadas nos permite identificar un mismo producto

PCR como tal a pesar de presentarse en distinta concentracion.

Si bien en estos primeros experimentos el uso de SYBGreen y las condiciones de HRM
mostraron ser Util en el andlisis de las curvas de desnaturalizacién, se demostré que al
realizar en una sola reaccion el analisis de PCR-HRM, el SYBR green tuvo un efecto
inhibidor de la reaccion de amplificacion por PCR. Por lo anterior se decidio considerar
otro croméforo de afinidad por ADN de doble cadena alternativo al SYBGreen. El
colorante que se considero evaluar fue el cromoforo denominado LCgreen, existen
reportes que muestran que presenta una baja actividad inhibitoria de la enzima
TagDNApol y por lo tanto una menor afectacion del proceso de amplificacion. Asi mismo
esta considerado como un fluorocromo intercalante con mayor saturacién que el
SYBgreen lo que permite la formacién de curvas desnaturalizacién mas finas que este
tltimo. Dentro del proceso de validacion se verifico que este cromoforo no genera
afectacién en el proceso de amplificacion por PCR (Datos mostrados en los informes
parciales) y por lo tanto se pudiera utilizar en un analisis PCR-HRM simultaneo, por
cuestiones practicas el estudio de HRM de las poblaciones de pacientes y controles se
realizo finalmente por separado. Ya que era necesario verificar la existencia del producto
de amplificacién correspondiente de cada una de las muestras que se fueran a analizar

para garantizar un estudio comparativo.
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Con el uso de LCgreen como nuevo fluorocromo una segunda variable que se evalu6 en
el analisis de HRM fue el efecto de la concentracion de sales. Lo anterior debido a que la
concentracion de sales es un factor que de forma importante puede modificar los patrones
de desnaturalizacién de una secuencia de ADN. Para abordar este estudio se decidid
realizar un analisis comparativo de la reaccion de PCR-HRM considerando una reaccion
de PCR con baja concentracion de sales, reaccion preparada en H,O inyectable (tal y
como se habia realizado en los experimentos anteriores) y una reaccion de mayor
saturacion de sales, para lo cual se considero una reaccion de PCR preparada en buffer
Tris-HCI (50 mM). Para lo cual se realizo el analisis de HRM de las replicas de
amplificacion con Tris-HCI y con H,O inyectable (Figura 5). Para éste analisis se utilizaron
curvas normalizadas en un rango de temperatura de 75.82 - 86.2°C. Si bien las curvas
normalizadas para Tris-HCI como para H,O inyectable presenta un patron de
desnaturalizacibn muy semejante (Figura 5), es necesario hacer notar que en las replicas
de reaccion con H,O puede observarse mayor dispersion (Figura 5B) en relacion a las
réplicas de TrisHCI (Figura 5 A).

La dispersién mencionadas anteriormente pueden ser ilustradas de una forma numérica
mediante el andlisis de las temperaturas de melting (Tm) de las distintas replicas (Tabla
3). Donde se puede observar una dispersion mayor de los valores de Tm en las replicas
de reaccién desarrolladas en H,O inyectable en relacion a las elaboradas con TrisHCI. El
valor de Tm obtenido para las reacciones con H,O fue 80.55 + 3.29 °C (Tmz SD),
mientras que con Tris-HCI se tuvo Tm medio de 83.42 + 0.20 °C (Tmz SD). La menor
desviacion estandar presente en las replicas de reaccion con Tris-HCI nos confirma que la
presencia que concentracion de sales durante el analisis de HRM genera una
desnaturalizacion del producto de PCR con menos variabilidad, situacion que favorece
los andlisis comparativos en un estudio polimérfico. Por lo mencionado anteriormente se
decidio utilizar TrisHCI para el estudio de HRM pues las curvas de desnaturalizacion en
presencia del TrisHCI son mas reproducibles que con H,O inyectable.
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Figura 5. Curva de desnaturalizacién normalizada del fragmento NOD2 107fs de reacciones replica (n=4)

preparadas con TrisHCI (A) o con H2O inyectable (B).

