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Abstract. Programmed death-ligand 1 (PD-L1) and ICOS-L
(also referred to as B7 homolog 1 and 2, respectively) modu-
late the immune inflammatory response. The aim of the
present study was to examine the expression levels of these
inflammatory mediators in two groups of patients with an
Helicobacter pylori (H. pylori) infection; patients with and
without gastric cancer. The association between bacterial
virulence factors, CagA and VacA, was also examined, as well
as their correlation with the inflammatory profile. Endoscopy
analysis indicated that 18 patients suffered from cancer and
28 patients suffered from other gastric pathologies. PCR and
reverse transcription-quantitative PCR were used to analyze
gastric biopsies and determine the expression levels of the
inflammatory modulators PD-L1 and ICOS-L, transcription
factors, cytokines and other genes associated with inflam-
mation and pathogenicity. All 46 patients were determined
positive for markers of H. pylori. Patients with stomach cancer
had lower levels of ICOS-L (P<0.05) and GATA3 (P<0.01), a
negative correlation between CagA and IL-17 (P<0.05), a posi-
tive correlation between CagA and IL-10 (P<0.05), a negative
correlation between vacA-ml and retinoid orphan receptor yt
(RORyt) (P<0.001), and a positive correlation between RORyt
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and ICOS-L (P<0.001). The reduced levels of ICOS-L and
GATA3 along with the negative correlation between CagA and
IL-17, and between vacA-ml and RORyt were all associated
with an increased risk of gastric cancer in the present cohort.

Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) is present in the stomach of
~50% of the population worldwide (1) and is considered to be
the primary cause of chronic gastritis, gastric cancer and peptic
ulcers (2). Around 89% of non-cardia gastric cancer cases,
representing 78% of all gastric cancer case, are now estimated
to be attributable to chronic H. pylori infection (3). Gastric
cancer is among the five most common types of malignant
tumors, and has the second highest cause of cancer-associated
death worldwide (4). However, only 1-3% of the individuals
with an H. pylori infection develop gastric cancer (5), as this
pathology is dependent on the virulence of the bacteria, the
environment and genetic factors of the host (6,7). For instance,
common variable immunodeficiency (CVID) syndrome is
associated with a 45-fold increase in the risk of gastric cancer
and a 30-fold increase in the risk of gastric lymphoma (8).
Although the etiology of CVID is not completely understood,
in adults it is associated with deletion of a gene which encodes
the inducible T-cell co-stimulator ICOS (9), which is expressed
by T-cells when activated by their antigen. The only known
ligand of ICOS (ICOS-L) is expressed constitutively by
B lymphocytes (10). The interaction between ICOS:ICOS-L
serves an important role in mediating the cooperation between
T and B cells, as well as promoting the terminal differentiation
of B cells to plasma B cells. ICOS activation induces the secre-
tion of IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-21, tumor necrosis factor-a
and interferon gamma (IFN-y). In doing so, ICOS co-induces
the secretion of interleukins and activates the function of Thl,
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RESUMEN

Las moléculas B7-H1 (PDL-1, CD274) y B7-H2 (ICOS-L, CD275)
modulan la respuesta inmune en procesos inflamatorios, nosotros
investigamos sus niveles de expresién en pacientes con y sin cancer
gastrico infectados con Helicobacter pylori, la asociacion de sus
factores de patogenicidad, (CagA y VacA) y correlaciéon con perfil
inflamatorio, sus factores de transcripcion maestros y citocinas.
Materiales y Método: Se incluyeron 46 pacientes en este estudio, 18
pacientes con cancer y 28 pacientes sin cancer. Se les determino
niveles de expresion de moléculas moduladoras, factores de
transcripcion, citocinas y genes de patogenicidad mediante RT-PCR y
PCR respectivamente. Resultados: En pacientes con cancer los
niveles de B7-H2 fueron mas bajos (p < 0.05), asi como los niveles de
GATAS (p< 0.01). Ademas de la correlacion negativa entre la IL-17 con
CagA (p < 0.05) y positiva con IL-10 ( p < 0.05) y la relacion negativa

de ROR-yty m1 (p < 0.001) y positiva con B7-H2 ( p < 0.001).

10



Conclusion: La disminuciéon de B7-H2 y GATA3 asociado a la
correlacion inversa del factor de transcripcion ROR-yt e IL-17 con m1 y

CagA respectivamente incrementan el riesgo de CG en nuestros

pacientes.

11



ABSTRACT

B7-H1 and B7-H2 modulate the immune inflammatory response. The
aim of this study was to examine the expression levels of these
inflammatory mediators in two groups of patients infected with
Helicobacter pylori, those with and without stomach cancer. The
association between bacterial virulence factors (CagA and VacA) was
also explored, as well as their correlation to the inflammatory profile.
Materials and Methods. Endoscopy indicated that 18 participants
suffered from cancer and 28 from other gastric pathologies. PCR and
RT-PCR were used to analyze gastric biopsies and determine the
expression levels of the inflammatory modulators B7-H1 and B7-H2,
transcription factors, cytokines and genes related to inflammation and
pathogenicity. Results. All 46 patients were positive to markers of H.
pylori. In the patients with stomach cancer, there were lower levels of
B7-H2 (p<0.05) and GATA3 (p<0.01), a negative correlation of CagA
with IL-17 (p<0.05), a positive correlation of CagA with IL-10 (p<0.05),
a negative correlation of vacA-m1with RORyt (p<0.001), and a positive

correlation of vacA-m1 with B7-H2 (p<0.001).

12



Conclusions. The reduced level of B7-H2 and GATAS3 along with the
negative correlation of CagA with IL-17 and of vacA-m1 with RORyt

increased the risk of stomach cancer in the current population.

13



INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) tiene
importantes variaciones a nivel mundial, desde Norte Ameérica 8%,
hasta 90% en Siberia (Goh, Chan, Shiota, & Yamaoka, 2011). En
Europa, el pais con mas alta prevalencia es Portugal, con 84.2%
(Bastos, Peleteiro, & Barros, 2013). En Asia, los estudios publicados
muestran gran prevalencia de infeccion de H. pylori desde 54 % a
76% (Eusebi, Zagari, & Bazzoli, 2014). En Africa se la prevalencia
en algunos paises es muy alta se tienen reportes en Nigeria con
reporte de prevalencia del 80% por histologia, pero cuando se hace
la prueba con serologia se incrementa hasta 93.6% (Olokoba,
Gashau, Bwala, Adamu, & Salawu, 2013). En América latina se
observan niveles de recurrencia en 11.5% (Morgan, Torres, & Sexton,
2013). En México se reportd una prevalencia de 52.2% en 343

mujeres embarazadas de las zonas rurales (Alvarado, 2013)

14



LA GASTRITIS Y EL CANCER GASTRICO

La gastritis es la inflamaciéon de las células que revisten el estomago,
esta inflamacién puede ser tan importante que destruya el tejido y
este sea remplazado por otro tipo de epitelio no propio al del
estomago (metaplasia) o por cicatrizacion (atrofia), se presenta sobre
todo cuando la inflamacidn no se resuelve en un corto tiempo
(crénica) porque las causas que la originan permanecen, como son
las infecciones (H. pylori principalmente) o en individuos con
susceptibilidad a enfermedades donde su propio sistema
inmunolégico reconoce como extraio a algo propio (autoinmunidad),
estos elementos (H'/K*-ATPasa) se encuentran en células del
estbmago (células parietales). Cuando estos mecanismos se
perpetuan y la atrofia es mas importante, se incrementa el riesgo de
presentar cancer gastrico, asociado también a factores de
susceptibilidad del hospedero como en sujetos con polimorfismos en
genes para citocinas, como en el caso del gen de la interleucina 1b
(IL-1b-511*T) que incrementa el riesgo de gastritis crénica y
progresion a cancer gastrico 25 veces mas (Figueiredo et al., 2002) y
la asociacion con el genotipo del factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) -308 G/G que media la aparicion de ulcera gastrica que

15



también se ha descrito como factor de riesgo para cancer gastrico (El-
Omar et al., 2003). El cancer gastrico esta asociado a la infeccion de
H. pylori en mas del 75%, otro 10% puede ser causado por virus del
Epstein-Barr (Herrera & Parsonnet, 2009). De entre las principales
neoplasias de estdmago en donde se incluye linfoma no Hodgkin,
tumores estromales gastrointestinales y el adenocarcinoma gastrico,
esta ultima corresponde al 95% de los casos, siendo de esta manera
el mas comunmente diagnosticado a nivel mundial (Ferlay et al.,
2014) y cuando es diagnosticado el cancer gastrico la tasa de

sobrevida a 5 afos es del 15 % en los pacientes.
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GASTRITIS CRONICA Y FENOTIPOS

La gastritis cronica

Condicién inflamatoria de la mucosa gastrica caracterizada por
lesiones primarias que se distribuyen y se extienden en relaciéon con
su etiologia y respuesta del hospedero, donde H. pylori es la causa
mas comun a nivel mundial de gastritis cronica, esta, puede ser
atrofica o no atrofica y cada una de estas dos principales categorias
engloban varias entidades clinico patologicas con diferentes patrones

de inflamacion y alteraciones epiteliales (Rugge & Genta, 2005)

& ¢ Figura 1. Microscopia de
tejido gastrico 500x tincion
de HE en donde se observa
{ A) mucosa de cuerpo
97 gastrico normal sin infiltrado
inflamatorio B) Mucosa de
3 cuerpo gastrico con
! infiltrado inflamatorio,
w3 neutrofilos 'y  eosindfilos
. (flechas) Fuente de figura
* (Sipponen &  Maaroos,
2015).
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La gastritis cronica no atréfica

Predominio en antro gastrico, este patron es sin6bnimo de
hipersecrecidon o gastritis en antro superficial (Correa, 1988a) ésta es
la expresion mas comun de gastritis por H. pylori en occidente,
caracterizado por ausencia de atrofia y de moderada a severa
inflamacion de antro y cuerpo gastrico normal o con moderada
inflamacién, tiene un riesgo de ulcera gastrica del 20% y con

posibilidades minimas de adenocarcinoma (D. Y. Graham, 1997).

Figura 2. Mucosa antral, gastritis cronica no atrofica, infiltrado de mononucleares, tincion de H&E
Alcian Blue-PAS 300x. Fuente de figura (Sipponen & Maaroos, 2015).
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Pangastritis no atréfica

En algunos individuos con infeccidn por H. pylori, tienen marcada
inflamacion en todo el estbmago con poca o ninguna diferencia entre
el antro y el cuerpo. Predomina en zonas de endemia de H. pyloriy la
hipdtesis es que la pangastritis evolucione a gastritis atrofica (Miehlke

et al., 1998)
Gastritis cronica atrofica

Es una condicion histopatologica que se define por la atrofia de las
glandulas gastricas como resultado de la inflamacién cronica, la
infeccidon con H. pylori juega un papel crucial en esta patologia asi
como en el desarrollo de cancer gastrico (Correa, 1988b). La gastritis
cronica atrofica actualmente tiene dos sub clasificaciones la atrofia
metaplasica y no metaplasica (Rugge et al., 2002; Sipponen & Price,
2011). Los criterios histologicos para la puntuacion de los cambios de
atrofia y metaplasia en antro y mucosa del fondo gastrico han sido
extensamente descritos (Rugge et al., 2002) y las escalas visuales
analogas han sido propuestas como estandar de referencia (Genta,

1996).
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Gastritis atrofica con restriccion a antro

En occidente la gastritis atréfica es comunmente encontrada en
biopsias de antro, en tales pacientes, los cambios de atrofia
metaplasica son consecuencia de infecciones por H. pylori. En la
biopsia se encuentran atrofia metaplasica incompleta con restriccion a
mucosa distal que secreta mucina (incluida la incisura angularis) en

coexistencia de cuerpo gastrico normal o leve inflamaciéon sin cambios

de atrofia (Rugge & Genta, 2005).

