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. RESUMEN
Introduccion: H. pylori es el agente causal de gastritis cronica y cancer gastrico. En
respuesta a H. pylori, se acumulan monocitos y macréfagos en la mucosa gastrica, sin
embargo, la bacteria es resistente a la muerte por estas células. H. pylori promueve la
expresion de miRNAs que participan en la regulacién postranscripcional de genes con
funciones clave en procesos de proliferacion, apoptosis e inflamacién. Objetivo:
Evaluar el nivel de expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con patologias
gastricas y su relacion con la expresion de PKCa en macréfagos humanos infectados
con genotipo virulento y avirulento de H. pylori. Metodologia: La expresién de miR-24-
3p, miR-142-3p y el mMRNA de PKCa se determiné por gRT-PCR en biopsias gastricas
de pacientes con diagndstico histopatolégico de gastritis cronica o cancer gastrico y en
macréfagos derivados de monocitos humanos infectados con H. pylori vacA
slml/cagA+/BabA+ y vacA s2m2/cagA-/BabA-. La expresion de PKCa se evalué por
Western Blot. La endocitosis de H. pylori por macrofagos, se determiné por
inmunofluorescencia. Resultados: La expresion de miR-24-3p y miR-142-3p es mas
alta en pacientes con gastritis cronica en comparacion con cancer gastrico (p<0.05). En
pacientes con gastritis cronica infectados por H. pylori, la expresion de miR-24-3p es
menor en comparacion con los no infectados (p<0.05). En macréfagos humanos, la
expresion de miR-24-3p y miR-142-3p incrementd a 1 y 3 h post-infeccion,
respectivamente, con el genotipo virulento y avirulento de H. pylori. La expresion de la
proteina PKCa aumenta en macréfagos infectados con el genotipo virulento y avirulento
de H. pylori. El mayor numero de bacterias intracelulares se observd en macrofagos
infectados con el genotipo virulento de H. pylori. Conclusién: El nivel de expresion
menor de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con cancer gastrico en comparacion
con gastritis cronica sugiere que estos miRNAs son supresores de tumor en la
carcinogénesis gastrica. La infeccion por H. pylori contribuye a la modulacion de la
expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con gastritis crénica. En
macrofagos humanos infectados, la expresion de miR-24-3p, miR-142-3p y PKCa es
independiente del genotipo de H. pylori. Se observd mayor numero de bacterias

endocitadas en macréfagos infectados con el genotipo virulento de H. pylori.

Palabras clave: Cancer géastrico, gastritis cronica, H. pylori, miR-142-3p, miR-24-3p, y
PKCa



. ABSTRACT
Introduction: H. pylori is the main cause of chronic gastritis and gastric cancer. In
response to H. pylori, monocytes and macrophages are accumulate in the gastric
mucosa, however, the bacteria is resistant to death by these cells. H. pylori promotes
the expression of miRNASs that participate in the post-transcriptional regulation of genes
with key functions in proliferation, apoptosis and inflammation processes. Objective: To
evaluate the expression of miR-24-3p and miR-142-3p in patients with gastric
pathologies and their relationship with PKCa expression in human macrophages
infected with virulent and avirulent genotype of H. pylori. Methodology: The expression
of miR-24-3p, miR-142-3p and PKCa mRNA was determined by gRT-PCR in gastric
biopsies from patients with histopathological diagnosis of chronic gastritis or gastric
cancer and in macrophages derived from human monocytes infected with H. pylori vacA
slml / cagA + / BabA + and vacA s2m2 / cagA- / BabA-. PKCa expression was
evaluated by Western Blot. The endocytosis of H. pylori by macrophages was
determined by immunofluorescence. Results: The expression of miR-24-3p and miR-
142-3p was higher in patients with chronic gastritis compared to gastric cancer (p<0.05).
In patients with chronic gastritis infected by H. pylori, the expression of miR-24-3p was
lower compared to those not infected (p<0.05). In human macrophages, the expression
of miR-24-3p and miR-142-3p increased to 1 and 3 h post-infection, respectively, with
the virulent and avirulent genotype of H. pylori. PKCa protein expression increases in
macrophages infected with the virulent and avirulent genotype of H. pylori. The highest
number of intracellular bacteria was observed in macrophages infected with the virulent
genotype of H. pylori. Conclusion: The lower expression level of miR-24-3p and miR-
142-3p in patients with gastric cancer compared with chronic gastritis suggests that
these mIRNAs are tumor suppressors in gastric carcinogenesis. H. pylori infection
contributes to the modulation of miR-24-3p and miR-142-3p expression in patients with
chronic gastritis. In infected human macrophages, the expression of miR-24-3p, miR-
142-3p and PKCa is independent of the H. pylori genotype. A greater number of

endocyte bacteria was observed in macrophages infected with the virulent genotype.

Key words: Gastric cancer, chronic grastitis, H. pylori, miR-142-3p, miR-24-3p and PKCa.



. INTRODUCCION

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa con morfologia curva
y espirilada (Kusters, et al., 2006). La frecuencia de infeccion por H. pylori a nivel
mundial varia entre 50% a 70%, y es mas alta en paises con mayor incidencia de
cancer gastrico (Peleteiro, et al., 2014). En la mayoria de los casos, la infeccion es
asintomatica y, aproximadamente, el 20% de los sujetos infectados desarrollan
patologia gastrica (Quach, et al., 2018). El tipo y la severidad de enfermedades
ocasionadas por H. pylori depende de factores bacterianos como el genotipo de la
cepa; factores ambientales como el consumo de tabaco o dieta alta en sal; y factores
del hospedero como la respuesta inmune. La interaccion de algunos de esos
factores promueve la inflamacién persistente en la mucosa gastrica, que da lugar a
lesiones gastricas como gastritis crénica, que progresa a atrofia gastrica, metaplasia
intestinal, displasia y cancer gastrico (Vannarath et al., 2014; Roman-Roman et al.,
2017; Kawamuraa et al., 2019).