NUMERO DE REPLICA Tm(°C) - TRIS-HCL Tm(°C) - H.0
1 83.3 77.9
2 83.6 83.3
3 83.6 83.5
4 83.2 77.5
Media 83.42 = 0.20 80.55 + 3.29

Tabla 3.- Temperaturas de melting (Tm) registradas para las réplica del reaccién (n=4) preparadas con
TrisHCI (50 mM) o con H,0 inyectable obtenidas con la finalidad de evaluar el efecto de la concentracion de

sales en el sistema HRM.

Con el fin de demostrar que las condiciones para el analisis de HRM obtenidas en los
experimentos anteriores nos permiten identificar mediante curvas de desnaturalizacion
dos productos de PCR distintos. Se realizo un andlisis de PCR-HRM comparativo de dos
diferentes segmentos del gen NOD2, el fragmento NOD2-107fs y el fragmento NOD2-
G908. En dicho experimento, se desarrollé6 un andlisis de HRM mediante una curva de
desnaturalizacion “Normalizada” (Figura 7A) bajo los mismos los limites de melting
(76.13°C y 88.83°C) para ambos segmentos (Fig. 6). Asi como un segundo tipo de
analisis mediante una curva de “Diferencia” (grafico relativo al ajuste a cero de la
fluorescencia de la curva de una de las muestras) considerando una de las replicas del

fragmento NOD2-107fs como valor de referencia para el ajuste de fluorescencia (Figura
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7B). En dicho analisis es posible observar que tanto en la curva normalizada como en la
curva de diferencia (Figura 7 Ay B), el patrén de las de desnaturalizacion que presenta el
fragmento NOD2-107fs es radicalmente distinto al que presenta el NOD2-G908 en las
distintas replicas analizadas. Adicionalmente se realizo un analisis de los valores de Tm
correspondientes para ambos productos de PCR, encontrando una clara diferencia en los
valores de Tm en ambos fragmentos. En el caso del fragmento 107fs se presenta una Tm
media de 83.42 £ 0.20 y mientras que para el fragmento G908 fue de 78.025 £ 0.12. Dado
que ambos productos presentan una clara diferencia en sus valores de Tm y se presenta
una evidente diferencia en la curva de desnaturalizacion en ambos productos de PCR
podemos considerar que las condiciones utilizadas en el analisis HRM permiten

diferenciar claramente entre dos productos de PCR distintos.

Pre- Melt ey Melt activa #  Post-Melt

$

— — —r —

NOD2-107fs
- NOD2-G908

Figura 6.Curva de desnaturalizacion completa de HRM comparando actividad de genes 107fs y G908 de

NOD2, tomando como rango de temperatura de 76.13°C a 88.83°C.

NOD2-107fs
NOD2-107fs

NOD2-G908
NOD2-G908

Figura 7 . A) Curva normalizada para genes 107fs y G908 B) Curva de diferencia para genes 107fs y G908
considerando como valor de referencia una de las réplicas del gen 107fs.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Andlisis de Variacion Génica

Para conocer la existencia de variaciones alélicas relacionadas con la poblacion de
pacientes se abordo el estudio de curvas de desnaturalizacién de alta resolucion HRM a
partir de productos de PCR (PCR-HRM). Utilizando ADN gendémico normalizado a 400
ng/ul se procedié a la amplificacion por PCR en punto final de cada uno de los segmentos
génicos de la poblacién de pacientes asi como del grupo de individuos control
asintomaticos. Los productos de amplificacion de cada una de las muestras fueron
verificadas en electroforesis en gel de agarosa considerando Unicamente aquellas en las
gue se presentase solamente la banda correspondiente al tamafio esperado para el
segmento correspondiente. En la figura 8 se observa a manera de ejemplo el corrimiento
electroforético de algunas muestras correspondientes a los distintos segmentos génicos
en estudio de los genes NOD1 y NOD2. Se presento la dificultad en la amplificacién de
algunos segmentos para algunas de las muestras probablemente por problemas de
degradacion de ADN (las muestras se mantuvieron en congelacion a -80°C) por tal razén

no fue posible obtener productos de PCR para todas las muestras de ambos grupos.