Figura 3. Gastritis cronica atrofica limitada a antro, tincién de H&E Alcian Blue-PAS 300x. Fuente
de figura (Sipponen & Maaroos, 2015).

20



Gastritis atréfica con restriccion a cuerpo

La atrofia metaplasica de mucosa parietal sin compromiso de antro o
distal es un tipo de atrofia considerado como un dato patognomaonico
de etiologia autoinmune y se asocia a alto riesgo de cancer

(Strickland & Mackay, 1973).

Gastritis autoinmune

La prevalencia de gastritis autoinmune en la poblacion general esta
probablemente subestimada, en un estudio en Alemania de 9684
individuos, se determinaron anticuerpos anti células parietales
positivos en aproximadamente 20% junto con una fuerte asociacion
con gastritis atréfica determinada por niveles bajos de pepsinégeno

(Zhang, Weck, Schottker, Rothenbacher, & Brenner, 2013).

Otro aspecto epidemioloégico importante, es la asociacion frecuente de
gastritis autoinmune con otras enfermedades autoinmunes, como
diabetes mellitus tipo 1 y enfermedades autoinmunes tiroideas, que
son de 5 a 10 veces mayor que en poblacién general (De Block, De
Leeuw, & Van Gaal, 2008; Tozzoli et al., 2010). Un estudio reciente se

enfoca en pacientes con gastritis atrofica clasificados como H. pylori

21



negativos por serologia e histologia, pero con el uso de anticuerpos
por inmunoblotting contra las proteinas asociadas a virulencia de la
bacteria, CagA y/o VacA fueron revelados en casi todos los pacientes
(Annibale et al., 2007), por lo que la hipotesis es que el dafo
importante previo a la mucosa gastrica por la infeccién de H. pylori y
exposicion de antigeno (H* /K *-ATPasa) inicie la autoinmunidad en

pacientes de riesgo para enfermedad autoinmune.

Gastritis atréfica multifocal (MAG)

Este fenotipo de gastritis se encuentra en regiones con condiciones
subodptimas de salud. En las biopsias con MAG se muestran focos con
cambio de atrofia metaplasica en mucosa de cuerpos y antro, la
secrecion acida esta reducida y sugiere enfermedad avanzada, a esta
etapa de gastritis es posible que la preceda la gastritis atrofica

restringida a antro.
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Pangastritis atréofica

Esta gastritis presenta una magnitud de atrofia e inflamacion en antro
y cuerpos, representaria un grado avanzado de MAG, es la forma de

mayor prevalencia para neoplasia gastrica invasiva y no invasiva

(Cassaro et al., 2000)

Figura 4. Gastritis crénica atrofica severa, tincion de H&E Alcian Blue-PAS 300x. Fuente de figura
(Sipponen & Maaroos, 2015)
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Ulcera gastrica

La ulcera gastrica ocurre en el contexto de la pangastritis, ademas

ocurren cambios en

las hormonas, en donde al

aumentar la

inflamacion, mas frecuentemente entre el antro y el cuerpo, en la

curvatura menor del estomago, lleva a la reduccion de somatostatina,

siendo esta hormona encargada de la retroalimentacion negativa para

produccion de gastrina, lleva a la hipergastrinemia y con ello a la

produccion excesiva de acido para posteriormente llevar a la

inflamacion y ulcera gastrica (Figura 5B).
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la  producciéon reducida
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gastritis, atrofia y finalmente
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Ulcera duodenal

Se identific6 un nuevo factor de virulencia homologo a VirB4 llamado
DupA (gen promotor de ulcera duodenal), asociado a riesgo de
incrementar ulcera duodenal y reducir el riesgo de atrofia gastrica y
cancer en Asia y occidente (H. Lu, Hsu, Graham, & Yamaoka, 2005).
Los pacientes que presentan infeccion crénica por H. pylori tiene
inflamacion predominantemente de antro, estos pacientes producen
incremento en la cantidad de acido como resultado de disminucion de
somatostatina y niveles basales elevados de secrecion de gastrina
(EI-Omar et al., 1997) La gastrina provoca la liberacién de histamina
que actua en ceélulas parietales, resulta en la estimulacién de
produccidn de acido, esta carga de acido aumenta en duodeno y da la
formacién de metaplasia gastrica en duodeno, H. pylori pude colonizar
estas células, causando inflamacion y ulcera duodenal. (Oppong,
Majumdar, Atherton, & Bebb, 2015). Es importante comentar que la
ulcera duodenal y el cancer gastrico representan diferentes estadios

en un mismo proceso (David Y. Graham, 2014) (Figura 5A)
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MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

El espectro de la enfermedad gastrica, va desde la gastritis no
atrofica, hasta el cancer gastrico y existen muchos mecanismos
fisiopatologicos descritos que intervienen. Es importante tener en
cuenta que estos se pueden originar desde la susceptibilidad genética
del hospedero o la virulencia del H. pylori, pasando por la exposicidon
del patégeno, la interaccion de éste con las células epiteliales
gastricas y el sistema inmune innato y adoptivo, dando como
resultado la expulsién de H. pylori con la remisidon de la infeccion o la
tolerancia al microorganismo por sus mecanismos de evasion y
modulacion al sistema inmune, resultando en cambios del tejido
gastrico con riesgo a desarrollar atrofia, metaplasia, displasia o

propiamente cancer gastrico.

Los mecanismos involucrados en la permanencia de H. pylori ya bien
establecidos como son mecanismo de supervivencia (Ej. ureasa,
sistema Tat, CagA), movilidad (Ej. FlaA, TIpD), la adherencia (Ej.
BabA, SabA, AlpA, AlpB, HopZ, OipA y HtrA), y la evasion y dafo a
células del huésped (Ej. LPS, antigeno O y VacA). Y por ultimo se
describen nuevos mecanismo que estan involucrados en la tolerancia

y modulacién del sistema inmune, mediante proteinas de la familia B7
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(B7-H1 y B7-H2) relacionadas con la modulaciéon de la respuesta
efectora de células del sistema inmune, progresion y desarrollo de
células cancerosas y la participacion de linfocitos T con capacidad
supresora (Treg), asi como las citocinas (Interleucinas y quimiocinas)

de este proceso.
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Figura 6. La infeccion por H. pylori promueve la expresion de moléculas inmunomoduladoras en
los linfocitos T cooperadores (CD4) que llevan a la induccién de células T reguladoras que
propician la cronicidad de la infeccion. Fuente de figura (T. T. Lina et al., 2014).
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Helicobcter pylori

Supervivencia

Para que H. pylori pueda permanecer en mucosa gastrica y no ser
eliminado por los mecanismos innatos en cavidad gastrica, como son
la acidez y la motilidad gastrica, H. pylori produce ureasa, esta es la
proteina que principalmente se expresa en H. pylori, representa un
10% del total del peso de proteinas, consta de dos subunidades, Ay
B de 29.5 y 66 kDa respectivamente, esta enzima media la hidrélisis
de la urea en amonio y bicarbonato, ayudando a mantener
amortiguado el pH en el microambiente local de la bacteria
(Bauerfeind, Garner, Dunn, & Mobley, 1997; Hu, Foxall, Russell, &
Mobley, 1992). Otro mecanismo recientemente descrito es el sistema
Tat, translocacion de doble arginina por sus siglas en inglés, se
encuentra en estudio, se compone por 3 proteinas, TatA, TatB y TatC.
Permite la translocacion de cuatro sustratos, proteina accesoria de
catalasa, KapA, la proteina de subunidad pequefia de hidrogenasa,
HydA; la sulfoxidoreductasa de biotina, BisC y la subunidad proteica
Rieske citocromo oxidasa, FbcF. Este ultimo se encuentra relacionado

a supervivencia de H. pylori asi como la delecion del gen tatB. El gen
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tatC mutado se asocia a disminucion de habilidad de colonizar, por lo
que el sistema Tat contribuye a estadio inicial de infeccién (Benoit &
Maier, 2014) Y por ultimo uno de los mecanismos mas importantes y
estudiados de H. pylori es CagA, una oncoproteina, puede atenuar
apoptosis in vivo e in vitro de células epiteliales gastricas. En ratones
lleva al desarrollo de proliferacion epitelial gastrica aberrante vy
carcinoma gastrico (Mimuro H et al., 2007; Ohnishi et al., 2008).
También se ha investigado que CagA puede activar la via de la
calcineurina, que promueve la movilizacion del factor nuclear de
células T activadas (NFAT) desde el citoplasma hacia el nucleo de las
células epiteliales gastricas. Este factor nuclear (NFAT), activa un
numero de genes, como son p21Cip1, inhibidor kinasa dependiente
de ciclina, involucradas en el ciclo celular, CagA es responsable
también de la translocacion de B-catenin, proto-oncogen involucrado
en multiples roles de funciones celulares (Franco et al., 2005;
Yokoyama et al., 2005). CagA promueve la pérdida de la polaridad de
la célula mediante la union e inhibicién de Par1, una kinasa central en
la regulacion de la polaridad celular, esto desregula la formacion del

huso mitético (Saadat et al., 2007) Figura 7
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Sistema de secrecion tipo IV (T4SS) de H. pylori

Para el trasporte de CagA a las células parietales gastricas H. pylori
se basa en un sistema de transporte de estas proteinas denominado
T4SS, el cual es en esencia una estructura tipo inyector que penetra
la membrana de las células epiteliales gastricas para la translocacion
de proteinas de H. pylori en las células epiteliales (Odenbreit et al.,
2000). En el sistema T4SS participan otras proteinas como CagL una
proteina de genes de isla de patogenicidad (cagPAl), también
considerada componente de T4SS ya que es necesaria para la
translocacion de CagA. Participa en la union del T4SS con receptor
de integrina a5B1 en las células epiteliales gastricas (Cover, 2012;
shaffer et al., 2011). La translocacion de productos de cagPAl lleva a
la activacion secuencial del complejo kB Kinasa (IKK), JNK, p38
kinasa, Factor nuclear Kappa B (NF-kB) y AP-1 en células gastricas.
El T4SS también envia el peptidoglicano (PG) de la membrana celular
de H. pylori hacia la célula epitelial gastrica, esta es reconocida por
receptor de reconocimiento de patrones (PRR), en este caso a NOD1,

activando NFkB y a las proteinas de quinasas activadoras de
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mitdgenos (MAPKSs) esto para la produccion de IL-8 involucrada en la
patogénesis (Allison, Kufer, Kremmer, Kaparaskis, & Ferrero, 2009;

Viala et al., 2004; Watanabe et al., 2010).