H. pylori coloniza la mucosa gastrointestinal y sus factores de virulencia como la
citotoxina A vacuolizante (VacA), la citotoxina asociada al gen A (CagA), la adhesina
de unién a antigenos Lewis b (BabA), la adhesina de union al acido siélico (SabA),
pueden estar en contacto con células del sistema inmune en la ldmina propia (Kalali,
et al.,, 2014; Kao, et al., 2016). H. pylori promueve el reclutamiento de linfocitos,
células plasmaticas, células dendriticas, macrofagos y células polimorfonucleares
al sitio de la infeccidén e induce una respuesta de tipo Thl y Thl7 que es ineficaz
para eliminar la bacteria (Kao et al., 2016; Johnson and Otteman, 2018). Aunque la
respuesta inmune del hospedero elimina la mayoria de los patégenos, H. pylori ha
desarrollado mecanismos para modular y evadir la respuesta innata y adaptativa y
esto resulta en la exitosa persistencia de la bacteria en el hospedero (Borlace, et
al., 2012; Abadi, et al., 2017).

Los macrofagos son los principales efectores de la respuesta inmune innata en la
mucosa gastrica, el proceso de fagocitosis y la maduracion del fagosoma podrian
modular el tipo de respuesta frente a patdgenos. H. pylori altera la funcion de

macrofagos por diversos mecanismos, evade la opsonizaciéon por anticuerpos



(Allen, 2007), retarda el proceso de fagocitosis (Allen, et al., 2002), altera el trafico
de membrana, la maduracién del fagosoma (Zheng and Jones, 2003) y promueve
la formacion de megasomas donde la bacteria es capaz de residir (Borlace, et al.,

2012), de esta manera H. pylori evade la muerte por macréfagos.

H. pylori promueve la expresion de microRNAs (miRNAS) que regulan la respuesta
inmune, favorecen la colonizacién y persistencia de la bacteria en la mucosa
gastrica (Chang et al., 2015; Lee et al., 2017). Los miRNAs son pequefios acidos
ribonucleicos (RNA) no codificantes, que se unen por complementariedad a su
MRNA blanco, promoviendo su degradacion o causando la represion de su
traduccion. H. pylori regula la expresion de miR-155, miR-223-3p, miR-196, miR-
488, let7b y miR-370 (Liu, et al., 2013; Pachathundikandi and Backert, 2018; Chung,
et al., 2017; Rossi, et al., 2016), que actian como reguladores de la respuesta
inmune; y la expresion de miR-21, miR-27b, miR-194 y miR-196 (Shiotani, et al.,
2012; Geng, et al., 2016) que regulan proliferacion, inhibicion de la apoptosis y
modulan la via de Wnt en la tumorogénesis gastrica. miR-24-3p y miR-142-3p se
expresan diferencialmente en monocitos, macréfagos y células dendriticas,
modulan la diferenciacion de estas células y la capacidad para establecer una
respuesta inmune frente a patégenos (Fordham, et al., 2015). La sobre expresiéon
de miR-24-3p y miR-142-3p en macréfagos humanos se asocia con la disminucién
en la expresion del mMRNA de PKCa, proteina requerida para la polimerizacion de
actina y la fusion del fagosoma con el lisosoma. Como resultado de la subexpresion
de PKCa, disminuye significativamente la fagocitosis de E. coli y S. aureus (Nagvi,
et al., 2015). En macréfagos murinos y macréfagos primarios humanos,
Mycobacterium tuberculosis induce la expresion de miR-142-3p, que regula
negativamente los niveles de N-Wasp, proteina que modula la polimerizacion de
actina. Estos eventos, conducen a la disminucion de la fagocitosis de M.
tuberculosis (Bettencourt et al., 2013). miR-24-3p y miR-142-3p estan aumentados
en pacientes con gastritis crénica y disminuidos en pacientes con cancer gastrico,
sin embargo, la expresiéon de esos miRNAs no se asocio con la infeccion por H.
pylori (Duang, et al., 2014; Fernandez, et al., 2017; Wang, et al., 2018)



No se ha estudiado la participacion de miR-142-3p y miR-24-3p en la regulacion de
PKCa durante la infeccion por H. pylori en macréfagos humanos, ni la relacion entre
la expresion de estos miRNAs y la infeccién por H. pylori con gastritis crénica y
cancer gastrico. El objetivo de este trabajo es evaluar la relacion entre el nivel de
expresion de miR-24-3p y miR-142-3p con el de PKCa y con la regulacion de la
fagocitosis en macréfagos humanos infectados con genotipo virulento y avirulento
de Helicobacter pylori y la expresion de estos miRNAs en pacientes con gastritis

cronica y cancer gastrico.