Una vez verificados los productos de amplificacion se procedié al andlisis de curvas de
desnaturalizacion mediante el andlisis de alta resolucion, utilizando tres tipos curvas: 1)
Curva de Normalizacion, 2) Curva de Diferencia y 3) Curva de MELT derivada. Para un
mismo segmento génico se realizo de manera simultanea el estudio de HRM en el total de
las muestras de ambos grupo, esto para permitir un adecuado analisis comparativo de los
patrones de desnaturalizacion.
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NOD1-164 NOD2-107f

Figura 8. Productos de amplificacion de los distintos segmentos génicos a partir de 5 distintos individuos. El
andlisis se realizo en electroforesis en gel de agarosa 2.5% y revelados con bromuro de etidio. Se incluyo un
marcador de peso (Mp).

Analisis PCR-HRM segmento NOD1-160

En el andlisis de desnaturalizaciéon para el segmento NOD1-160 se logro identificar en las
distintas muestras la presencia de 3 principales temperaturas de melting (Tm), siendo la
Tm mayoritaria Tm1= 90.08 + 0.5 °C , siguiendo una Tm2= 84.65 + 1.25 y finalmente una
Tm3= 80.61 + 0.58 °C. Para generar las curva de normalizaciéon y diferencia se
selecciono un rango temperatura donde este producto presentase actividad de melting
para lo cual se considero de entre 77 a 93 °C. Mediante el andlisis de las pendientes en
las curvas de Normalizacion de los productos de PCR para el segmento NOD1-160 para
ambas poblaciones se logro identificar la existencia de 5 distintos comportamientos en la
pendiente de desnaturalizacién que podrian corresponder a su vez a 5 diferentes patrones
de desnaturalizacién alélica (PDA), figura 9. Para corroborar lo anterior se realizo un
analisis mediante una curva de Diferencia considerando el analisis de las muestras
representativas de estos 5 patrones y como referencia la resta de fluorescencia de una
muestra que presentase el patron mayoritario (PDAL). A través de este analisis pudimos
determinar que cada uno de los patrones de desnaturalizacion observados en la curva de
Normalizacion (figura 9) coincidié claramente con la generacion de 5 distintas curvas de
Diferencia (figura 10 A-F). La situacion anterior correlaciono también con la curva del
MELT derivada para cada una de las muestras, pues se presentaron 5 distintos patrones

de MELT correspondientes a los diferentes comportamientos de desnaturalizacion (Figura
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11). Bajo este analisis integrado pudimos considerar que en el segmento génico NOD1-
160 existen 5 distintos Patrones de Desnaturalizacion Alélica (PDA) en ambas

poblaciones estudiadas.

PDA1
PDA2
PDA3
PDA4
PDAS5S

TNormalized Fluorescence

7 78 80 82 84 86 88 % 92 a1
Temperature (°C)

Figura 9. Patrones de desnaturalizacion alélica del segmento NOD1-160 presentes en el total de la poblacion

estudiada. El rango utilizado para la normalizacién de la fluorescencia fue 77 a 93 °C.

A DAL B PDA2 c 2hA3

D PDA4 E PDAS

Figura 10. Curva de diferencia del segmento NOD1-160. Se presentan los cinco distintos patrones de
desnaturalizacion alelica (PDA) identificados para este segmento génico (A-E). Se muestra ademas un grafico
comparativo de de los 5 PDA identificados (F). El rango utilizado para la normalizacion de la fluorescencia fue
77 a 93 °C y el andlisis de diferencia se realizo utilizando como referencia una muestra de un individuo
portador del PDA1 (individuo control C1).
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Figura 11. Curva de MELT dervidada del segmento NOD1-160. Se presentan los cinco distintos patrones de
desnaturalizacion alelica (PDA) identificados para este segmento génico (A-E). Se muestra ademds un grafico
comparativo de de los 5 PDA identificados (F).