Figura 8. Esquema prototipo que nos muestra el montaje propuesto de la maquinaria prototipo,
un complejo de multiples moléculas que se muestran de manera simplificada, que abarcan las
membranas internas y externas de bacterias Gram negativas. El T4SS ensamblado desencadena
la secrecidon de sustratos del citoplasma bacteriano directamente al citoplasma de las células
huésped infectadas o en el medio extracelular. Los sustratos son CagA y el peptidoglucano.
Fuente de figura (Tegtmeyer, Wessler, & Backert, 2011).
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Movilidad de H. pylori

La persistencia de H. pylori se debe en parte a que la molécula FlaA
(principal proteina del flagelo) a diferencia de FlaA de otras Gram-
negativas, no es una molécula inflamatoria, esto proporciona la
habilidad de infectar al humano por décadas (Lee et al., 2003; Peek,
Fiske, & Wilson, 2010). El flagelo de H. pylori ademas esta asociado a
FaaA, el autotrasportador A asociado a Flagelo (por sus siglas en
inglés) es una de las tres proteinas tipo VacA, el cual se encuentra
asociado a la localizacién del flagelo en H. pylori, y da estabilidad a
FlaA. La mutacion de la proteina FaaA presenta reduccion de
movilidad asi como disminucién en la habilidad de colonizar (Radin et
al., 2013), H. pylori tiene un sensor de energia acoplados a genes que
regulan la movilidad el TIpD. Este sensor es esencial para la infeccion
inicial y persistencia de H. pylori principalmente en cuerpo del
estomago, asi como también en antro gastrico. Es importante también
para mantener estable el genoma en H. pylori durante su adaptacion

(Behrens et al., 2013).
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Adherencia a células epiteliales gastricas por H. pylori

Existen proteinas que facilitan la adhesiéon de H. pylori y participan
también para la translocacion en sistema T4SS. La adhesion
mediante BabA en la superficie epitelial, aumenta la habilidad de
contacto del sistema de secrecion tipo IV (T4SS) incrementando la
patogenicidad mediada por activacion de produccién de citocinas
inflamatorias (Ishijima et al., 2011), SabA, adhesina que se une a
acido sialico, (antigeno acido sialico-Lewis*) que se expresa de forma
importante posterior de la unidon de BabA a superficie epitelial y
aumento de la inflamacion, esta molécula esta asociada con el
desarrollo de metaplasia intestinal, gastritis atréfica y cancer gastrico
en Estados Unidos (Mahdavi et al.,, 2002; Yamaoka, 2008). Otras
proteinas como son AlpA y AlpB proteinas de adhesion y modulacion
de cascadas intracelulares proinflamatorias (H Lu et al., 2007). HopZ
es una proteina de adhesion localizada en la superficie de H. pylori. El
gen hopZ mutado, lleva a la reduccion de la adhesion de H. pylori a
células epiteliales, este gen esta en una fase variable como resultado
de repeticiones de dinucledtidos CT en la region que codifica para la

secuencia de sefal (Peck, Ortkamp, Diehl, Hundt, & Knapp, 1999).
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OipA (proteina A inflamatoria externa por siglas en ingles), fue
inicialmente descrita como promotora de produccion de IL-8 e
incremento de inflamacion de manera independiente del T4SS,
ademas la mutacion de gen oipA se observa reduccion de adhesién
de estas cepas en células neoplasicas gastricas (Yomaoka, Kwon, &
Graham, 2000) y por ultimo la proteina HtrA, proteina con actividad
enzimatica, esta proteina A que requiere altas temperaturas, por sus
siglas en inglés, actua sobre su sustrato, la molécula de adhesién E-
cadherina, contribuye a la disrupcion de las uniones adherentes (Hoy

et al., 2010).
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Evasion y dano a células del huésped por H. pylori

El lipopolisacarido (LPS) de H. pylori es aproximadamente 1000 veces
menos inmunogeénico que el LPS de Escherichia coli (Muotiala,
Helander, Pyhala, Kosunen, & Moran, 1992; Perez, Shepherd,
Morrow, & Blaser, 1995). Los niveles de LPS se aumentan con
factores estresantes para la bacteria como son; fagocitosis, ataque
mediado por complemento, antibioticoterapia y se mantienen
cantidades bajas en condiciones de homeostasis como es la
replicacion bacteriana, este LPS le proporciona proteccion contra
ataque mediante complemento y evasion del sistema inmune (Cullen
et al., 2011; Matsuura, 2013; Needham & Trent, 2013). El LPS esta
compuesto por una membrana hidrofébica con un ancla terminal
lipidica A un centro de oligosacarido y una cadena distal de
polisacaridos, el antigeno “O” que se extiende al medio extracelular.
(Raetz, Reynolds, Trent, & Bishop, 2007). H. pylori puede evadir la
respuesta inmune con la produccion de antigeno “O” que mimetiza los
glicofosfolipidos humanos (Moran, Prendergast, & Appelmelk, 1996).
H. pylori modifica su antigeno O, mediante la sintesis del antigeno de

Lewis X (LeX) el cual es generado mediante la adiccion de una
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segunda fucosa al N-acetil-b-galactosamina, ademas de generar el
factor Lewis Y (LeY) mediante la adiccion de otro residuo de fucosa al

antigeno Le* (Matsuura, 2013).

VacA

Molécula involucrada en dano directo a células epiteliales gastricas y
al sistema inmune, es una toxina que es inducida por vacuolas,
inicialmente una protoxina de 140 kDa, con una porcién terminal N de
sefalizacién, una region central, que es propiamente la toxina y una
region C terminal que le sirve como transportador, la toxina pesa 88
kDa y esta formada por dos subunidades, de 33 kDa (A) y 55 kDa (B)
(Reyrat et al., 1999). Estas subunidades estan implicadas en la unién

y formacion de vacuolas (Torres, lvie, McClain, & Cover, 2005).

37



A B c top view

33 33 signal
;L 1 . 1 E peptide
:l hydrophobic vacuolation
— region
p33 2 ++ +
sufficient 190 . . — biochemical
for I: function
cha_nr_1e| minimal 223 ——==—E= unknown
activity vacuolating vacuolation
311 domain ++ + nd
12 ||| (1-422)

vacuolation
AZ-521, Hela cells)

422 509
host cell
m1||m2
p55 II tropism
752
(

821 L

822 [ _‘ ++ -
forms
auto-
transporter i i .
channel side/cross-sectional view

|

1287

Figura 9. Estructura de VacA en donde se observa una proteina de 33 aminoacidos (p33) que
forman el centro de la estructura y otra mayor de 55 aminoacidos (p55) estas le dan la funcién de
vacuolizacion y es donde veremos los polimorfismos del gen vacA como son las regiones s, i y m
que se asocian a virulencia de H. pylori. Fuente de figura (Kim & Blanke, 2012).

Uno de los mecanismos que se atribuyen a VacA, es que interfiere
con la funcion de los linfocitos T disminuyendo la produccion de IL-2,
asi como la expresion del receptor de IL-2 (IL-2R), disminuyendo la
proliferacion de linfocitos T (Cover & Blanke, 2005). Se ha observado
que VacA purificada causa erosiones en células epiteliales gastricas
en ratones e in vitro induce apoptosis usando como blanco la
mitocondria, mediante la liberacién de citocromo C y liberacion de

caspasa 3 (Galmiche et al., 2000).
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Figura 10. Se observa los diferentes mecanismos de dafio que ocasiona la proteina VacA como
son la vacuolizacion, incremento de la permeabilidad de la membrana epitelial, activacion de vias
de la caspasa 3 y apoptosis celular, hipocloridria en células parietales, asi como incremento de
secrecion de productos de la inflamacion en células cebadas y otras células de la respuesta

inmunolégica. Fuente de figura (Kim & Blanke, 2012).
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Variabilidad genética VacA y CagA

H. pylori alberga una diversidad genética la cual es evidenciada por la
presencia de fragmentos de ADN no conservados, que varian entre
sus cepas (Blaser & Berg, 2001). Los determinantes de patogenicidad
principales incluyen los genes cagA, localizados en la isla de
patogenicidad y la citotoxina vacuolizante (VacA), esta ultima
presente en todas las cepas, a diferencia de CagA, en donde
podemos encontrar cepas CagA (+) 6 CagA (-). VacA es una
estructura en mosaico y en las cepas de Estados Unidos cada alelo
tiene 1 a 3 tipos posibles de regiones (s1a, s1b y s2) y 1 a 2 tipos de
regiones centrales (m1 y m2) y la region intermedia, ( i1 e i2) (Rhead

et al., 2007) que tienen lugar en combinacién.
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Figura 11. Estructura del gen vacA en donde se observan sus polimorfismo (region s, i, d y m) con
los cuales H. pylori dependiendo de sus combinaciones se presenta incremento de virulencia y por

lo tanto mayor riesgo a cancer gastrico. Fuente de figura (Ferreira, Machado, & Figueiredo, 2014).

En estudios de Estados Unidos, la cepa de H. pylori vacA s1 fue mas
comunmente asociada con ulcera péptica que la cepa vacA s2
(Atherton et al., 1995). En estudios con poblacidon mexicana el alelo
s1b fue el mas frecuentemente asociado a ulcera duodenal, tanto en
ninos como adultos (Gonzalez-Valencia et al., 2000). Estudios de
meta-analisis han mostrado diferencia entre la patogenicidad de los
diferentes alelos, encontrando mayor riesgo de ulcera péptica en los
alelos s71m1 contra s2m2 [OR 2.04 (IC 95% 1.01-4.13), P< 0.0001]

(Matos, de Sousa, Marcos-Pinto, & Dinis-Ribeiro, 2013).
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CagA

En el estudio de H. pylori y sus diferentes cepas es importante el
analisis de los polimorfismos en el gen cagA, en donde secuencias
repetidas de aminoacidos (regiones EPIYA) hacen esta diferencia
entre cepas y regiones a nivel mundial. En las regiones EPIYA se
encuentran los motivos de fosforilacion de tirosina (TPMs) que son los
que llevan a cabo la fosforilacion de CagA. Las regiones adyacentes a
EPIYA tienen variaciones en aminoacidos y se denominan regiones A,
B y C. La fosforilacion de CagA se hace en la region C y podemos
encontrar entre cepas que presenten diferentes polimorfismos (ABC,
ABCC 6 ABCCC) dependiendo el numero de repeticiones de esta
secuencias adyacente a EPIYA. Un meta-analisis reporta una
diferencia significativa entre las cepas cagA (+) y cagA (-) como riesgo
de presentar gastritis o ulcera péptica [OR 1.69 (95% IC 1.12-2.55),
P< 0.00001.] y para presentar cancer gastrico, cagA (+) presenta
mayor riesgo que cagA(-) [OR 2.44 (IC 95% 1.27-4.70), P<0.00001 ]

