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RESUMEN

La infeccion por Helicobacter pylori es el principal factor de riesgo para cancer gastrico; en
la respuesta inmune inducida por la bacteria existe un infiltrado de células que secretan
citocinas, favoreciendo el desarrollo de la carcinogénesis gastrica. El objetivo fue evaluar
la relacion de la expresion de IFN-y e IL-4 con la infeccion por H. pylori, gastritis cronica y
cancer gastrico. Se incluyeron 100 pacientes con gastritis crénica y 20 con cancer gastrico;
se determiné la expresion de INF-y e IL-4 por inmunohistoquimica. El 57.5% de los casos
fueron positivos a H. pylori, la mayor frecuencia de expresion de IFN-y se encontr6 en los ca-
sos de cancer positivos a la bacteria, en el caso de IL-4 se encontr6 mas frecuente en gastritis
cronica H. pylori positivo. Se localizé6 mayor frecuencia de expresion de IFN-y en comparacion
con IL-4; en la mayoria de las muestras positivas a H. pylori expresaron las dos citocinas.

ABSTRACT

The Helicobacter pylori infection is the main factor of risk for gastric cancer, in the im-
mune response induced for the bacterium there is an infiltration of cells which produce
high levels of cytokines, which may be involved in gastric carcinogenesis. The objetive of
this investigation is to evaluate the relation of the expression of IFN-y and IL-4 with the H.
pyloriinfection, chronic gastritis and gastric cancer. 100 patients with chronic gastritis and
twenty with gastric cancer were included; the expression of INF-y and IL-4 was determined
by immunohistochemistry. 57.5% of cases were positive for H. pylori, the highest frequency
of IFN-y expression was found in cases of cancer H. pylori-positive, in the case of IL-4 was
more frequent in patients H. pylori-positive with chronic gastritis. The IFN-y expression
frequency was higher than the IL-4 expression. In the majority of the samples H. pylori-
positive were expressed the two cytokines.

INTRODUCCION

El adenocarcinoma gastrico es uno de los tumores mas frecuentes, indepen-
dientemente de la edad, la raza o los factores predisponentes que presente
el paciente (Rosai, 2011). El pais con mayor prevalencia de cancer gastrico
es Japon; y en paises de Latinoamérica, donde se ha notificado una de las
incidencias mas elevadas, es en Chile con 23.6% y en Colombia con 13%,
mientras que en México se aproxima al 8% (Rojas-Pedraza, Sobrino-Cossio,
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Hernandez-Guerrero, Alonso-Larraga & Zeichner-Gan-
cz, 2007). El cancer gastrico es multifactorial, se asocia
a la predisposicion genética y a la respuesta inmunol6-
gica del huésped, asi como a otros factores como el estilo
de vida, el alto consumo de alimentos salados, obesidad,
alcoholismo y tabaquismo, asi como a los factores de vi-
rulencia de Helicobacter pylori (Lee, Kim, Cheong & Noh,
2012; Namiot, Kemona & Namiot, 2007).

H. pylori es una bacteria microaerofilica, flagelada,
Gram-negativa, que coloniza especificamente el epitelio
gastrico (Romero-Adrian et al., 2010). Esta bacteria po-
see factores de virulencia que le confieren la capacidad
de danar el tejido gastrico. La isla de patogenicidad cag
(cag PAI), que codifica para un sistema de secrecion
tipo IV (T4SS) y que contiene el gen cagA, transloca
la proteina oncogénica efectora, CagA. Cag-PAIl esta
asociada con dano al tejido y riesgo de padecer enfer-
medades graves como ulcera y cancer gastrico (Wro-
blewski, Peek, & Wilson, 2010). VacA es una proteina
secretada con efecto vacuolizante en varias lineas ce-
lulares, incluyendo células gastricas. El genotipo vacA
s1/ml se asocia con inflamacién aumentada y con ma-
yor riesgo de desarrollar cancer (Fox & Wang, 2007).

Cuando la infeccién por H. pylori persiste, favorece
el establecimiento de un cuadro inflamatorio crénico,
posiblemente causante del dafio del epitelio gastrico
que posteriormente puede progresar en cancer (lhan,
Pinchuk & Beswick, 2012).