IV. MATERIAL Y METODOS

Seleccién de mRNA blanco para miR-142-3p y miR-24-3p

La seleccién del mRNA blanco para miR-24-3p y miR-142-3p se hizo con base en
la revision de la literatura. Se consideraron soélo articulos originales que incluian la
validacion in vitro de los genes blanco, involucrados en la fagocitosis bacteriana,
para cada miRNA. Se utilizaron los siguientes software para el analisis in silico, que
permitié ubicar elementos de respuesta a microRNAs (MRE) especificos para miR-
24-3p y miR-142-3p en los mRNA blanco.

e Target Scan Human: www.targetscan.org/

e miRanda: http://www.microrna.org/microrna/home.do

e miRSystem: http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/index.php

e miRSearch: https://www.exigon.com/miRSearch

e mirDB: http://www.mirdb.org/miRDB/

e miRTarBase: http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/)

e DianaTools:http://diana.imis.athenainnovation.gr/DianaTools/index.php?r=m
icroT CDS/index

e MicroCosm: http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm

Pacientes
Se incluyeron 29 pacientes que fueron sometidos a endoscopia digestiva alta en el
Hospital General Raymundo Abarca Alarcén, en Chilpancingo o en el Servicio de

Endoscopia del Instituto Estatal de Cancerologia Arturo Beltran Ortega, en


http://www.microrna.org/microrna/home.do
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Acapulco, Guerrero, México. Se seleccionaron pacientes con diagndstico
histopatoldgico de gastritis cronica o cancer gastrico. Se excluyeron pacientes bajo
tratamiento inmunosupresor o antiinflamatorio. Se incluyeron pacientes sin
tratamiento anti-microbiano y sin consumo de inhibidores de la bomba de protones
o de neutralizadores de pH gastrico, durante las dos semanas previas al estudio
endoscopico. Los pacientes firmaron una carta de consentimiento informado y
respondieron un cuestionario acerca de habitos alimenticios, factores
sociodemograficos, consumo de alcohol y tabaco. Este proyecto fue aprobado por
el comité de bioética de la Universidad Autonoma de Guerrero, por el departamento
de Investigacion del Instituto Estatal de Cancerologia y por la Jefatura de

Ensefianza e Investigacion del Hospital General Raymundo Abarca Alarcon.

Endoscopia e histologia

El estudio endoscopico se llevé a cabo después de una noche de ayuno con un
videoprocesador y videogastroscopio (Fujinon, Wayne, NJ USA). Se obtuvieron dos
biopsias del antro o cuerpo gastrico, dependiendo del sitio de lesion. A los pacientes
con cancer gastrico se les tomo biopsia del tumor y del tejido adyacente. Una biopsia
de cada sitio se fij6 inmediatamente en formalina al 10% para examen histologico y
otra se coloco6 en Trizol para la obtencion de DNA gendmico y RNA total, a fin de
hacer el diagnostico de H. pylori, medir la expresién de miRNAs y el mMRNA de PKC-

a, respectivamente.

Cultivo y diferenciaciéon de células THP-1

Las células THP-1 (ATCC® TIB202™), derivadas de un paciente con leucemia
monocitica humana se cultivaron en medio RPMI-1640 (R6504-Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA), adicionado con HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, -
mercaptoetanol 2.8 mM y suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor (Gibco, Walthman, MA. USA). Los cultivos se incubaron a 37°C,
en atmésfera humeda con 5% de CO2, a una densidad de 4x10° cels/mL. Para
inducir la diferenciacion de monocitos THP-1 a macrofagos, las células se

estimularon con 20 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Guzman-



Beltran, et al., 2015). Después de 72 h de estimulacion, el medio fue reemplazado

con RPMI-1640 suplementado, sin PMA por 4 h, previas a la infeccion con H. pylori.

Cultivo de H. pylori

Las cepas Tx30 (vacA s2m2/cagA-) y ATCC 26695 (vacA s1m1l/ cagA+) de H. pylori
se cultivaron en Agar Columbia con polienriquecimiento IsoVitaleX (Becton,
Dickinson and Company, New Jersey, USA) y adicionado con suplemento selectivo
de Helicobacter pylori Dent (10 mg/L de vancomicina, 5 mg/L de trimetroprim, 5 mg/L
de cefsulodina, 5 mg/L de anfotericina B) (Oxoid, Basingstoke, UK) a pH 6.8-7.0.
Los cultivos se incubaron a 37°C por 72 h, en condiciones de microaerofilia con
niveles de O2de 2 a 5%y COz de 5 a 10%.

Infeccidén de macréfagos derivados de monocitos humanos con H. pylori

Las cepas 26695 y TX-30 de H. pylori se resuspendieron en medio RPMI-1640 con
10% SFB y la suspension se ajust6 a 2.5x107 unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL), mediante espectrofotometria utilizando la escala de McFarland.
Se infectaron 2.5x10° macré6fagos derivados de monocitos humanos (hMDM) con
las dos cepas de H. pylori por separado, a una multiplicidad de infeccién (MOI) de
0.01 (Pachathundikandi and Backert, 2017; Tavares and Pathak, 2017). La placa de
cultivo se incubd en atmésfera himeda con 5% de CO2, a 37°C durante 0, 1, 3y 6
h. Se cultivaron 2.5x10° hMDM sin infeccién como control negativo. Los ensayos se

hicieron por triplicado en tres momentos independientes.

Obtencion de RNA total y RT-qPCR para PKC-a, miR-24-3p y miR-142-3p

Las biopsias obtenidas de pacientes con gastritis crénica y cancer gastrico fueron
maceradas y colocadas en reactivo Trizol para obtencion de RNA. A los hMDM
infectados con las dos cepas de H. pylori por 0, 1, 3y 6 h se les retir6 el medio
RPMI-1640, los hMDM se lavaron dos veces con PBS 1X y se les coloco Trizol para
obtencion de RNA (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y pureza del RNA total de hMDM vy biopsias se

determiné en un NanoDrop™ One (ThermoFisher Scientific, Madison, WI, USA).