(Matos et al., 2013)
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Figura 12. Regiones EPIYA de la proteina CagA, en donde se observa que a mayor numero de
este segmento (EPIYA) se incrementa el riesgo de cancer gastrico ya que estos segmentos

interrumpen vias de sefalizacion celular. Fuente de figura (Nagase, Hayashi, Senda, &
Hatakeyama, 2015)

Estudios en Irak muestran que otro factor independiente como riesgo
de cancer gastrico es presentar la molécula de adhesion de BabA,
localizada en el gen babA2 (Abdullah et al., 2012) ademas, cuando
esta molécula cuando se encuentra junto con cagA+ y vacA s1+ (cepa
triple positiva), esta significativamente asociada a ulcera duodenal en
estudios de varios paises (Alemania, Finlandia, Portugal y Turquia)

(Olfat et al., 2005) (Erzin et al., 2006).
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Interacciones entre VacA y CagA

CagA supporting CagA blocking stomach VacA blocking VacA/CagA
barrier infiltration VacA-mediated MUCUS Iayer CagA-mediated cooperation during
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Figura 13. Interacciones entre VacA y CagA en donde se observan principalmente acciones
antagonicas entre ambas moléculas mediante el bloqueo en la modulacion de las vias de
sefializacion y solo se describe cooperacion en la captacion de hierro. Fuente de figura: (Kim &
Blanke, 2012).
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Interaccion linfocitos T y célula presentadora de

antigeno

La respuesta inmune es tradicionalmente clasificada en adoptiva e
innata, la respuesta adoptiva esta presente uUnicamente en
vertebrados, especializada en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria que se basa en el reconocimiento especifico de
moléculas extranas (antigenos). Dentro de los actores principales en
este tipo de respuesta se encuentran los linfocitos T, los cuales estan
divididos en subgrupos, uno de ellos, el de los linfocitos T
cooperadores (Th) tiene a la vez subgrupos que mediante la
activacion especifica de factores de transcripcidn maestros (T-bet,
GATA-3, RORyt y FoxP3) van a desarrollar un fenotipo de las
citocinas que los caracterizan. En estos subgrupos, encontramos los
Th1, Th2, Th17 y Treg, que como veremos, estan implicados en el
control de patégenos, como es el caso de H. pylori. Para este control
es clave la colaboracion con células del sistema innato y células que
median la interaccién entre sistema innato y el sistema adoptivo. Esta
funcion mediadora es realizada por Ilas llamadas células
presentadoras de antigenos (CPA), la funcién de este tipo de células

es permitir que las moléculas de los patdégenos sean reconocidas,
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procesadas y presentadas a estos linfocitos T cooperadores para
montar una respuesta efectora o generar tolerancia. La interaccion
entre CPA vy linfocito T se lleva a cabo mediante sefnales, la primera
de ellas es la presentaciéon del antigeno mediante moléculas del
sistema MHC por parte de la célula presentadora y el reconocimiento
por el receptor de células T (TCR) del linfocito cooperador (primera
sefnal), posteriormente se expresan moléculas en el exterior de ambas
células que interaccionan, unas de ellas por parte de la célula
presentadora son B7-1 (CD80) 6 B7-2 (CD86) que se une a CD28 de
la célula cooperadora (segunda sefal de activacion). Estas senales
son de activacion de la respuesta efectora, pero tenemos también que
la respuesta efectora debe limitarse o no presentarse y para esto se
cuenta con moléculas que inhiben la respuesta, como son: CTLA-4,
B7-H1, B7-CD, B7-H4, B7-H6, Dominio -V de supresiéon de
activacion de células T (VISTA), atenuador de respuesta de linfocitos
B y T (BTLA)(Ceeraz, Nowak, & Noelle, 2013). La sefalizacion
mediante estas moléculas inhibidoras lleva a la tolerancia del sistema
inmune al antigeno que se le presenta y estos mecanismos son
utilizados por los patdégenos para evadir la respuesta inmune. H. pylori

se ha visto relacionado con dos moléculas que median la modulacion,
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activacion o inhibicion del sistema inmune (B7-H2 y B7-H1
respectivamente)(T. Lina et al., 2015; Taslima T. Lina et al., 2013) y
con los subgrupos de linfocitos T, como son Th1, Th2, Th17 y Treg
(Bagheri et al., 2015) sin embargo, aun no podemos precisar que
mecanismo de evasion por parte de H. pylori es el mas importante

como factor de riesgo para el desarrollo de cancer gastrico.
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MODULACION DEL SISTEMA INMUNE (B7-H1/CELULAS

TREG, B7-H2/TH17)

B7-H1/Treg

En los ultimos afos se han descubierto nuevas moléculas que tienen
impacto en las enfermedades inflamatorias gastricas como es B7-H1
(PD-L1, CD274) un miembro de la familia B7 descrito inicialmente por
Dong (Dong, Zhu, Tamada, & Chen, 1999). Una proteina
transmembrana compuesta por dominio extracelular de tipo IgC e IgV,
gue se une a la proteina de muerte programada (PD-1), las cuales en
union trasmiten senales mediadas por residuos de tirosina del tipo
ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) esenciales para
su funcion inhibidora (Chemnitz, Parry, Nichols, June, & Riley, 2004;
Ghiotto et al., 2010). Esta molécula es responsable de cronicidad de
infecciones por virus y bacterias asi como la evasion inmune de

cancer (Dong & Chen, 2006).

Se observd mediante células dendriticas disfuncionales con alta

expresion de B7-H1 la induccion de Treg y el bloqueo de B7-H1 abolid
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la sefial en modelos de conversion de Treg en tumores (L. Wang et
al., 2008). La asociacion con cancer y las moléculas B7-H1, también
se ha podido estudiar en células de cancer de colon donde el tejido
con cancer presento alta expresion de B7-H1 intratumoral con un
elevado numero de células Treg, pero con menor numero de células T
convencionales, no asi en el tejido sano adyacente a las lesiones
donde la expresion de B7-H1 era baja, las células Treg no fueron
significativamente mayor a nivel de sangre periférica, por lo que se
describe un efecto de supresion de la inmunidad antitumoral de T
especificas mediante la via PD-1/B7-H1 que contribuye al crecimiento
tumoral (Dong et al., 2012) estos investigadores ya habian descrito la
participacion de B7-H1 en 102 pacientes con carcinoma gastrico,
también observaron una correlacion estadisticamente significativa de
B7-H1 (PD-L1) en metastasis a nédulos linfaticos, tamafno de tumor y
profundidad de la invasién, también observaron que las lineas
tumorales después de exposicion a interferon gamma (IFN-y)
incrementaron la expresion de B7-H1, pero los mecanismos de la
regulacion de esta molécula en células tumorales aun eran
desconocidos (Sun et al., 2007). Esta evasion al sistema inmune se

ha descrito en otros trabajos, en donde se observa que las células
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tumorales que expresan B7-H1+ tienen un incremento de la
resistencia a la destruccion por los linfocitos citotoxicos CD8+
comparados con los B7-H1 (L. Wang, Qian, & Lu, 2013). En estudios
reciente mediante en modelos con ratones B7-H1 KO, se documenta
que la deficiencia de esta proteina disminuye el porcentaje de NK y
NKT, asi como disminucion del numero de células mieloides con los
marcadores Gr1+CD11b+ asi como las subpoblaciones de linfocitos
B, en donde se observa un incremento en las células transicionales y
una disminucion en los linfocitos B foliculares, también en las células
Treg hubo diferencias entre los ratones B7-H1KO y los ratones WT,
observando un incremento de Treg en los B7-H1 KO con un
decremento en las células T convencionales, por lo que las citocinas,
es importante sefalar que B7-H2 también forma parte del eje con PD-
1 por lo que pudo compensar en parte la deficiencia de B7-H1 (Bazhin
et al., 2014). H. pylori también manipula la funcion de las células T
induciendo a Treg que se asocian frecuentemente al sitio de infeccion

(Cheng et al., 2012)

La fuerte asociacion de Treg a H. pylori y los mecanismos
involucrados han sido motivo de estudio, viéndose también

involucradas los co-moduladores de la familia de las proteinas B7, asi
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como mecanismos y vias que se utilizan por H. pylori. Se observo
mediante células dendriticas disfuncionales con alta expresién de B7-
H1 la induccidon de Treg. Y el bloqueo de B7-H1 abolidé la seial en

modelos conversidon de Treg en tumores (L. Wang et al., 2008).

Recientemente se documentd que la translocaciéon mediante el T4SS
de CagA y PG juegan un papel importante en la regulacion positiva de
B7-H1, asi como la induccion al perfil Treg, mediante la unién de PG a
receptor NOD1 y utilizando principalmente la via p38 MAPK se induce
mayor expresion de B7-H1, asi como expresion de citocinas
proinflamatorias como IL-8, manteniendo un microambiente
proinflamatorio, pero al mismo tiempo induciendo mecanismos
antiinflamatorio locales por Treg y produccion de citocinas

antinflamatorias IL-10 e TGF-p (T. Lina et al., 2015).

Otro estudio investiga la funcion de B7-H1 como receptor de células
cancerosos para trasmitir sefales de proliferacion, en donde se
observd incremento significativo en la expresion de Ki67 (antigeno
asociado a la proliferacion celular) en las células cancerosas B7-H1*

no asi en las células B7-H1- (Y. Yang et al., 2015)
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También se han descrito polimorfismo del gen de B7-H1 asociados a
adenocarcinoma gastrico (Weipeng et al., 2013), pero aun es
insuficiente la informacidn de variaciones génicas de las moléculas de
patogenicidad y su relacion con las molécula co-estimuladora B7-H1
en la patologia inflamatoria cronica gastrica. La activacion
transcripcional de B7-H1 se lleva a cabo por multiples vias, la hipoxia
en cancer es una de las principales vias de activacion mediante HIF-
1a este se une al promotor de B7-H1 para incrementar su expresion,
en la hipoxia la produccién enriquecida de lactato hace que B7-H1 se
active y contribuye a la evasion de células tumorales. STAT3 es otro
factor de transcripcidn que regula de manera positiva la expresion de
B7-H1, asi como NF-kB se asocia a la tumorogénesis de la

inflamacion (Fig. 14).
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Figura 14. Mecanismos de activacion de B7-H1 (PD-L1) mediante la hipoxia, lactato, citocinas
(interferon gamma ), microorganismos (virus del Epstein-Barr) y receptores tipo Toll. Fuente de
figura (Y. Wang et al., 2018).
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B7-H2/Th17

Otros miembros de la familia de B7 es B7-H2. El ligando del co-
estimulador inducible de ICOS (ICOS-L) (B7-H2, B7h, B7TRP-1, GL50
y CD275) En humanos, B7-H2 puede unirse también a CD28 y
CTLA-4 (Yao et al., 2011). La union con ICOS promueve la
transcripcion de Bcl6 critica para la formacion de centros germinales,
ademas la produccion de IL-17 (Park et al., 2005), las células Th17 en
donde la produccion de citocina 17A es la caracteristica principal son
cruciales para el aclaramiento de bacterias extracelulares (Kabir,

2011).