La inflamacién inicia en el epitelio con el recono-
cimiento de patrones moleculares asociados a pato-
genos (PAMP’s) como el lipopolisacarido (LPS), que es
una molécula con actividad endotéxica (Kusters, Van
Vliet & Kuipers, 2006). E1 LPS estimula a las células
del epitelio gastrico para secretar IL-8, un quimioa-
trayente de leucocitos que conduce al aumento en la
infiltracién de polimorfonucleares, linfocitos y macro-
fagos (Fuentes, Camorlinga & Maldonado, 2009).

Ademas, las células del infiltrado inflamatorio pro-
ducen concentraciones elevadas de citocinas proinfla-
matorias TNF-q, IL-6, IL-1, IL-12, IL-10 e IFN-y; esta
respuesta provoca cambios en la fisiologia del est6-
mago, por dano directo a las células o regulacion de
la proliferacion celular y la apoptosis (Fuentes et al.,
2009). Todo esto tiene como consecuencia un dafio
directo en la mucosa epitelial, lo cual desempefia un
papel importante en la carcinogénesis gastrica (Chit-
choltan, Hampton & Keenan, 2008). IFN-y ayuda a
disminuir la colonizacién por H. pylori, pero al mismo
tiempo la sobreexpresion de esta citocina en la muco-
sa gastrica promueve una respuesta inflamatoria pro-
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longada conduciendo desde gastritis superficial a gas-
tritis cronica, ulcera y posteriormente cancer (Zhao et
al., 2011). IL-4 participa en el proceso de la inflamacion
que media la carcinogénesis de 6rganos humanos, in-
cluyendo el tracto gastrointestinal. IL-4 es una potente
citocina anti-apoptética, factor de supervivencia para
las células tumorales, y puede proteger a las células
tumorales de la apoptosis inducida por varios agentes,
incluidos los utilizados en terapias antitumorales. Por
lo tanto, es posible que la IL-4 participe en la resisten-
cia a tratamientos contra el cancer (Zamorano, Rivas
& Pérez, 2003). El objetivo fue evaluar la relacion de la
expresion de IFN-y e IL-4 con la infeccién por H. pylori,
gastritis cronica y cancer gastrico.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron a los pacientes que estuvieron de
acuerdo en participar en el estudio. Se obtuvieron biop-
sias gastricas del sitio de lesion, una se utilizé6 para
la identificacién molecular de H. pyloriy a la otra se le
realiz6 inmunohistoquimica para observar la expresion
de IFN-y e IL-4. Se realiz6 la extraccion de DNA a par-
tir de las biopsias gastricas, por el método de Trizol,
se anadié 1 ml de este reactivo por cada 50 ng -100 ng
de tejido, posteriormente se anadieron 200 ulL de
cloroformo por cada mililitro de trizol. Se cuantifi-
c6 el DNA genomico en el biofotometro (Eppendorf
Biofhotometer 22331, Hamburg, Germany), donde se
determiné la concentracién y pureza, utilizando una
dilucion de 1:100.

Deteccion de H. pylori por PCR

La identificacion de H. pylori se realiz6 empleando los
siguientes oligonucleétidos: HP16-219 5-GCTAAGA-
GATCAGCCTATGTCC-3" y HPGR16SR 5- CAATCA-
GCGTCAGTAATGTTC 3, que amplifican una region
de 522 pb del gen RNAr 16S de la bacteria. La mezcla de
reacciéon tuvo un volumen final de 15 pL, que contenia
2.5 mM de MgCI2, 2.5 mM de dNTP’s, 5 pmol de cada
oligonucledtido, 1 U de Taq DNA polimerasa Platinium
(Invitrogen, Brasil) y 150 ng de DNA total. El programa
de amplificacion incluyé: un ciclo de desnaturalizaciéon
inicial a 94 °C por 5 min, 40 ciclos a 94 °C por 30 s,
55 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, y un ciclo de exten-
sién final a 72 °C por 7 min. Los productos de PCR se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
se tifleron con bromuro de etidio y se visualizaron con
luz ultravioleta (UV) en un transiluminador (BIORAD).
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Deteccion de IFN-y e IL-4 por
inmunohistoquimica