A continuacion se busco determinar la distribucion de frecuencia de cada uno de los
patrones de desnaturalizacion alélica tanto en la poblacién de pacientes como en el grupo
de individuos control. EI PDA1 resulto ser el patrén de desnaturalizacién que se presento
de manera mas frecuente en todo el universo de individuos analizados, estando presente
este en el 56.4 % del total de individuos (figura 12), siguiendo a este el PD3 identificado
en un 25.6 % y finalmente con menor frecuencia el PD4 (7.6%), PD2 (5.1%) y PD5
(5.1%). Cuando se realiz6 un andlisis para determinar la distribucién de frecuencia pero
ahora en relacion a las dos poblaciones de estudio se encontr6 de manera interesante
que el PDA1 caracterizado por los tres tipos de curvas se presento mayormente
relacionado con los individuos control asintomaticos pues presento una frecuencia de un
77.7 % en esta poblacion (Tabla 4, figura 13), mientras que en el grupo de pacientes este
fue del 38 % esta diferencia resulto significativa (tabla 4). En contra parte el PD3 se
identifico como un patrén altamente asociado con la poblacién de pacientes analizados
pues se presento en el 47.6% y estuvo ausente en toda la poblacion de individuo control
analizados (p=0.0006) (Tabla 4, figura 13). El patron PDA2 se presento en el grupo control
(Figura 13) en un 11.1% y ausente en la totalidad de los individuos del grupo de pacientes
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(Tabla 4). Los patrones PDA4 y PDAS5 presentaron una distribucion equivalente en ambas
poblaciones de estudio (Tabla 4, figura 13), estando PD4 en un 9.5 % de los pacientes y
en el grupo control en el 5.5% (p=NS), mientras que PD5 se identifico en el 4.7 y 5.5 % en

las poblaciones de pacientes y controles respectivamente (p=NS).
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Figura 12. Frecuencia de los distintos Patrones de desnaturalizacion alélica (PDA) presentes en los 5

segmentos de génicos, considerando el total de individuos analizados. NOD1-160 (A), NOD1-164 (B), NOD2-

107f (C), NOD2-702 (D) y NOD2-G908.
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PDA4 PDA4

Figura 13. Patrones PDA del segmento NOD1-160 identificados en la poblacién de pacientes (Gréaficas

columna izquierda color rojo) y en la poblacién de individuos control asintomaticos (Graficas columna derecha

color azul). Se muestran Gnicamente las curvas normalizadas de cada patrén.
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SEGMENTO NOD1-160
PACIENTES CONTROLES

PD alélico Frecuencia (%) n Frecuencia (%) n Valor P
PDA1 0.380 (38.0) 8 0.777 (77.7) 14 0.0227*
PDAZ 0 0 0.111(11.1) 2 NS
PDAZ 0.476 (47.6) 10 0 0 0.0006"*
PDA4 0.095 (9.5) 2 0.055 {5.5) 1 NS
PDAS 0.047(4.7) 1 0.055 (5.5) 1 NS
TOTAL 1 21 1 13 N5

Tabla 4. Tabla de frecuencias alélicas para el segmento NOD1-160. El Andlisis estadisticos se realizo

mediante el test de Fischer, considerando p<0.05 como una diferencia significativa, NS=no significativo.

Analisis PCR-HRM segmento NOD1-164

En el segmento NOD1-164 en las distintas muestras se identifico la presencia también de
3 Tm’s. Para este producto la Tm mayoritaria (Tm1) fue de 88.36 + 0.5, siguiendo una
Tm2=85.19 + 0.6 y finalmente una Tm3=80.09 + 1.0 °C. El rango de actividad de melting
que se considero para este producto fue de entre 75 a 91 °C . Mediante el analisis de las
pendientes en las curvas de Normalizacion de los productos de PCR para el segmento
NOD1-164 en la totalidad de muestras se logré identificar de acuerdo a las pendientes del
analisis de curvas de normalizacion de dos distintos patrones (Figura 14A). La
confirmacién de los patrones se realizo también con la correlacion con el analisis de
Diferencia y la curva de MELT derivada (Figura 14 B y C). A través de este andlisis se
considero que en el segmento génico NOD1-164 existen 2 distintos Patrones de

Desnaturalizacion Alelica (PDA) en ambas poblaciones estudiadas.
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Figura 14. Patrones de desnaturalizacion alélica del segmento NOD1-164 presentes en el total de la
poblacién estudiada. Se presenta la Curva Normalizada (A) en el rango de 75 a 91 °C, Curva de diferencia (B)
considerando como referencia muestran con PDA1 y curva de MELT derivada (C). En color azul se indica los

patrones de desnaturalizacion correspondientes al PD1 y en color rojo los correspondientes a PDA2.