H. pylori disminuye la expresion de B7-H2 en células epiteliales
gastricas, esta disminucion de la expresion depende de CagA y esta
baja expresion se sinergiza en presencia de INF-y, lo que lleva a la
activacion de la quinasa mTOR/p70 S6, la via que lleva a la baja de
expresion de B7-H2, esta via se ha corroborado con un inhibidor de la
quinasa, rapamycina, en presencia de esta se bloquea la disminucién
de expresion de B7-H2. También se observo la disminucion de factor

de transcripcidn nuclear maestro para el desarrollo de las Th17, el
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factor RORyt en presencia de H. pylori que expresaban CagA®, pero
no en la presencia de H. pylori las mutantes CagA- (Taslima T. Lina

et al., 2013).

Gastric epithelium

MTOR/p70 S6 kinase I ]

< B7- H2
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Figura 15. H. pylori induciendo alteracion de la molécula inmunomoduladora B7-H2 por lo que
disminuye la sefalizacion para activacion del fenotipo de subpoblacion de linfocitos Th17, que
lleva a la disminucion de la inmunidad frente a bacterias extracelulares, provocando la cronicidad
de la infeccion. Fuente de figura (T. T. Lina et al., 2014)
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JUSTIFICACION

Existe una alta prevalencia de la infeccion con H. pylori a nivel
mundial. Ademas de ser esta infeccidon la principal causa de riesgo
asociado a adenocarcinoma gastrico, el cancer gastrico es la segunda
causa de muerte asociada a cancer a nivel mundial (Yuasa, 2003)
por lo que es conveniente detectar la interaccion entre los factores de
susceptibilidad del hospedero a la infeccion por H. pylori y sus
factores de virulencia, por medio de los cuales lleva a cabo distintos
mecanismos fisiopatologicos que desencadenan la patologia gastrica.
Existen mecanismos bien establecidos de patogenicidad de H. pyloriy
su interaccion con el sistema inmune, pero aun faltan estudios que
involucren la variabilidad genética de las moléculas de patogenicidad
del microorganismo, con entidades clinicas especificas y las
moléculas que modulan esta interaccion (B7-H1 y B7-H2). Parte de
nuestro trabajo es investigar la participacion de estas moléculas y su
asociacion con las variantes génicas de factores de virulencia de H.
pylori (cagA, vacA) en diferentes grupos de pacientes con patologia

gastrica asociada a H. pylori.
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HIPOTESIS

Variantes génicas de Helicobacter pylori generan alteraciones en la
expresion de las moléculas B7-H1 y B7-H2 en las células epiteliales
gastricas y se asocian a modificaciones de la respuesta inmune y con

esto a incrementar riesgo de desarrollo de cancer gastrico.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion de variantes génicas de H. pylori con genes

de la respuesta inmune en pacientes con cancer gastrico.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar en biopsias gastricas la expresion de las moléculas
inmunomoduladoras B7-H1 y B7-H2 en pacientes con infeccion

por H. pylori con y sin cancer gastrico.

2. Medir los niveles de expresion de los genes de INF-y , IL-4 , IL-
17 y FoxP3 en la mucosa gastrica de pacientes infectados con

H. pylori con y sin cancer gastrico.

3. Estudiar en biopsias gastricas de pacientes con y sin cancer

gastrico las variantes polimorficas de los genes vacA y cagA de H.

pylori.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio actual se realizd en cooperacion con el Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE desde junio de 2016 hasta
agosto de 2017. De un total de 1462 endoscopias realizadas durante
este periodo en adultos (>18 afos de edad), 46 proporcionaron
evidencia de una patologia gastrica y los pacientes fueron remitidos a
nuestro grupo. Estos pacientes recibieron una descripcion detallada
del estudio y todos dieron su consentimiento informado por escrito, de
acuerdo con la Declaracién de Helsinki y el Comité de Etica de la
institucion. Se formaron dos grupos a partir de los 46 pacientes,
aquellos con (n = 18) y sin (n = 28) cancer con las siguientes

caracteristicas clinicopatoldgicas que se muestran en tabla 1.
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Extraccidon de biopsias gastricas

Las biopsias fueron obtenidas bajo consentimiento informado en
conformidad con la declaracion de Helsinki y aprobacion del Comité de
Etica del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE. Los
procedimientos endoscoépicos fueron realizados por endoscopistas
experimentados, se utilizaron los equipos: Endoscopio Radial Jaw 160
cm 2.4 mm con apertura de 6 mm de Boston Scientific y el Fujinon inc.
590 EG ZW con procesador EPX 4400 con diametro de canal de
trabajo de 2.8mm. Se realiz6 endoscopia convencional de luz blanca
con observacion cuidadosa de la mucosa para localizar cambios o
anormalidades visibles como gastropatia, UG o UD y en pacientes con
sospecha clinica de CG se buscé la neoplasia para describir sus
caracteristicas y localizacion. Se tomaron biopsias gastricas de antro
pilorico para los protocolos de extraccion de ARN y ADN colocandolas
en frascos con Trizol (Invitrogene) y etanol respectivamente. Las
muestras se almacenaron a -40 °C hasta su procesamiento.
Adicionalmente se tomaron biopsias de antro pilérico en formol al 4%,
para confirmacion histopatologica con protocolo Sydney, (Sipponen &
Price, 2011). En caso de neoplasia gastrica se tomaron biopsias de la

lesién para su estudio histopatologico mediante tincion H&E.
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Purificacién de ADN a partir de tejido gastrico.

El ADN se obtuvo mediante extraccion organica con fenol-cloroformo.
El tejido gastrico se homogenizé con 500 ul de solucion amortiguadora
de lisis (2 mM de Tris HCI, dodecil sulfato de sodio al 10%, 1 mM de
acido etilendiaminotetracético y 1.5 ug/ul de proteinasa K), la muestra
se incubo6 a 65°C por 24 h, posteriormente se agregaron 500 pl de la
solucion fenol:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd 15 min a 15,800
xg. La fase acuosa se separo y se realizdé una segunda extraccidén con
500 ul de solucién cloroformo-alcohol isoamilico. La muestra fue
centrifugada (15 min, a 15,800 xg) y se realizo6 la separacion de la fase
acuosa. El ADN contenido en la fase acuosa fue precipitado con 500 pl
de isopropanol y centrifugando por 5 min a 15,800 xg. La pastilla se
lavé con etanol al 70% y se resuspendié en H2O libre de agentes
quelantes. EI ADN fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm.
La integridad del ADN fue analizada con electroforesis en gel de

agarosa al 1.25%, como se observa en la siguiente figura (Fig. 16):
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ADN

Figura 16.

Banda compacta de ADN de extraccion de H.
pylori, por el método fenol-cloroformo. Gel de
agarosa al 1.25%

Identificacion de H. pylori en mucosa gastrica

La identificacion de H. pylori se realizd6 mediante PCR con el kit Platino
PCR Supermix, invitrogen de Thermo Fisher Scientific, USA. Con el
termociclador TECHNE 3 PRIME BASE/02 SERIE 32309 bajo las
siguientes condiciones termodinamicas: Desnaturalizacion 95° 1’;
alineacion 58° 30°"; extension 72° 30" 40 ciclos. Las parejas de
oligonucledtidos especificos (Tabla 2) a una concentracion de 200

pmol/uL. Los pares de oligos para gen Hsp60 (F 5 AAGGCA

TGCAATTTGATAGAGGCT; RS CTTTTTTCTCTTTCATTTCCACTT)

(Singh et al:. 2008) y
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UeC (F 5 AAGCTTTTAGGG GTGTTAG GGGTTT; RS’
AAGCTTACTTT CTAACACTAAACGC) (Luna, 1968) se corrobora en
gel de agarosa al 2.5% y se obtienen las siguientes bandas como se

observa en la siguiente figura (Fig. 17).

Hspe0  UreC
P(590) N(501) (294

Figura 17. Gel de agarosa al 2.5% en donde se corrieron los genes de Hsp60 (PM 590) y
UreC PM (294) para caracterizar H. pylori con primers concentrados (200 pmol/uL)
observandose bandas en los carriles 1,2y 3
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Status cagA y Tipificacion de vacA en biopsias gastricas

Para identificar las cepas de H. pylori cagA+ se utilizaron los oligos
cag2-4 (F 5-GGAACCCTAGTCGGTAATG; R 5
ATCTTTGAGCTTGTCTATCG), en donde se obtuvo banda de 450pb
como se observa en la figura 18 y sus polimorfismos en las regiones
EPIYA (C1, C2, C3, C4 o C5) (Fig. 19) y las regiones polimorficas de
vacA (s1s2 / m1im2)(Fig. 20 A, B y C), fueron analizadas por PCR en
punto final a partir de ADN de tejido gastrico usando el kit Platino PCR
Supermix, invitrogen de Thermo Fisher Scientific, USA. Con el
termociclador TECHNE 3 PRIME BASE/02 SERIE 32309 bajo las
siguientes condiciones termodinamicas: Desnaturalizacion 95° 1’;
alineacion 58° 30°"; extension 72° 30°". Los pares de oligonucledtidos

utilizados se muestran en la Tabla 2.
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Figura 18. Gel de agarosa al 2.5% en donde
se observa producto de amplificacion de PCR
anidada para UreC de pacientes 1 a 22, con
NTC y Control positivo (HP103).
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Figura 19. Gel de agarosa al 2.5 %
en donde se observan las bandas
de los productos de amplificacion
de PCR de los polimorfismos de
cagA P1 (264pb), P2(309pb), y P3
(468, 579 y 672 pb) en las
diferentes cepas de control positivo
que contamos (HP05, HP100,
HP103, HP110 y HP329).

Vac A (region S) R e scas Clly eside | AN o Regi

PM Pcl Pc3 Pcd Pc5 W

P. MBP c P c 5

Figura 20. Geles de agarosa al 2.5% en donde se observan bandas de producto de amplificacion de PCR para
los polimorfismos de region s de vacA a nivel de las 286pb para todos los pacientes, asi como control positivo,
esta banda corresponde a s2 por su PM (A). En gel con banda de PM de las 425pb corresponde a i1 no asi
para la region i2. (B) y el PM de 290pb que corresponde al esperado en regién m1 en los pacientes 3, 4 y 5 asi
como para control positivo y banda que corresponde a los 352pb de regién m2 del paciente 1 (C)

67



Extraccion de ARN total y retrotranscripcion

El ARN total se extrajo mediante el protocolo organico con Trizol,
Invitrogen (CHOMCZYNSKI PIOTR & SACCHI NICOLETA, 1987) Para
eliminar la contaminacién del ADN gendmico, la digestion se logrd con
2 unidades de ADNasa | (grado de amplificacion de ADNasa,
Invitrogen, EE. UU.) Por pg de ARN. La muestra se incubo a
temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente, la enzima se
inactivd con 1 ul de EDTA (25 mM) y 10 min de calentamiento a 65 °
C. ElI ARN total se cuantificé mediante espectrofotometria a 260 nm y
la integridad del ARN se evalu6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1.2% (Fig. 21).