Las biopsias fueron incluidas en parafina. Se realiza-
ron cortes de 3 um, después de la permeabilizacion y
el bloqueo de la peroxidasa endogena; los cortes se in-
cubaron durante 22 h con los anticuerpos monoclo-
nales de raton anti-IFN-y y anti-IL-4 humano (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) diluciéon 1:50
y 1:500, respectivamente. La unién del anticuerpo fue
detectada con el Kit Mouse/Rabbit ImmunoDetector
HRP/DAB Detection System (Bio SB, Santa Barbara,
CA, USA). Se realiz6é una contratincién con hematoxi-
lina (Biocare Medical, Concord, CA, USA). Las células
mononucleares con tinciéon nuclear y citoplasmatica
distinta se consideraron positivas.

Tabla 1.
Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

Caracteristicas Gastritis crénica
n=100
Edad ( media £ DE, anos)
48.2+16
Sexo n (%)
Femenino 63 (63)
Masculino 37 (37)
Escolaridad n (%)
Licenciatura y mas 36 (36)
Bachillerato 20 (20)
Secundaria 17 (17)
Primaria 20 (20)
Sin estudios 7(7)
Tabaquismo n (%)
No 60 (60)
Si o consumia 40 (40)
Consumo de café n (%)
No 36 (36)
Si 46(46)
Consumia 18 (18)
Consumo del alcohol n (%)
No 23 (23)
Si o consumia 77 (77)

*X2. n = Tamafio de la muestra.
Fuente: Elaboracién propia con base en los resultados del estudio.

32  Vol. 24 (NE-2) Ciencias Médicas Diciembre 2014

RESULTADOS

Determinacion de H. pylori

En el estudio se incluyeron 120 pacientes, 100 con
diagnoéstico endoscoépico e histopatologico de gastri-
tis crénica y 20 de cancer gastrico. Hubo una mayor
participacién del sexo femenino (n=74). En los casos
de gastritis crénica la edad media fue de 48 afios,
con un intervalo de 19 a 80 afos; en los pacientes con
cancer gastrico la media de edad fue de 60 anos con un
intervalo de 31 a 85 afios, las caracteristicas generales
de la poblacién se muestran en la tabla 1. Se determi-
no la presencia de H. pylori en todos los casos, donde
se encontré que hubo mas casos positivos en cancer
gastrico (tabla 2).

Cancer gastrico Valor de p*

n=20
60.9+16.2
11(55)

0.616

9 (45)

1(5)

Lo <0.05
2 (10)
11 (55)
5 (25)
11 (55) 0.804

9 (45)

> 9 0.605
9 (45) '

2 (10)
5 (25) 0.781
15 (75)
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Tabla 2.
Frecuencia de H. pylori en gastritis crénica y cancer gastrico.

Frecuencia de

Eatolozia Helicobacter pylori otal
Negativo Positivo
Gastritis crénica 43 (43%) 57 (57%) 100 (100%)
Cancer gastrico 8 (40%) 12 (60%) 20 (100%)
Total 51 69 120

Expresion de INF-y e IL-4.
Fuente: Elaboracién propia con base en los resultados del estudio.

70%

60%

o
S
X

53%

9 47%
50% : 45%
40%
40%
35%

31% 30%
30%

9
20% 15%
13%

10%

Frecuencia de expresiéon de IFN-y e IL-4

5%

0%

IS
N
H. pylori-/IFN-y+ |

H. pylori+/IFN-- mm %
H. pylori+/IL-4- e S
X
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H. pylori-/IFN-y-
H. pylori-/IFN-+y+
H. pylori+/IFN-+y-
H. pylori+/IFN-y+
H. pylori-/IL-4-
H. pylori-/IL-4+
H. pylori+/IL-4-
H. pylori+/IL-4-

Gastritis crénica Cancer gastrico

Figura 1. Expresion de INF-y e IL-4 en pacientes H. pylori-negativos y H. pylori-
positivos con gastritis cronica y cancer gastrico
Fuente: Elaboracién propia con base en los resultados del estudio.