El PDA1 del segmento génico de NOD1-164 resulto ser el patron alélico mas frecuente
en la poblacion estudiada ya que se identifico en la mayor parte de los individuos
analizados, pues el 93.1% del total de los individuos fue portador de este PDA, en contra
parte el PDA2 se identifico solo en un 6.8% (figura 12). En relacion a la distribucion de
PDA1 y PDA2 en los grupos de estudio se observo que se presenta una frecuencia
equivalente en ambas poblaciones (figura 15 y Tabla 5). Pues se pudo determinar que el
PDA1 se identifico en 92% en pacientes y el 94.7% de los controles y PDA2 se observo

en el 8.0% y 5.2% respectivamente en ambas poblaciones.
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Figura 15. Patrones PDA del segmento NOD1-164 identificados en la poblacion de pacientes (A) y en la

poblacién de individuos control asintomaticos (B). Tanto para el patron PDA1 como PDA2 se presenta las

curvas normalizada (gréficos a la izquierda de cada figura) y curva de MELT derivada (gréficos a la derecha

de cada figura).

SEGMENTO NOD1-164

PACIENTES CONTROLES
PDalélico | Frecuencia n Frecuencia n Valor P
PD1 0.92 23 0.947 18 NS
PD2 0.080 2 0.052 1 NS
TOTAL 1 25 1 19

Tabla 5. Tabla de frecuencias alélicas para el segmento NOD1-164. El Andlisis estadisticos se realizo

mediante el test de Fischer, considerando p<0.05 como una diferencia significativa, NS=no significativo.
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Analisis PCR-HRM segmento NOD2-107f

Cuando se realizo el analisis de desnaturalizacion del producto de PCR correspondiente
al segmento NOD2-107f en todo el universo de individuos analizado, se encontrd que casi
todas las muestras presentaron una Unica temperatura de melting (Tm de 87.7 + 0.3).
Presentandose solamente en dos individuos un producto de PCR con dos Tm’s, siendo
en estos dos casos un producto con una Tm1l coincidente con las demas muestras
(Tm=87.7 £ 0.56) y una Tm adicional (Tm2) con un valor de 90.9 + 0.14. Al realizar el
andlisis de normalizacion en ambas poblaciones se pudieron identificar 2 Unicos patrones
de desnaturalizacion alélica verificados por los demas parametros del analisis de
desnaturalizacion (Figura 16). La PDAL para este segmento se presento en el 95.1 % de
la poblacion total (Figura 12). Asi mismo el PDAL tuvo una frecuencia equivalente en las
poblaciéon de pacientes (95.6 %) y en el grupo control (94.4%) (Figura 17 y Tabla 6). El
patron PDA2 fue identificado unicamente por un individuo de la poblacién de pacientes y

un individuo de la poblacién control (Figura 17 y Tabla 6).

PDA1
== PDA2

Figura 16. Patrones de desnaturalizacion alélica del segmento NOD2-107f presentes en el total de la
poblacion estudiada. Se presenta la Curva Normalizada (A) en el rango de 80 a 91 °C, Curva de diferencia (B)
considerando como referencia muestran con PDA1 y curva de MELT derivada (C). En color naranja se indica

los patrones de desnaturalizacién correspondientes al PD1 y en color azul los correspondientes a PDA2.
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Figura 17. Patrones PDA del segmento NOD2-107f. (A) PDAL identificado en la poblacion de pacientes
(gréficos en color rojo) y en la poblacion de individuos control asintomaticos (graficos en color azul). (B) PDA2

identificados tanto en pacientes (rojo) como en controles (azul). Se presenta la curvas normalizada (izquierda)

y curva de MELT derivada (derecha) de cada PDA.