ARN
Subunidad 28s

ARN
Subunidad 18s

Figura 21. Bandas de ARN de extraccion, gel de
agarosa al 1.2% Se observan las subunidades
28s y 18s. esperadas. Mediante RT se obtuvo [ ]
cDNA adecuada.
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La retrotranscripcion del ARN total se realizd con el kit Superscript
VILO (Invitrogen, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADNc resultante se cuantificé por espectrofotometria a
260 nm y las muestras se ajustaron a una concentracion de 400 ng/ul.

Las muestras se almacenaron a -20 ° C hasta su uso posterior.

Analisis de la expresién de ARN en biopsias gastricas.

El ARN obtenido a partir de tejido gastrico se evalu6 mediante RT-
gPCR con un kit de PCR (Express SYBR qPCR SuperMix Universal,
Invitrogen, EE. UU). El nivel de expresion se determiné para las
citocinas (IL-4, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y y TGF-B), las moléculas de
modulacion del sistema inmunolégico (PD-L1 e ICOS-L), y los factores
de transcripcidn principales, que incluyen la caja del diapasén P3
(Foxp3), GATAS3 vy el receptor retinoide huérfano gamma t (RORyt). El
analisis se realizé en un sistema de PCR en tiempo real StepOne ™
(4376374, Applied Biosystems ™, EE. UU). Las condiciones fueron un
paso inicial de desnaturalizacion a 50 ° C durante 2 min y luego a 95 °

C durante 10 min, seguido de 50 ciclos de desnaturalizacién a 95 ° C

69



durante 15 segundos, y recocido y una extensién a 60 ° C durante 60
segundos. Todos los cebadores se adquirieron de T4OLIGO (Irapuato,
Guanajuato, México). Las secuencias de los oligos se muestran en la
Tabla 3. (Bao et al., 2011; Christina Schnopp et al., 2007; Moraes-
Vieira et al.,, 2012; L. Wang et al., 2013; Yilmaz et al., 2015) La
expresion de PD-L1 e ICOS-L fue relativa a GAPDH como control de
normalizacion en pacientes con y sin cancer. En la figura 22 se
muestra a manera de ejemplo el tipo curvas de amplificacion obtenidas
en el estudio. La expresion diferencial de los genes se calculé con el

método 2-AACT (Livak & Schmittgen, 2001).
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Figura 22. (A) Analisis de RT PCR en tiempo real del gen B7-H2 (ICOS-L) de los pacientes 1 a 46,
pacientes con y sin cancer gastrico (Graficos superiores). (B) RT-PCR en tiempo real de gen GAPDH
de los pacientes 1 a 46, pacientes con y sin cancer gastrico (graficos inferiores).
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Analisis estadistico

Los resultados de qPCR se examinaron en el software DataAssist ™
v3.01 (Applied Biosystems, 2012) segun el valor de CT para la
expresion relativa. La expresion relativa de ARNm se compard entre
pacientes con y sin cancer para determinar la importancia de las
diferencias mediante el uso del test U de Mann-Whitney y SPSS
Statistics v20. Esta prueba es adecuada para la comparacion de dos
grupos no pareados de variables continuas que no siguen una
distribucion normal. Para analizar si existe una relacién entre la
expresion del ARNm de los diversos genes dentro de cada grupo (los
pacientes con cancer y los participantes sin cancer), se calculo el Rho
de Spearman, este coeficiente es una medida de asociacion lineal que
utiliza los rangos, numeros de orden de cada grupo y compara dichos
rangos. Esta medida no paramétrica, nos ayuda en variables
aleatorias (tanto continuas como discretas) donde los valores de este
coeficiente préximos a 1; indican una correlacion fuerte y positiva. Los
proximos a -1 indican una correlacion fuerte y negativa. Los proximos

a 0 indican que no hay una correlacion lineal. Se considerd la
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importancia en p <0,05. La correlacion se asigné6 como positiva /
negativa y alta / media / baja segun la escala descrita por Mukaka

(M.M Mukaka, 2012).
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RESULTADOS

Las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes en este estudio
incluyen la edad, sexo, tabaquismo, diabetes mellitus, hipertension
arterial sistémica, gastritis atrofica y ulcera duodenal en pacientes con

cancer y sin cancer, como se observa en la tabla 1.

Tabla 1) Caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes

Caracteristicas clinicopatolégicas Con cancer, n=18 Sin cancer, n=28 Valor-P
Edad, media + Desv. Estandar (Rango de 64.72+2.547 (48-82) 55.68+2.594 (33-77) 0.02272
edad)

Hombre, n (%) 10 (55.56) 6 (21.42) 0.01722
Mujeres, n (%) 8 (44.44) 22 (78.58) 0.0271°
Tabaquismo, n (%) 8 (44.45) 9 (32.14) 0.4102
Atrofia, n (%) 5(27.78) 6 (21.42) 0.6314
No atrofica, n (%) 13 (72.22) 22 (78.58) 0.6314
Diabetes T2, n (%) 3(16.66) 7 (25) 0.7172
Presion arterial sistémica, n (%) 3 (16.66) 10 (35.71) 0.1968
Ulcera duodenal, n (%) 2(11.11) 12 (42.85) 0.04652
aP<0.05.
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Prevalencia del genotipo cagA y vacA en biopsias

gastricas.

Las 46 biopsias fueron positivas para ureC (un marcador para H.
pylori) y vacA. Solo 18 fueron positivos para cagA (39,1%), los
polimorfismos solo se determinaron en el DNA de las muestras control
CagA™ y se observo al correr el producto de PCR en el gel de agarosa
que se podia identificar en algunas muestras hasta con 3 bandas que
corresponderian a regiones EPIYA C3, pero lo mas frecuente
encontrado en las muestras fue una sola banda de menor peso
molecular, lo que corresponderia a EPIYA C1 que es el polimorfismo
con menos riesgo para desarrollo de cancer gastrico. Con respecto a
vacA (Tabla 4), del total de pacientes la mayoria presentaban los
polimorfismos de s7 y m1. Se ha informado que los polimorfismos en
estas subregiones aumentan el riesgo de presentar cancer gastrico
(Abdi, Latifi-Navid, Latifi-Navid, & Safarnejad, 2016). Por lo tanto, se
realizé un analisis de la posible asociacion de tales polimorfismos con
la expresion del ARNm de citoquinas, factores de transcripcion nuclear

y moléculas co-moduladoras relacionadas con la patologia gastrica
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causada por H. pylori. ElI polimorfismo s2 se presentdé con mayor

frecuencia en el grupo sin cancer, con un riesgo relativo de 0.53 para

cancer gastrico indicandonos usa asociacion negativa, sin poder por el

numero bajo de muestras aseverar que pudiera ser un mecanismo

protector contra cancer gastrico (RR < 0.5). En relacion a la proteina

CagA el RR para desarrollar cancer casi fue el doble (1.94), asi como

para el polimorfismo de VacA s1 con un RR en 1.86

Region s Region m
de vacA de vacA
GRUPOS ureC cagA s1 s2 m1 m2
Cancer 18 (100) 10 (55.6) 14 (77.8) 1(5.6) 9 (50) 4 (22.3)
Sin cancer | 28 (100) 8 (28.6) 16 (57.1) 2(7.1) 14 (50) 12 (42.8)
RR 1.00 1.94 1.86 0.84 1.00 0.53
Total 46 18 30 3 23 16

Tabla 4) Frecuencia de expresion de polimorfismos para vacA, positividad cagA y ureC en biopsias
gastricas, para los grupos de pacientes con y sin cancer gastrico; n(%). Se indica el riesgo relativo
(RR) de cada uno de los parametros valorados para el desarrollo de cancer gastrico.
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Analisis de la expresién del ARNm en biopsias gastricas.

La expresion de citocinas, factores de transcripcion y moléculas de
modulacion del sistema inmunologico se determind mediante RT-PCR.
El  co-modulador ICOS-L (B7-H2) mostr6 una expresion
significativamente reducida en el grupo de pacientes que tenian
cancer (Fig. 23A). En el mismo grupo, hubo un nivel mas bajo de
ICOS-L (B7-H2) en relacién con PD-L1 (B7-H1) representado por la
relacion PD-L1 (B7-H1) / ICOS-L (B7-H2) aunque esta disminucion no

tuvo una diferencia significativa (Fig. 23B).

La expresion relativa fue mayor para los factores de transcripcion
maestros con el fenotipo de Treg, Th17 y GATA3 en el grupo de
participantes sin cancer. Si bien esta diferencia no fue significativa
para los dos primeros fenotipos (p = 0.063 para Foxp3 y p = 0.060
para RORyt, respectivamente), si fue significativa para el ultimo
(p<0.01) (Fig. 23C). Al comparar los grupos de pacientes con y sin
cancer, existian niveles de expresion similares para las IL (IL-4, IL-10,
IL-12 e IL-17), IFN-y y TGF-B. Solo hubo una tendencia no significativa

a un nivel disminuido en el grupo con cancer gastrico, principalmente
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para IL-4 en el perfil Th2 (p = 0.07; Fig. 23D).
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Figura 23. (A) La expresién relativa de B7-H1 y B7-H2 respeta la GAPDH como control de
normalizacién en pacientes con cancer y grupo de control. La expresion relativa se obtuvo usando
gPCRy 2 * -AAct. Las comparaciones multiples se evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis
y los datos post hoc de Dunn se presentan como mediana + rango intercuartil. (B) Relacion B7-H1 /
B7-H2 de los niveles de expresion de ambos genes, entre los pacientes con y sin CG. No se
demuestra diferencia significativa entre grupos. (C) La comparacién de la expresion relativa de
FOXP-3, GATA3 y RORyt respeta a GAPDH como gen constitutivo, pacientes con cancer y sin
sujetos con cancer. Se obtuvo expresion relativa usando qPCR y 2 * -AAct. Se evaluaron
comparaciones multiples mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post-hoc de Dunn. Los
datos se presentan como mediana + rango intercuartil. (D) La expresion relativa de IL-4, IL-10, IL-
12, IL-17, IFN-y y TGF-B respeta la GAPDH como gen constitutivo, pacientes con cancer y sujetos
de control. Se obtuvo expresion relativa usando gPCR y 2 * -AAct. Se evaluaron comparaciones
multiples mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post-hoc de Dunn. Los datos se

presentan como mediana * rango intercuartil. * p = <0.05 se considerd significativamente diferente.
**p=0<0.01.
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Coeficiente de correlacidn de rango de Spearman (rho)

El grupo sin cancer mostré una alta correlacién positiva de ICOS-L con
PD-L1 (p = 0.707) (Fig. 24B), IL-4 (p = 0.719) e IL-12A (p = 0.712)
(Fig. 24A) , moderado con RORyt (p = 0.687), GATA-3 (p = 0.561) y
Foxp3 (p = 0.530) (Fig. 24B), y bajo con TGF-3 (p =0.481) e IL-17 (p =
0.411) ) (Fig. 24A). Los pacientes con cancer mostraron una alta
correlacion positiva de ICOS-L con IL-12 (p = 0.772) (Fig. 24A), RORyt
(p = 0.760) (Fig. 24B) e IL-10 (p = 0.708) ( Fig. 24A), moderado con
GATA3 (p = 0.689), IFN-y (p = 0.637), PD-L1 (p = 0.610), m2 (p =
0.567) e IL-4 (p = 0.566), y bajo con Foxp3 (p = 0.490) (Figs. 24A y

24B).