Para determinar la expresion de los miRNAs, se usaron 5 ng de RNA total de células
o biopsias para la sintesis de cDNA con el kit TagMan MicroRNA Reverse
Transcription de un solo paso (Applied Biosystems, Vilnius, LT) y los iniciadores
especificos para miR-24-3p (No. ensayo: 000402), miR-142-3p (No. Ensayo:
000464), RNU6 (No. ensayo: 001973) y RNU44 (No. de ensayo: 001094) (Anauatea
et al., 2017). RNU6 y RNU44 se usaron como control endégeno para normalizar los
datos en hMDM y biopsias, respectivamente. La qPCR se hizo con 2 pL del producto
de la RT, con el ensayo individual TagMan especifico para cada miRNA y Master
Mix PCR TagMan Universal (1X), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las reacciones se corrieron en un equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, Pleasanton, CA, USA).

Para determinar la expresiéon del mMRNA de PKC-a, se usaron 5 ng de RNA de
hMDM infectados con H. pylori, y la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) para la sintesis de cDNA siguiendo las instrucciones del
fabricante. La RT-gPCR se realiz6 con las sondas especificas para PKC-a (No.
ensayo: Hs00925193) y GADPH (No. ensayo: Hs99999905). El mRNA de GADPH
se uso6 para normalizar los datos de expresion. La expresion relativa de miRNAs y
mRNA en hMDM se calculd con el método 222C y la expresion de miRNAs en
biopsias se obtuvo con la férmula ACt= ACt (treated) — Ct (control).

Western Blot

Después de 0, 1, 3,y 6 h de infeccidn con las cepas de H. pylori, se retir6 el medio
RPMI-1640 y los hMDM se lavaron dos veces con PBS 1Xy se lisaron con el buffer
de lisis (NaCl 150 mM, N-P40 1%, Deoxicolato de sodio 1%, EDTA 5 mMy HEPES
50 mM) adicionado con inhibidores de proteasas (Roche, Penzberg, BA, GE). El
homogenizado se centrifugd a 12,000 rpm por 12 minutos a 4 °C, se recuperé el
sobrenadante y se almacend a -20°C hasta su uso. La concentracion de proteinas
se cuantificd por el método de acido bicinconinico (BCA) (ThermoFisher Scientific,
Rockford, USA). Treinta pug de proteinas totales se separaron por electroforesis en
SDS-PAGE al 12% vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana se bloqueo con 0.5% de leche descremada por 1 h, se incub6 con una
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dilucién 1:1000 del anticuerpo de conejo anti-pkc-a (#2056S, Cell Signalling,
Technology, USA) y anticuerpo de conejo anti-GAPDH (#2118, Cell Signalling,
Technology, USA) a una dilucion 1:1000, a 4°C durante toda la noche. Después de
lavar tres veces por 5 min, los inmunocomplejos se detectaron con el anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (#7074p2, Cell Signalling,
Technology, USA). Las bandas se revelaron con el kit de detecciéon Immobilon™
Western (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Las imagenes se observaron
con el Sistema de Imagen Digital ChemiDoc (Bio-Rad, California, EUA). Los niveles
de PKCa fueron calculados por andlisis densitométrico de las bandas con el

programa Image Lab 6.0.1 y normalizados con GAPDH.

Inmunofluorescencia

Para determinar si los macréfagos humanos fagocitan H. pylori se realiz6 la técnica
de inmunofluorescencia. Se sembraron 2.5x10° células THP-1 en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de SFB, en placas de 6 pozos. Las placas se incubaron a
37°C, en atmoésfera hiumeda con 5% de CO2. Para inducir la diferenciacion de las
células THP-1 a macréfagos, las células se estimularon con 20 ng/mL de PMA.
Después de 72 h de estimulacion, el medio fue reemplazado con medio RPMI-1640,
sin PMA por 4 h, previas a la infeccién con H. pylori. Los hMDM se infectaron con
las cepas 26695 y TX-30 de H. pylori por separado, a una MOI de 0.1, durante 1, 3,
y 6 h. Las células se lavaron 3 veces con PBS 1X, se fijaron y permeabilizaron con
formaldehido al 4% y Triton X-100 al 0.5%. Las laminillas se bloquearon con SFB
al 20% en PBS durante 50 min a temperatura ambiente en cAmara humeda. Las
células se incubaron con anticuerpo de conejo anti-H. pylori (#B0471, Dako
California, EUA) a una dilucién 1:100 durante toda la noche a 4°C. El anticuerpo
primario se detect6 con un anticuerpo secundario de clase IgG de ratdn, anti-conejo,
marcado con fluoresceina-5-isotiocianato (FITC) (#sc-2359 Santa Cruz
Biotechnology, Texas, EUA) a una dilucion 1:100 por 2 h, a temperatura ambiente.
Las células fueron incubadas con 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) por 30 min
y después visualizadas usando un microscopio de epifluorescencia (Olympus
modelo BX43, Tokio, JP).



Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 7.0. Se obtuvieron
frecuencias absolutas y relativas de las variables cualitativas y las diferencias se
calcularon con la prueba exacta de Fisher. Las variables cuantitativas se reportaron
como media + DE. Se uso la prueba t-Student o Mann-Whitney para comparar dos
medias 0 medianas y la prueba ANOVA o Kruscal-Wallis para comparar mas de dos

medias 0 medianas. Un valor de p <0.05 se consider6 significativo.
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V. RESULTADOS

Pacientes

Se estudiaron 29 pacientes, 20 (68.9%) con diagnostico hispatologico de gastritis
cronica y 9 (31%) de céancer géstrico. La edad promedio para los pacientes con
gastritis cronica fue de 57 afios (intervalo de 18 a 90 afios) y para los casos de
cancer gastrico fue de 62 afos (intervalo de 51 a 89 afos). La frecuencia de
infeccion por H. pylori en el total de pacientes fue de 52.7% (15/29). Las

caracteristicas de la poblacidon se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Caracteristicas de la poblacion y frecuencia de infeccién por H. pylori en pacientes con
gastritis y cancer gastrico.