SEGMENTO NOD2-107f

PACIENTES CONTROLES
PD alélico Frecuencia n Frecuencia n Valor P
PD1 0.956 22 0.944 17 NS
PD2 0.043 1 0.055 1 N5
TOTAL 1 23 1 18

Tabla 6. Tabla de frecuencias alélicas para el segmento NOD2-107f. El Analisis estadisticos se realizo

mediante el test de Fischer, considerando p<0.05 como una diferencia significativa, NS=no significativo.
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Analisis PCR-HRM segmento NOD2-R702

El producto de PCR correspondiente al segmento NOD2-702, presento en la mayoria de
individuos una Tm2l mayoritaria de 95.64 + 0.19 y adicionalmente algunas muestras
presentaron una Tm2 de 82.4 + 0.29. Aun que en algunos individuos se observo
presentaron productos con menores puntos de desnaturalizacion presentando una Tml
de 83.0 y Tm2 de 91.05 + 0.07. Cuando se realizo el andlisis de normalizacion en ambas
poblaciones se pudieron identificar 2 patrones de desnaturalizacion alélica verificados por
la curva de diferencia y MELT derivada (Figura 18). La PD1 se identifico como el patron
mas prevalente en el total de individuos analizados presentando en un 87.5 % (Figura 12).
Este patron alélico se presento en el 100% de los individuos control pero de manera
interesante se observo una menor frecuencia en la poblacién de pacientes con un 77.2
% de individuos portadores en este grupo, aun que esta diferencia de frecuencia no
resulto tener significancia estadistica (p=0.053)(Tabla 7) (figura 19). El PDA2 se presento
con una menor frecuencia en la poblacion total, identificAndose en el 12.5 % de los
individuos analizados. Este patron de desnaturalizacion no se identifico en la poblacion
control aun que en el grupo de paciente se observo en el 22.7 % de los individuos de esta
poblacién)(Tabla 7) (figura 19). Mas sin embargo la diferencia de frecuencia de este PDA

en ambas poblaciones tampoco presento una significancia estadistica.
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Figura 18. Patrones de desnaturalizacion alélica del segmento NOD2-702 presentes en el total de la
poblacién estudiada. Se presenta la Curva Normalizada (A) en el rango de 79 a 96 °C, Curva de diferencia (B)
considerando como referencia muestran con PDA1 y curva de MELT derivada (C). En color naranja se indica

los patrones de desnaturalizacién correspondientes al PD1 y en color rojo los correspondientes a PDA2.
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Figura 19. Patrones PDA del segmento NOD2-702. (A) PDAL identificado en la poblacion de pacientes
(gréficos en color rojo) y en la poblacion de individuos control asintomaticos (graficos en color azul). (B) PDA2
identificados en pacientes (rojo). Nota: en grupo control no se identifico PDA2. Se presenta la curvas

normalizada (izquierda) y curva de MELT derivada (derecha) de cada PDA.
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SEGMENTO NOD2-R702

PACIENTES

CONTROLES

PD alélico Frecuencia n Frecuencia n valor P
PD1 0.772 17 1 13 0.053
PD2 0.227 5 0 0 NS

TOTAL 1 22 1 18

Tabla 7. Tabla de frecuencias alélicas para el segmento NOD2-R702. El Andlisis estadisticos se realizo

mediante el test de Fischer, considerando p<0.05 como una diferencia significativa, NS=no significativo.

Analisis PCR-HRM segmento NOD2-G908

En el analisis de desnaturalizacion del producto de PCR correspondiente al segmento
NOD2-G908 se encontré que la mayor parte de los individuos analizados presentaron una
Gnica temperatura de melting (Tm de 90.16 + 0.26). Aun que en algunas muestras se
observo una Tm minoritaria (Tm2) de forma adicional (79.06 + 0.53). Al realizar el analisis
de normalizacibn en ambas poblaciones se pudieron identificar 2 Unicos patrones de
desnaturalizacion alélica verificados por los deméas parametros del analisis de
desnaturalizacion (Figura 20). La PDA1 para NOD2-G908 se presento en el 95.0 % de la
poblacién total (Figura 12) sin presentar una frecuencia diferencial tanto en las poblacién
de pacientes (95.6 %) y controles (94.4%) (Figura 21 y tabla 8). El patron PDA2 se
presento Unicamente por un individuo de la poblacion de pacientes y un individuo de la
poblacién control (Tabla 8 y Figura 21).
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Figura 20. Patrones de desnaturalizacion alélica del segmento NOD2-G908 presentes en el total de la
poblacién estudiada. Se presenta la Curva Normalizada (A) en el rango de 75 a 93 °C, Curva de diferencia (B)
considerando como referencia muestran con PDA1 y curva de MELT derivada (C). En color verde se indica los