El grupo sin cancer mostré una alta correlacion positiva de PD-L1 con
ICOS-L (p = 0.707) (Fig. 24D), moderada con IL-4 (p = 0.668), IL-17A
(p = 0.570) (Fig. 2C), Foxp3 (p = 0.551) (Fig. 24D) y TGF-B (p =
0.525), y bajo con IFN-y (p = 0.454) e IL-10 (p = 0.428) (Fig. 24C).
Para los pacientes con cancer, hubo una alta correlacion positiva de
PD-L1 con IL-10 (p = 0.789), IL-12A (p = 0.789) (Fig. 24C) y GATAS3 (p

= 0.757), moderada con ICOS -L (p = 0.610) (Fig. 24D), y bajo con
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IFN-y(p = 0.485) y Foxp3 (p = 0.483) (Figs. 24C y 24D).
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Figura 24. (A, B) Correlacién de Spearman de B7-H2 con las interleucinas, moléculas co-
moduladoras, factores de transcripcion y polimorfismos de vacA en los grupos con cancer y sin
cancer, las correlaciones altas (p= entre 0.7 y 0.9) medias (p= entre 0.5y 0.7) y baja (p= entre 0.5
y 0.7). (C ,D). Correlacion de Spearman de B7-H1 con las interleucinas y factores de transcripcion,
en los grupos con cancer y sin cancer, las correlaciones altas (p= entre 0.7 y 0.9), medias (p= entre
0.5y 0.7) y baja (p=entre 0.5y 0.7). * (p < 05) se considero significativamente diferente ** (p <
001).
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Los individuos sin cancer demostraron una alta correlacion positiva de
RORyt con IL-12A (p = 0.772) (Fig. 3A), IL-4 (p = 0.737) y Foxp3 (p =
0.708), moderada con ICOS-L (p = 0.687), IL-17A (p = 0.603) (Fig.
25A) y PD-L1 (p = 0.549), y bajo con TGF- (p = 0.408). Los pacientes
con cancer mostraron una alta relacién positiva de RORyt con ICOS-L
(p = 0.760), moderada con IL-12A (p = 0.623) (Fig. 25A), m2 (p =
0.598) (Fig. 25C) y GATAS3 (p = 0.522), y bajo con IL-10 (p = 0.488).
Se encontré una alta correlacion negativa entre RORyt y m1 (p = -

0.756) (Fig. 25A).
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Figura 25. (A, B y C) Correlacion de Spearman de RORyt, IL-17A y el polimorfismo de vacA m2,
con las interleucinas y factores de transcripcion, en los grupos con cancer y sin cancer, las
correlaciones fueron altas (p= entre 0.7 y 0.9), medias (p= entre 0.5y 0.7) y baja (p=entre 0.5y
0.7), en la figura 26 se observa una correlacion negativa alta entre RORyt y m1 asi como negativa
moderada entre IL-17A y cagA. (A y B) * (p < 05) se considero significativamente diferente ** (p <
001).
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En el grupo sin cancer, se observé una alta correlacion positiva para
Foxp3 con IL-12A (p = 0.784) (Fig. 26C), IL-4 (p = 0.715) y RORyt (p =
0.708), moderada con IL -17A (p = 609), IFN-y (p = 0.585), IL-10 (p =
0.579), PD-L1 (p = 0.551) e ICOS-L (p = 0.530), y bajo con TGF- (p =
0.457). En participantes con cancer, se detectdé una correlacion
moderada para Foxp3 con IL-12 (p = 0.659) (Fig. 26C) e IL-10 (p =
0.569), y baja con GATAS3 (p = 0.493), ICOS-L ( p = 0.490) (Fig. 24B) y

PD-L1 (p = 0.483) (Fig. 24D).
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Figura 26. Correlacion de Spearman de IL-12 con las moléculas co-moduladoras, polimorfismos de
vacA, interleucinas y factores de transcripcion, en los grupos con cancer y sin cancer, las
correlaciones fueron altas (p= entre 0.7 y 0.9), medias (p= entre 0.5 y 0.7) y bajas (p=entre 0.5y
0.7). * (p < 05) se consider¢ significativamente diferente ** (p < 001).
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Los individuos sin cancer tuvieron una correlacion positiva moderada
de IL-17A con IL-10 (p = 0.690) (Fig. 25B), TGF-B (p = 0.637), Foxp3
(p = 0.609), RORyt (p = 0.603 ) (Fig. 25A), IFN-y (p = 0.572), PD-L1 (p
= 0.570) (Fig. 24C), IL-4 (p = 0.565) e IL-12A (p = 0.530) (Fig. 26B), y
bajo con ICOS-L (p = 0.411) (Fig. 24A). En pacientes con cancer, la
unica correlacion para IL-17A fue baja y positiva con IL-10 (p = 0.493)

y moderada y negativa con CagA (p = -0.537) (Fig. 25B).

El grupo sin cancer mostro una correlacion positiva moderada de TGF-
B con IFN-y (p = 0.676), IL-17A (p = 0.637), IL-10 (p = 0.621) y PD-L1
(p = 0.525) ( Fig. 24C), y bajo con ICOS-L (p = 0.481) (Fig. 24A),
Foxp3 (p = 0.457), IL-4 (p = 0.413) y RORyt (p = 0.408). Los
participantes afectados de cancer solo mostraron una correlacion

positiva moderada de TGF-$ con IFN-y (p = 0.581).

Los individuos sin cancer mostraron una alta correlacion positiva de IL-
10 con IFN-y (p = 0.775), moderada con IL-17A (p = 0.690) (Fig. 24B),
TGF-B (p = 0.621), Foxp3 (p) = 0.579) y bajo con PD-L1 (p = 0.428)
(Fig. 24C). Los pacientes con cancer demostraron una alta correlacion
positiva de IL-10 con PD-L1 (p = 0.789) (Fig. 24C) e ICOS-L (p =

0.708) (Fig. 24A), moderada con IL-12A (p = 0.696) ) (Fig. 26B),
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GATA3 (p = 0.672), m2 (p = 0.630) (Fig. 25C) y Foxp3 (p = 0.569), y

baja con IL-17A (p = 0.493) (Fig. 25B) y RORyt (p = 0.488).

muestra un resumen de correlaciones (Tabla 5).

Se

A, Sin Cancer

Factor IL-4 IL-10 IL-12 IL-17 IFN-y TGF-B ICOS-L PD-L1 RORyt GATA3 FoxP3 vacA-ml vacA-m2 CagA,
ICOS-L 0.719 <0.4 0.712 0.411 <0.4 0.481 - 0.707 0.687 0.561 0.53 <0.4

PD-L1 0.668 0.428 0.675 0.570 0.454 0.525 0.707 - - <0.4 0.551

IL-12 0.785 0.509 - 0.530 0.437 - 0.712 0.675 0.772 0.509 0.784 <0.4 -
IL-17 - 0.690 0.530 - - 0.411 0.570 0.603 - - - - <0.4
RORyt 0.737 - 0.772 0.687 - - 0.708 <0.4 <0.4 -
vacA-m2 <0.4 <0.4 <0.4 <0.4 <0.4 - - -

B, Cancer

Factor IL-4 IL-10 IL-12 IL-17 IFN-y TGF-B ICOS-L PD-L1 RORyt GATA3 FoxP3 vacA-ml vacA-m2 CagA,
ICOS-L 0.566 0.708 0.772 <0.4 0.637 <0.4 - 0.610 0.760 0.689 0.490 0.567

PD-L1 <0.4 0.789 0.789 <0.4 0.485 <0.4 0.610 - - 0.757 0.483 -

IL-12 0.593 0.696 - <0.4 0.547 - - 0.789 0.623 0.762 0.659 0.567 -
IL-17 - 0.493 - - - - - <0.4 - - - - -0.537
RORyt 0.426 - 0.623 <0.4 0.760 - <0.4 -0.756 -
vacA-m2 0.567 0.630 0.567 - 0.567 0.598 - -

Tabla 5. Resumen de correlaciones, se indica el valor de rho (p) del analisis de
correlaciones entre las variables inmunologicas y de virulencia de H. pylori en los
pacientes con cancer y sin cancer.
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DISCUSION

Se examind la existencia de H. pylori en las biopsias gastricas de
pacientes con y sin cancer gastrico, asi como la correlacién entre el
desarrollo de este trastorno y la presencia de factores de virulencia
(CagA y VacA)(Amieva & Peek, 2016), incluidos los Polimorfismos de
vacA (s1, s2, m1 y m2)(Sugimoto, Zali, & Yamaoka, 2009). El
polimorfismo s7m1 de vacA se encontré aqui como el mas frecuente
en los participantes, como se informé anteriormente para la poblacion

adulta en México (G. Gonzalez-Valencia et al., 2000).

También se analizaron en el estudio actual los factores del
hospedador que pueden afectar la eliminacion o proliferacion de H.
pylori (Liu, Zhang, & Zhu, 2016). En consecuencia, se tomaron
biopsias gastricas para determinar la expresion del ARNm de las
interleucinas, los factores de transcripcion principales y los co-
moduladores de la respuesta inmune. La RT-PCR mostré una
expresion relativa significativamente mas baja del ARNm de la

molécula coactivadora ICOS-L en pacientes con cancer. Esta molécula
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es el unico ligando conocido para ICOS, un receptor que activa varias
vias inflamatorias implicadas en la eliminacion de H. pylori (Burugu,

Dancsok, & Nielsen, 2017).

En los pacientes con cancer, detectamos una expresion relativa de
ARNm disminuida significativamente del factor de transcripcion
maestro GATA3, que promueve la diferenciacién de las células T al
fenotipo Th2. La asociacion negativa informada entre las alergias y la
infeccion por H. pylori podria explicarse, al menos en parte, por la
teoria de la higiene (Brooks, Pearce, & Douwes, 2013). La inflamacion
causada por H. pylori puede inducir un desequilibrio en las células T
auxiliares entre los tipos Th1 y Th2 en la mucosa gastrica(Kayhan et
al., 2008). Cuando se estimulan ex vivo con H. pylori, las células
dendriticas de la sangre periférica (derivadas de células
mononucleares) tienen una mayor produccion de IL-12 (Guiney,

Hasegawa, & Cole, 2003).

La diferenciacion al fenotipo Th1 se analiz6 mediante la expresion de
IL-12A e IFN-y, que constituye las citocinas mas importantes del
fenotipo Th1 y la supresion de GATA-3 en las células T, que de hecho

se detectd en el estudio actual en el grupo de pacientes con cancer
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(Hafsi et al., 2004). La supresion de GATA-3 puede explicarse por el
hecho de que la proteina neutrofilica de H. pylori es un antagonista de
TLR2 y estimula a los neutrdfilos y monocitos a producir citocinas

inflamatorias del perfil de los linfocitos Th1(Amedei et al., 20006).