Gastritis cronica  Cancer gastrico

n=20 n=9 o
(%) (%) Valor de p

Femenino 9 (45) 6 (66.6)

Género 0.427
Masculino 11 (55) 3(33.3)

Menorias de 20 1(5) 0(0)
afios

Edad 20-39 afios 1(5) 1(11.1) 0.374
40-59 afios 10 (50) 2(22.2)
Mas de 60 afios 8 (40) 6 (66.6)
Negativo 10 (50) 4 (44.4)

H. pylori 0.408
Positivo 10 (50) 5 (55.5)

Habito de Si 9 (45) 3(33.3) 0,604
fumar No 11 (55) 6 (66.6)

Consumo de Si 17 (85) 4 (44.4) 067
alcohol No 3 (15) 5 (55.5)
Antecedentes Si 6 (30) 6 (66.6)

familiares de 0.242
patologia No 13 (65) 2 (22.2)

gastrica

°Prueba exacta de Fisher
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Expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en mucosa gastrica de pacientes con
gastritis cronicay cancer gastrico

La expresion de miR-24-3p es menor en pacientes con cancer gastrico en
comparaciéon con el grupo de gastritis cronica. La expresion de miR-142-3p fue
significativamente mas alta en pacientes con gastritis cronica en comparacion con

cancer gastrico, figura 1 (p<0.05).
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Figura 1. Expresion relativa de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con gastritis crénica y
cancer gastrico. A) Expresion relativa de miR-24-3p B) Expresion relativa de miR-142-3p. La
expresion de miR-24-3p y miR-142-3p se normalizé con RNU44 como control endégeno. La expresion
relativa se determind por el método de 2-2€t. Las diferencias en el nivel de expresién de ambos miRNAs
entre los grupos de pacientes se determinaron por la prueba de Mann-Whitney (* p < 0.05).

No se encontraron diferencias significativas en la expresién de miR-24-3p y miR-

142-3p en tejido tumoral en comparacion con el tejido adyacente, figura 2.

51 miR-24-3p 5- miR-142-3p
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-

Figura 2. Expresion relativa de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con céancer gastrico. El
nivel de expresion de A) miR-24-3p y B) miR-142-3p se determin6 por RT-qPCR en biopsias de
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cancer gastrico y de tejido adyacente al tumor. La expresion de ambos miRNAs se normalizé con
RNU44 como control endégeno. La expresion relativa se determind por el método 24t Las
diferencias en el nivel de expresion de ambos miRNAs entre los grupos de pacientes se determinaron
por la prueba de Mann-Whitney.

De los 20 casos de gastritis cronica, el 40% (8/20) tenian gastritis cronica folicular,
40% (8/20) gastritis quimica y 20% (4/20) gastritis créonica quimica con metaplasia
intestinal. El nivel de expresion de miR-24-3p fue menor en los pacientes que
presentaron gastritis cronica con metaplasia intestinal en comparacion con los
demas grupos, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

No hubo diferencia en la expresion de miR-142-3p entre los grupos, figura 3.
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Figura 3. Expresién de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes con gastritis crénica. A) Expresion
relativa de miR-24-3p por tipo de gastritis. B) Expresion relativa de miR-142-3p por tipo de gastritis.
La expresion de ambos miRNAs se normalizé con RNU44. La expresion relativa se determiné por el
método 2-2Ct, Las diferencias en el nivel de expresién de ambos miRNAs entre los grupos de pacientes
se determinaron por la prueba de Kruskal Wallis. GCF; gastritis crénica folicular, GCQ: gastritis

crénica quimica, GCQ-MI; gastritis crénica con metaplasia intestinal.

Infeccion por H. pylori y expresion de miR-24-3p y miR-142-3p

En pacientes con gastritis cronica la expresion de miR-24-3p fue significativamente
menor en pacientes infectados por H. pylori en comparacion con los no infectados
(p< 0.05). En muestras H. pylori-positivas la expresion de miR-142-3p es
significativamente menor en cancer gastrico en comparacion con gastritis crénica
(p< 0.001), figura 4.
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Figura 4. Expresion relativa de miR-24-3p y miR-142-3p en mucosa gastrica de pacientes con
gastritis cronica o con cancer gastrico infectados y sin infeccién por H. pylori. La expresion de
A) miR-24-3p y B) miR-142-3p se midi6 por RT-gPCR y se normaliz6 con RNU44. La expresion
relativa se determin6 por el método de 2-2¢t, El valor de p se calcul6 con la prueba de Mann-Whitney.
(* p < 0.05, ** p< 0.001).

Analisis bioinformatico

Con el programa miRTarBase se encontraron cuatro mRNAs blanco para miR-24-
3p y cinco para miR-142-3p. Los nueve mMRNAs codifican proteinas que participan
en el proceso de fagocitosis. El transcrito de PKCa (PRKCA) tiene secuencias
complementarias para miR-142-3p y para miR-24-3p en su region 3'UTR, figura 5.

miR-142-3p

+ PLA2G4A
*+ MARCKSL1
+ WASF2

miR-24-3p

Figura 5. mRNAs blanco de miR-142-3p y miR-24-3p. Las proteinas codificadas por los nueve
MRNAs participan en la fagocitosis. El diagrama de Venn muestra los transcritos que son blanco de
uno o ambos MiRNAs, segun el programa miRTarBase.
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Se buscaron elementos de respuesta a miRNAs (MRE) para miR-142-3p y mir-24-
3p en la region 3’UTR del mMRNA de PKCa. Se encontré que para miR-142-3p el
sitio de unién con el MRNA es 7 mer-Al y para miR-24-3p es 8 mer. Para ambos
miRNAs, existen otros sitios de complementariedad en la region 3'UTR, tabla 3.
Estos resultados sugieren que ambos miRNAs pueden inhibir la traduccién del
MRNA de PKCa o inducir su degradacion, regulando negativamente la expresion
de PKCa.