patrones de desnaturalizacion correspondientes al PD1 y en color azul los correspondientes a PDA2.
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Figura 21. Patrones PDA del segmento NOD2-G908. (A) PDA1 identificado en la poblacién de pacientes
(gréficos en color rojo) y en la poblacion de individuos control asintométicos (graficos en color azul). (B) PDA2
identificados tanto en pacientes (rojo) como en controles (azul). Se presenta la curvas normalizada (izquierda)

y curva de MELT derivada (derecha) de cada PDA.
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SEGMENTO NOD2-G908

PACIENTES CONTROLES
PD alélico Frecuencia n Frecuencia n Valor P
PD1 0.958 22 0.941 16 M5
PD2 0.043 1 0.058 1 N5
TOTAL 1 23 1 17

Tabla 8. Tabla de frecuencias alélicas para el segmento NOD2-G908. El Analisis estadisticos se realizo

mediante el test de Fischer, considerando p<0.05 como una diferencia significativa, NS=no significativo.
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CONCLUSIONES

Debido a la importancia que tiene el proceso inflamatorio de la mucosa gastrica durante
su colonizacion por la bacteria H. pylori como un factor desencadénate del dafio gastrico
gue puede generar distintas patologias gastricas y duodenales, resulta importante
estudiar a nivel poblacional la participacion de variantes alélicas en genes que participan
de manera importante en la respuesta inflamatoria. Tal es el caso de los genes NOD1 y
NOD2 que de manera importante reconoce moléculas microbianas para desencadenar y
sostener una respuesta innata activa. El andlisis de curvas de desnaturalizacion de alta
resolucion nos permitié realizar un sondeo de las regiones de repetidos ricos en leucinas
de los genes NOD1 y NOD2 para la busqueda de variantes polimaérficas de estos genes.
Mediante este analisis se encontré que de estos dos genes en la region NOD1-160 se
presento la mayor diversidad polimérfica, identificada por la generacion de 5 distintos
patrones de desnaturalizacion en toda la poblacién analizada. Mientras que en los otros 4
segmentos génicos se identificaron dos patrones de desnaturalizacion para cada
segmento. Debido a que cada patron de desnaturalizacién se genera por un combinacion
alélica en particular (PDA: Patrén de desnaturalizacion alélica) de estos patrones génicos
debera determinarse la secuencia nucleotidica especifica para identificar el nimero y tipo

de polimorfismo.

Resulto interesante identificar PDAs con una distribucion diferencial en las poblaciones
analizadas. Tal fue el caso del PDA1-NOD1-160 que se presento con mayor frecuencia en
los individuos control asintomaticos (77.6%) en relacién a la poblacion de pacientes
(38.0%) esta situacion indica la posibilidad de que la combinacién alélica presente en este
patron de desnaturalizacion pudiera generar variantes del gen NOD1 de resistencia. En
contra parte el PDA3-NOD1-160 pudiera indicar una combinacion alélica de
susceptibilidad ya que se identifico con una mayor frecuencia en la poblacién de pacientes
presentdndose en el 47.6% de individuos de este grupo y en ninguno de los individuos
control asintomatico. En los segmentos NOD1-107f, NOD1-164 y NOD2-G908 si bien se
presentaron 2 distintos PDA en cada region en todos los casos se presento el PDA
predominante con frecuencia cercanas o superiores al 95% en la poblacion y con una
distribucién equivalente tanto en la poblacién de pacientes como en controles. Lo anterior