La mayoria de las muestras analizadas expresa-
ron IFN-y (104/120) e IL-4 (93/120); los 20 casos de
cancer gastrico expresaron IFN-y, de éstas, 60%
de las muestras fueron positivas para H. pylori; el
80% de las muestras de cancer tanto H. pylori-negativas
como H. pylori-positivas expresaron IL-4. Los datos de
la expresion de ambas citocinas en el grupo de gastritis
cronica se muestran en la figura 1.

DISCUSION

H. pylori es el principal factor de riego para el desarrollo
de cancer gastrico; la erradicacién de esta bacteria dis-
minuye significativamente el riesgo de desarrollar can-
cer en individuos infectados sin lesiones pre-malignas,
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lo que refuerza el principio de que este organismo
influye en las primeras etapas de la carcinogénesis
gastrica (Wen & Moss, 2009). En el presente estudio
se evalu6 la expresion de IFN-y e IL-4 en gastritis cro-
nica y cancer gastrico con y sin infeccion por H. pylo-
ri, observando una frecuencia de infeccion del 57%
(57/100) en los pacientes con gastritis cronica y del
60% (12/20) en pacientes con cancer gastrico, encon-
trando que en la mayoria de los casos de gastritis cro-
nica H. pylori-positivos hubo una mayor frecuencia de
expresion de IFN-y en comparacién con los H. pylori-
negativos, contrario a lo encontrado en los casos de
cancer gastrico donde tanto H. pylori positivos como
negativos expresaron IFN-y. Por otro lado, se encontr6
que la expresion de IL-4 tuvo un comportamiento simi-
lar al de INF-y, encontrandose una mayor frecuencia de
expresion de IL-4 en pacientes H. pylori-positivos com-
parados con los H. pylori-negativos, tanto en gastritis
cronica como en cancer gastrico.

Karttunen, Karttunen, Ekre & Macdonald (1995)
no hallaron diferencias entre la frecuencia de células
secretoras de IL-4 en gastritis y mucosa gastrica no
inflamada, ademas de que no observaron un aumento
de las células secretoras de IL-4 en pacientes H. pylori
positivo y negativo con gastritis. En otro estudio, Wang
et al. (2007) encontraron que la expresion de IFN-y iba
disminuyendo conforme la patologia gastrica evolu-
cionaba a cancer gastrico, es decir, que habia mayor
expresion de IFN-y en pacientes con gastritis que en
los pacientes con cancer gastrico y que la expresion
de IL-4 era mayor en los pacientes con cancer gastri-
co que los pacientes con gastritis cronica; cabe seha-
lar que todos los pacientes incluidos en el estudio de
Wang et al. (2007) fueron H. pylori-positivos. Hosseini
et al. (2010) encontraron que existia un aumento en la
expresion de IFN-y en mucosa gastrica de pacientes
con cancer gastrico en comparacion con los pacien-
tes con dispepsia no ulcerosa y ulcera péptica. En un
estudio hecho en ratones, los cuales fueron infectados
con H. felis, Zavros et al. (2003) encontraron que la
gastrina y somatostatina son péptidos regulados por
IFN-y e IL-4, respectivamente. El mecanismo del efecto
anti-inflamatorio de IL-4 es a través del aumento de la
expresion y liberacion de somatostatina de las células
D gastricas. Ademas, mostraron que la expresion de
la gastrina es inducida por IFN-y, una citocina pro-in-
flamatoria. Estos resultados implican que los cambios
reciprocos de la gastrina y la somatostastina durante
la infecciéon por Helicobacter en humanos pueden ser
debido a un aumento en la expresion de IFN-y durante
una gastritis mediada por Th1 y no debido a un efecto
directo del microorganismo (Zavros et al., 2003). Los
resultados encontrados en este estudio coinciden con
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lo reportado por Abdollahi et al. (2011), quienes repor-
taron que los niveles de INF-y en mucosa gastrica de
pacientes infectados por H. pylori fueron mas altos que
en aquellos pacientes H. pylori negativos.

En conclusion, en este estudio se encontré que la
frecuencia de expresion de IFN-y fue mayor en com-
paraciéon con la de IL-4; se observé una mayor fre-
cuencia de expresion de ambas citocinas en pacientes
H. pylori-positivos, tanto en gastritis créonica como en
cancer gastrico.
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