Tabla 3 Complementariedad entre el mMRNA de PKCa con miR-24-3p y miR-142-3p

© c q_,)‘
< E o . . . . s »
5 c 3 Sitio de reconocimiento del miRNA sitio s =
Eg 8 5 3
o o
<
5 PRKCA 5’ .ccaucaguaaucaugcCACUACU 7mer- 69 -0.05
o miRNA 3’ .agguauuucauccuuuGUGAUGuU Al '
L
S
o 2200- ,
@ 9926 PRKCA 5 gCcT g AAGTtcac AGaAcACACa ACc - - 131
S miRNA 3’agGuAuUUCA------ UCcUuUGUGaUGu
BRI
T 3
€ 2770- PRKCA 5 gaCA-gggGTgcccAgcACACTg Cc - - 126
E 2793 miRNA 3’ agGUauuuCAuccuU--UGUGAuGuU
E 6639
) PRKCA 5 tacgctt tGT ta GAAACA tTAat - - 123
6661 miRNA 3’ agguauuuCAucCUUUGUgAUgu
4534- PRKCA 5 CUGAGCCA
c 541 _ ..aucacaaaacagaca 8Smer 57 -0.03
§ miRNA 3' gacaaggacgacuuGACUCGGu
o
o % 4953- PRKCA 5' .cugggauuacaggcaUGAGCCACc 7 mer- 25 -0.02
g = 4959 miRNA 3' gacaaggacgacuugACUCGGU Al
N
= 4066- PRKCA 5' ta BT TCT—CTGggCaGAGEE
g 2 4085 ta — ggta a - - 136
K MiRNA 3' gaCAAGGacGACuuGaCUCGGu
&
g S PRKCA 5' aaBTcCt T6E—ccCTEAGEac i .
S 3143 miRNA 3' .gaCAaGgACGacuuGACUCGgu

*Score de acuerdo a cada programa de analisis bioinforméatico
- Dato no obtenido en el programa

Los sitios resaltados indican la complementariedad entre mMRNA y miRNA
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Diferenciacién de monocitos THP-1 a macréfagos

Para inducir la diferenciacion de monocitos a macréfagos, se probaron diferentes
concentraciones de PMA; y se verificd la morfologia celular después de 72 h del
estimulo, para experimentos posteriores se utilizo la concentracion de 20 ng/mL de
PMA, en donde se observo morfologia celular caracteristica de macrofagos: células

alargadas y adherentes, figura 6-B.

Figura 6. Diferenciacion de monocitos THP-1 a macro6fagos después de 72 h de estimulacion
con PMA. A) 2x105 monocitos THP-1 diferenciados a macrofagos a una concentracién de PMA de
10 ng/mL. B) 2x10° monocitos THP-1 diferenciados a macréfagos estimulados con 20 ng/mL de PMA
C) 2x10° monocitos THP-1 diferenciados a macréfagos con 50 ng/mL de PMA. Microscopio invertido
20X.

Expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en respuesta a la infeccion por H. pylori
Para verificar si miR-24-3p y miR-142-3p modifican su expresion durante la infecciéon
por H. pylori, se evalu6 la expresion de los miRNAs en macréfagos humanos
infectados con la bacteria a diferentes tiempos. La expresion de miR-142-3p
incrementd a las 3 h post-infeccion en macréfagos infectados con el genotipo
virulento y avirulento de H. pylori. Los niveles de miR-142-3p regresaron a niveles
basales a las 6 h post infeccion, figura 7. Por otra parte, en macrofagos infectados
con las cepas 26695 y TX30 de H. pylori la expresion de miR-24-3p aumentaa 1 h
post-infeccion y disminuye su expresion de manera significativa a las 3 h post

infeccion en comparacion al control, figura 8.
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Figura 7. Expresion de miR-142-3p en macréfagos humanos infectados con H. pylori. Los
resultados muestran la expresion de miR-142-3p post infeccién a una MOI 100:1, A) macrofagos
infectados con la cepa 26695 de H. pylori y B) macrofagos infectados con la cepa TX30 de H. pylori.
La expresion de miR-142-3p se normaliz6 con RNU6. La expresion se determiné por el método de
2-04Ct (p<0.05).
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Figura 8. Expresion de miR-24-3p en macrdofagos humanos infectados con H. pylori. Los
resultados muestran la expresion de miR-24-3p post infeccion a una MOI 100:1, A) macrofagos
infectados con la cepa 26695 de H. pylori y B) macréfagos infectados con la cepa TX30 de H. pylori.
La expresion de miR-24-3p se normaliz6 con RNU6. La expresion se determiné por el método de 2
AACt (p<0.001; p<0.0001).