se presento también con el PDA minoritario de estos segmentos genéticos, situacion que
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siguiere que estas regiones pudieran no tener participacion en asociaciones genéticas al
desarrollo de este tipo de enfermedades. En el caso de PDA3-NOD2-R702 se mostro una
tendencia como combinacion alélica de resistencia ya que se encuentra disminuida en la
poblacion de pacientes aun que no se tuvo una diferencia estadistica. Debido a que el
objetivo de este trabajo fue el de realizar un sondeo multiple de estos segmentos génicas
para identificar regiones con mayor relacion con el desarrollo de patologias
gastroduodenales se tuvo para el analisis la limitante de un nimero de pacientes muy
amplias pero resulta importante considerar que para poder determinar una asociacion
genética es necesario incrementar ampliamente el universo de pacientes. Aun que este
trabajo consideramos resulta importante ya que nos brinda informacion para la
identificacion de alelos especificos en poblacion mexicana que podamos utilizar en
estudios mas amplio para determinar asociaciones genéticas, asi como la caracterizacion

de patrones de desnaturalizacion que pudieran ser utilizados con estos mismos fines.
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GLOSARIO

Antigenos Lewis. Sistema de antigenos sanguineos humanos basada en los genes fut 2
y fut 3 que codifican fucosiltransferasas. Los antigenos no son producidos por los
eritrocitos sino que son componentes de las secreciones epiteliales exdcrinas que luego
son absorbidos a la superficie de los eritrocitos.

Fucosilacion: Proceso en el que se afiaden azlcares fucosa a una molécula realizado

por enzimas fucosiltransferasas.

IFN (Interferén): Citoquinas que se producen y se secretan por linfocitos en respuesta a
la presencia de patdgenos. Permiten la comunicacion entre células para activar las
defensas del sistema inmune.

IKK (Inhibidor of kappa B - kinase): Es un complejo enzimatico que esta involucrado en
propagar la respuesta celular a la inflamacion. Es componente de la casacada de
transduccion de sefiales de NF-kB en la que se encarga de fosforilar IkB para la

activacion de NF-kB.

IL-8: (Interleucina 8): quimiocina producida por macréfagos y otros tipos celulares como

células epiteliales.

NF-kB: (Nuclear factor kappa-light chain-enhancer of activated B cells): complejo proteico
gue controla la transcripcion de ADN. Invoulcrado en la respuesta celular a estimulos
como antigenos virales y bacterianos. Regula la respuesta inmune en infecciones.
Sialisacion: Proceso de reaccion con acido sialico.

Th1(T helper cells): son un subrupo de linfocitos. estas células son inusuales ya que no
tienen actividad citotoxica o fagocitica. Estas células estan involucradas en la activacion y

direccion de otras células inmunes.

TNF: (Tumor necrosis factor): Es una citoquina involucrada en la inflamacion sistémica,

induce la apoptosis e inhibe la tumorogénesis y la replicacion viral
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ANEXO A

" Federacion Nacional de Quimicos Clinicos
| CONAQUIC, A. C.
DGP F-370

CONAQUIC’
Mérida, Yucatan , 23 de agosto de 2013

Estimado Jesus Norberto Lozano Ruiz Esparza
Universidad Auténoma de Aguascalientes.
PRESENTE

El Comité de Editor de la NOTICONAQUIC, tiene el agrado de
comunicarle que su articulo: “ldentificacion de variantes
polimérficas de los genes NOD1-CARD4 y NOD2-CARD15 que se
presenten asociados con el desarrollo de enfermedad
gastroduodenal causada por la infeccion de Helicobacter pilory”,
ha sido aceptado para su publicaciéon en el No. 62 de la Revista
NOTICONAQUIC.

Agradecemos su contribucién a la Revista NOTICONAQUIC vy
aprovechamos la oportunidad para saludar a Ud. muy
cordialmente.

Dra. W—W;ﬂem

Secretaria de Asuntos Editoriales
Revista NOTICONAQUIC.

dherrera02@hotmail.com

america.delgado.herrera@gmail.com

“Servir con responsabilidad y compromiso”
Morelos Pre. No. 101, Colonia Barnio del Calvano

C.P. 51350, Zinacantepec, Estado de Mexico.
Tel /Fax: (981) 811 57 48
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