Para obtener una mayor comprensiéon de las interacciones en el
microambiente del tejido, se calculd el coeficiente de correlacion de
rango de Spearman (rho) entre varios elementos de la respuesta
inmune: las moléculas de modulacién, las citocinas, los factores de
transcripcion y las variantes de los factores virulentos de H. pylori. En
los participantes sin cancer, hubo una correlacion positiva entre ICOS-
L e IL-17A. La IL-17A que representa el grupo Th17 y que esta
relacionada con la eliminaciéon de H. pylori (D'Elios & Czinn, 2014).
Esta correlacion no existia en los pacientes con cancer, tal vez debido
al fendbmeno descrito ya previamente por Downs (Downs-Canner et al.,
2017). Es decir, el microentorno del tumor tiene un mecanismo para
evadir el sistema inmunologico a través de la transdiferenciacion de
los linfocitos Th17* / Foxp3- al fenotipo Th17-/ Foxp3*, lo que provoca
un aumento en la poblacion de células Treg vy citocinas

antiinflamatorias.
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A diferencia de los pacientes sin cancer, aquellos con cancer
mostraron una correlacion positiva de ICOS-L con IL-10 (Treg) e IFN-y

(Th1).

La expresion del factor de transcripcion GATA3 mostré una diferencia
significativa entre los dos grupos, siendo la correlacion positiva mas
notable con IL-4 (la citocina principal del fenotipo inflamatorio Th2) en
el grupo sin cancer. Para los otros factores de transcripcion analizados
por RT-PCR (RORyt y Foxp3), se detectd una expresion relativa
inferior no significativa de su ARNm en los pacientes con cancer (p =
0,06 y 0,063, respectivamente; Una interaccion clave, aqui reportada
por primera vez, es la alta correlacion negativa (-0.756) entre el factor
de transcripcion RORyt y el polimorfismo m71 de vacA. Esto es
importante porque en estudios anteriores solo la asociacion
documentada dentro de la patogenia de H. pylori esta entre sus
proteinas de virulencia (VacA y CagA) y el dafo a las células gastricas
que facilitan la adquisicion de hierro (Tan, Noto, Romero-Gallo, Peek,

& Amieva, 2011).

Ademas, hubo una correlacion negativa moderada entre la IL-17A y la

oncoproteina CagA en los pacientes con (pero no sin) cancer. La
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misma asociacion inversa se ha explicado como una reduccion en la
expresion de ICOS-L en células epiteliales gastricas a través de la
activacion inducida por CagA de la via de sefalizacion mTOR quinasa
p70 S6, asociada con una reduccion en las células Th17 (Taslima T.
Lina et al., 2013). Sugerimos que el mecanismo de evasion utilizado
por H. pylori puede estar coordinado por el polimorfismo de la regién
media de vacA (m1) y la presencia de la proteina CagA para disminuir
el fenotipo Th17 y asi permitir que las bacterias sobrevivan y proliferen

en el huesped.

Los genotipos de H. pylori con estas caracteristicas constituyen un
mayor riesgo de cancer gastrico. De hecho, un metanalisis revel6 que
m1 de vacA es el mayor factor de riesgo para el cancer gastrico (Abdi

et al., 2016).

En los participantes sin cancer, IL-17A mostré una alta correlacion con
IL-10 (p= 0.690), TGF-B (p= 0.637), Foxp3 (p = 0.609) y RORyt (p =
0.603). Los linfocitos Th17 dependen de TGF- para su diferenciacion.
Ademas, se ha descrito la plasticidad para la transdiferenciacién de
células Th17 a células Th17-IL-17neg-Foxp3*, que es inducida por el

microentorno del tejido tumoral y muestra una correlacion significativa
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entre IL-17A y Foxp3 en tejido sano (Downs-Canner et al., 2017). Del
mismo modo, en los participantes actuales sin (pero no con) cancer,
se observo una alta correlacion positiva entre RORyt y Foxp3. Por lo
tanto, existe un antagonismo entre el tejido tumoral y las células T
Foxp3, que se ha informado para ratones RORyt (X. O. Yang et al.,
2008). Recientemente se documento que, en el microentorno del tejido
tumoral, un numero reducido de células T Foxp3 + resultdé de una
alteracion en el fenotipo de estas células por el gen del factor de

transcripcion maestro RORyt (Downs-Canner et al., 2017).

Hubo una correlacion muy alta de TGF-3 con IFN-y y secundariamente
con IL-17A en el grupo sin cancer de estdmago. El co-cultivo de
células T CD4 + y macrofagos se describié anteriormente para elevar
la secrecion de IFN-y e IL-17A. Cuando se infectaron con H. pylori,
estas células mostraron una regulacion positiva en la expresion de
RORyt y un aumento en el numero de células Th17 (Zhuang et al.,
2011). La correlacion de TGF- con RORyt, IL-17A, Foxp3 e IL-10 se
encontré aqui solo en el grupo sin cancer. También se observd una
correlacion entre el TGF-B y las dos moléculas co-moduladoras de la

respuesta inflamatoria (ICOS-L y PD-L1).
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RORyt es el factor de transcripcidon principal para la diferenciacion de
células T a Th17. Del mismo modo, la IL-6 y el TGF-3 desempefian un
papel importante en la activaciéon de la diferenciacion(X. O. Yang et al.,
2008). Se puede inferir que, si una infeccion cronica causa una
transformacion en células tumorales, se perdera la correlacion de
TGF-B con citocinas, incluidos los factores de transcripcion. En los
pacientes con cancer en el presente estudio, la unica correlacion de

TGF-B con citocinas fue la moderada con IFN-y.

De los polimorfismos de vacA, solo el de m2 mostrd correlaciones
positivas, y solo en los pacientes con cancer. Estas correlaciones
existieron para vacA-m2 con RORyt (p = 0.598), IL-12A (p = 0.567), IL-
4 (p = 0.567) y la molécula coestimuladora ICOS-L (p = 0.567). En
particular, un metanalisis revel6 una correlacion inversa entre el vacA-

m2 y el riesgo de cancer gastrico (Abdi et al., 2016).

En pacientes con cancer gastrico, la IL-10 fue la citoquina
antiinflamatoria que mostré la mayor correlacion con la molécula
coinhibitoria PD-L1 (p = 0.789; Fig. 2C) y con IL-12A (p = 0.696; Fig.

4B). En el grupo sin cancer con IFN-y (p = 0.775) e IL-17A (p = 0.690).

Segun un informe anterior, una infeccidn por H. pylori desregula la
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expresion de PD-L1, y la principal citocina secretada durante la
infeccion (principalmente por las células dendriticas) es IL-10. Los
niveles de IL-12A e IFN-y se mejoran solo si las células dendriticas se
tratan con CD40L (Soumita Das et al., 2006) Por otro lado, H. pylori es
capaz de estimular la IL-23, que pertenece a la familia de la IL-12A, y
estimula la ruta de los linfocitos (el fenotipo Th17) que produce la IL-
17. Sin embargo, con la estimulacion prolongada, la capacidad de las
células dendriticas para producir IL-12A se reduce (Mitchell et al.,

2007).

Los resultados actuales evidencian la evasion del sistema
inmunolégico por H. pylori, predominantemente a través de la
regulacion negativa de la expresion de ICOS-L en individuos con
cancer gastrico. Nuestros hallazgos sugieren una coordinacion de los
factores de virulencia CagA y VacA de H. pylori (en este ultimo caso,
el polimorfismo m1) para la inhibicidon de la via del fenotipo inflamatorio

Th17.
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CONCLUSIONES

La expresion relativa de ARNm de las moléculas de coactivacion
ICOS-L y GATAS3 (el factor de transcripcidon maestro para el fenotipo
Th2) fue significativamente menor en pacientes con cancer gastrico
versus sin cancer. Una alta correlacion inversa entre el polimorfismo
m1 de vacA y el factor de transcripcion maestro RORyt fue
demostrada por primera vez en nuestro estudio. Al mismo tiempo, se
confirmao la correlacion negativa previamente descrita de cagA con IL-
17A. Por lo tanto, proponemos que vacA-m1 y CagA coordinan la
inhibicion de la respuesta inflamatoria del fenotipo Th17. No hubo
correlacion de TGF-B con otras citocinas o factores de transcripcion
en los pacientes con cancer. Esta citocina es esencial, junto con la IL-

6, para la diferenciacion del fenotipo Th17.
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TABLAS

Tabla 2) Oligonucleotidos para la identificacion de H. pylori, positividad
cagA y analisis de variantes polimorficas de vacA mediante PCR.

GEN NOMBRE OLIGOF OLIGOR BP
cagA cag2-4 GGAACCCTAGTCGGTAATG ATCTTTGAGCTTGTCTATCG 450/558
- CagAl-FR TGGCAGTGGGTTAGTCATAGCAG AGGACTCTTGCAGGCGTTGGTG 481
nested
PCR CagA2-FR ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT 298

G-Hp1/ AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT AAGCTTACTTTCTAACACTAAACGC 294
ureC G-Hp2
(GImM)
nested G-Hp3/ CTTTCTTCTCAAGCGGTTGTC CAAGCCATCGCCGGTTTTAGC 252
PCR G-Hp4
slvaclF-R GAAATACAACAAACACACCGC GGCTTGTTTGAGCCCCCAG 201
s2 vaclF-R GAAATACAACAAACACACCGC GGCTTGTTTGAGCCCCCAG 228
vacA
m1 Vac3F-R GGTCAAAATGCGGTCATGG CATCAGTATTTCGCACCACA 388
m2 Vac4F-R CCAGGAAACATTGCCGGCAAA CATAACTAGCGCCTTGCAC 346
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Tabla 3) Oligonucledtidos para analizar la expresion de genes de
factores de transcripcion, citocinas y moléculas inmunomoduladoras
mediante PCR en Tiempo Real.

Nombre Oligo F Oligo R bp Referencia
GATA3 F-R GGAGGTGGATGTGCTTTTTAACA ACCTGGCTCCCGTGGTG 116
RORG F-R AGGAAGTGACTGGCTACCAGAGG GAACTCCACCACGTACTGAATG 94
(31)
IL10 F-R TTCCCTGTGAAAACAAGAGC TCACTCATGGCTTTGTAGATGC 90
IL17A F-R CTCATTGGTGTCACTGCTACTG CCTGGATTTCGTGGGATTGTG 77
IFN-y F-R GTGTGGAGACCATCAAGGAAGACA TTGGACATTCAAGTCAGTTACC 112
TGF-B1 F-R GGTGGAAACCCACAACGAAAT TCTCGGAGCTCTGATGTGTTGA 86
(32)
GAPDH F-R TGGTCTCCTCTGACTTCAACA AGCCAAATTCGTTGTCATACC 116
FOXP3 F-R GAGAAGGGCAGGGCACAAT GTGGGCCTGCATGGCAC 101
IL-4 F-R CACAGGCACAAGCAGCTGAT CCTTCACAGGACAGGAATTCAAG 87
(33)
IL-12p40 F-
R CATCTCTTGGTTTTCCCTGGTT CATAAACATCTTTCTTCAGTTCCCATAT 73
B7-H1 F-R ACAGAGGGCCCGGCTGTTGA AGCGGTACACCCCTGCATCCT 94 (34)
B7-H2 F-R GCAAACCAGTGAGTCGAAAACC GGTGACATCAGGGCTCGGT 101 (35)
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