Expresion de PKCa en respuesta a la infeccidén por H. pylori

Se evalud la expresion de PKCa a nivel de mRNA y proteina en macrofagos
humanos infectados con H. pylori. La expresion del mMRNA de PKCa disminuye en
macrofagos después de una hora de infeccidon con el genotipo virulento de la
bacteria y aumenta en células infectadas con el genotipo avirulento, figura 9 A-B. La
expresion de la proteina de PKCa aumenta tanto en macrofagos infectados con la
cepa 26695 como en los infectados con la cepa TX30 (p<0001) en comparacion al
control y se observa una disminucion gradual de la expresion de la proteina de

PKCa a las 3 h y 6 h post infeccién con el genotipo virulento y avirulento de la
bacteria, figura C-E.
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Figura 9. Expresiéon de PKCa en macr6fagos humanos infectados con H. pylori. Expresion de
PKCa a diferentes tiempos de infeccién con H. pylori a una MOI 100:1, A, B expresion de mRNA de
PKCa en macroéfagos infectados con el genotipo 26695 y TX30 de H. pylori, respectivamente. C-E
Nivel de PKCa determinado por Western Blot en macréfagos infectados por 1, 3y 6 h con el genotipo
26695 y TX30. F-G Andlisis densitométrico de la expresion de PKCa en macréfagos infectados con
H. pylori. La expresion del mMRNA y de la proteina de PKCa se normalizé con GAPDH.

Internalizacion de H. pylori en macr6fagos humanos

Para comprobar si los macrofagos humanos llevan a cabo el proceso de fagocitosis
de H. pylori in vitro, se marcd a la bacteria con anticuerpos anti-H. pylori y el
anticuerpo primario se detecté con IgG marcada con FITC. El mayor numero de
bacterias intracelulares se encontré en los macrofagos infectados con el genotipo

virulento de H. pylori, en comparacion con los macréfagos infectados con el genotipo
avirulento, figura 10.
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Figura 10. Internalizaciéon de H. pylori en macro6fagos humanos. Macrofagos humanos infectados
por 1, 3y 6 h con los genotipos 26695 y TX30 de H. pylori. Las imagenes representan las bacterias
intracelulares (verde) y los nicleos (azul), las flechas indican las bacterias intracelulares observadas
en un microscopio de epifluorescencia 100X.
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VI. DISCUSION

Existen sellos distintivos del cancer como la inflamacion que favorece un
microambiente tumoral y evasion de la destruccion de las células transformadas por
células de la respuesta inmune, como linfocitos T, macrofagos y células NK
(Hanahan, et al., 2011). La infeccion persistente por H. pylori induce inflamacion en
la mucosa gastrica, promueve el desarrollo de gastritis cronica y cancer gastrico
(Sampieri and Mora, 2014). En cancer gastrico se han encontrado modificaciones
en el perfil de expresion de miRNAs que regulan la inflamacion inducida por H. pylori
(Cadamuro, et al., 2014; Libanio et al., 2015). Sin embargo, aun se desconoce el
mecanismo por el que los miRNAs contribuyen a mantener la infeccidon persistente
por H. pylori y, en consecuencia, la inflamacion crénica que promueve la aparicion
de cancer. En este trabajo, se evaluo la expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en
pacientes con gastritis cronica y cancer gastrico, asi como, en macrifagos

humanos; y su relacion con la infeccion por H. pylori.

Se encontré mayor expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en biopsias de pacientes
con gastritis cronica en comparacion con el grupo de cancer gastrico. La gastritis
cronica es un proceso inflamatorio persistente en la mucosa gastrica. miR-24
promueve la produccion de IFN-y e IL-17 en linfocitos T, a través de la disminucién
de la expresion de TCFI, un factor de transcripcidén que restringe las respuestas Thl
y Thl7 (Cho et al.,, 2017). Wang et al., en 2016, en sobrenadante de células
dendritica transfectadas con miR-142-3p observaron un aumento de quimiocinas
CCL2, CCL5 y CCLS8, y citocinas TNF-a e IL-6, y mediante analisis de
enriguecimiento funcional indican que los genes blanco para el miRNA son
enriqguecidos de manera significativa en la via Jak-STAT, importante para la
produccién de citocinas (Wang, et al., 2016). Por tanto, miR-24-3p y miR-142-3p
pueden contribuir a la regulacion de la inflamacion en gastritis cronica. Duan et al.,
en 2014 observan en la linea celular de cancer gastrico SGC-7901 que al transfectar
las células con miR-24-3p disminuye la expresién de Reg IV, gen que promueve los
procesos de proliferacion celular, migracion, invasion asi como la capacidad de

formar tumores, los autores sugieren que miR-24-3p tiene funcidbn como supresor
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de tumor en cancer gastrico, (Duan et al., 2014). Por otra parte, la sobreexpresion
de miR-142-3p en lineas celulares de cancer gastrico induce disminucién de
CCTNZ2, proteina que modula la actividad de la cinasa dependiente de ciclina
(CDK9) y como resultado se observa disminucién en la migracion y crecimiento de
las células (Wang et al., 2018).

Se clasificé a los diferentes tipos de gastritis crénica en gastritis cronica folicular,
gastritis crénica quimica y gastritis quimica con metaplasia intestinal, y se analizo la
expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en estos pacientes. El nivel de expresion de
miR-24-3p fue menor en pacientes que presentan diagnostico de metaplasia
intestinal en comparacion con los demas grupos, Li et al., en 2016, relacionan la
expresion de miR-24-3p con la progresion de lesiones gastricas, la metaplasia
intestinal predispone la aparicion de cancer gastrico debido a que existe una

transformacioén del epitelio de tipo géstrico a epitelio de tipo intestinal.

En pacientes con gastritis crénica infectados por H. pylori se observa disminucion
en la expresion de miR-24-3p en comparacion con los pacientes no infectados,
ademas, hay disminucion en la expresion de miR-24-3p y miR-142-3p en pacientes
con cancer gastrico infectados y sin infeccién por H. pylori. Li et al, en 2016, sugieren
que la infeccion por H. pylori contribuye a la disminucion de la expresion de miR-24-
3p en pacientes con gastritis superficial crénica, gastritis crénica atrofica y
metaplasia intestinal, los autores concluyen que miR-24-3p regula el desarrollo y
progresion de lesiones gastricas asociadas a la infeccion por H. pylori al regular
negativamente a Prdx-6, proteina encargada de catalizar la reduccion de peroxido
en mucosa gastrica, favoreciendo el dafio al epitelio gastrico por ROS. No hay
reportes de la expresion de miR-142-3p en pacientes con gastritis cronica y cancer

gastrico asociada a la infeccién por H. pylori

miR-24-3p y miR-142-3p se expresan en células de la respuesta inmune innata
como monocitos, macrofagos y células dendriticas, se sabe que estas células
pueden infiltrar la mucosa gastrica de pacientes infectados con H. pylori (Fordham,
et al., 2015). En este trabajo se realizé un analisis bioinformatico para buscar
MRNASs blanco de miR-24-3p y miR-142-3p, el analisis in silico predijo en total 9
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MRNAs blanco que codifican para proteinas involucradas en el proceso de
fagocitosis, se seleccion6 el mRNA de PKC-a el cual, tiene secuencias
complementarias para miR-24-3p y miR-142-3p en su regién 3’UTR. PKC-a es una
proteina que participa en la remodelacion de F-actina durante la fagocitosis y
maduracion del fagosoma en macrofagos (Holm, et al., 2003). Los macrofagos son
fagocitos profesionales que tienen un papel clave en la activacion de la respuesta
inmune frente a patdgenos como H. pylori, eliminan bacterias por fagocitosis y llevan

a cabo la presentacion de antigenos que da lugar a una respuesta adaptativa.

Para elucidar el papel de miR-142-3p durante la fagocitosis de H. pylori, se
infectaron macréfagos derivados de monocitos humanos (hMDM) con las cepas
26695 y TX30 de H. pylori, a diferentes tiempos. La expresion de miR-142-3p
aumenta a las 3 h post infeccién en macréfagos infectados con el genotipo virulento
y avirulento en comparacion con el grupo control. El lipopolisacarido, la lipoproteina
y la flagelina reconocidos por receptores tipo toll (TLR’s) asi como las citocinas IL-
8, IL- 1B, TNF-a e IL-6 participan en la induccién de miRNAs durante la infeccion
activando factores de transcripcion clave como NF-kB (Na et al., 2012;
Pachathundikandi et al., 2019). Dado que, la expresion de miR-142-3p aumenta en
las primeras horas de infeccion, es probable que este miRNA contribuya a la
modulacién de mRNAs que codifican para proteinas involucradas en la fagocitosis
de H. pylori o en alguna otra funcién efectora de los macréfagos. La sobre expresion
de miR-24 y miR-142-3p en macréfagos humanos disminuye la fagocitosis de E. coli
y S. aureus, y el aumento en la expresién de miR-142-3p se relaciona con la
disminucién el mMRNA de PKC-a, proteina clave involucrada en el proceso de
fagocitosis (Naqvi and Nares, 2015). En este estudio al evaluar la expresion del
MRNA de PKCa en macréfagos infectados por H. pylori se observa un decremento
a 1 h post infeccion con el genotipo virulento y un aumento en la expresion con el
genotipo avirulento. Por otra parte, la expresion de la proteina de PKCa aumenta
de manera significativa después de 1 h post infeccion con el genotipo virulento y
avirulento de la bacteria y regresa a niveles basales a las 3 h. Allen and Allgood en
2002, sugieren que el genotipo virulento de H. pylori modula la expresion de PKCa

en macrofagos murinos y como resultado un retraso en el proceso de fagocitosis de
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la bacteria. Se ha observado que H. pylori tiene la capacidad de residir en
megasomas dentro de los macrofagos y esto es asociado al genotipo virulento de
la bacteria (Borlace, +., 2012). En este trabajo al evaluar por inmunofluorescencia
la internalizacion de la bacteria en macréfagos humanos, se observa una mayor
cantidad de H. pylori en aquellas células infectadas con el genotipo 26695

sugiriendo que estas bacterias pueden estar residiendo dentro de megasomas.

La alteracion de la expresion de miRNAs puede ser un mecanismo utilizado por H.
pylori para modular la fagocitosis, la produccion de citocinas, quimiocinas y el tipo
de respuesta inmune adaptativa especifica que predomina en las infecciones

cronicas de la mucosa gastrica humana.
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VII.

CONCLUSION

El nivel de expresion de miR-24-3p y miR-142-3p significativamente mayor
en pacientes con gastritis cronica que en pacientes con cancer gastrico
sugiere que estos mIRNAs son supresores de tumor y que pueden ser
biomarcadores de diagnéstico temprano para cancer gastrico.

La infeccion por H. pylori contribuye a la modulacién de la expresion de miR-
24-3p y miR-142-3p en pacientes con gastritis cronica.

En macréfagos humanos la infeccion por H. pylori aumenta la expresion de
miR-24-3p y miR-142-3p a 1 y 3 h post infeccidén respectivamente, pero es
independiente del genotipo de la bacteria.

En macrofagos humanos la expresion de la proteina de PKCa aumenta a 1
h post infeccién y el incremento es independiente del genotipo de la bacteria.
Se observa mayor cantidad de bacterias intracelulares en macrofagos
infectados con el genotipo virulento de H. pylori, esto sugiere una modulacion

en el proceso de endocitosis y permanencia de la bacteria dentro de la célula.
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