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1.0 Resumen

Son numerosos los estudios enfocados a investigar la respuesta inmune
innata de poblaciones celulares especificas del hospedero contra H. pylori,
principalmente en moléculas de reconocimiento a patdgenos. Sin embargo, es
probable, que la interaccibn molecular entre diferentes poblaciones celulares pueda
contribuir a la sefializacion de la respuesta inmune innata contra este patdgeno. Se ha
demostrado que las células natural killer (NK, por sus siglas en inglés) estan
presentes en las mucosas gastrica y duodenal, y pueden ser activadas directa o
indirectamente por H. pylori. La identificacién de los receptores tipo inmunoglobulina
de la célula NK (KIR, por sus siglas en inglés), ha permitido comprender los
mecanismos moleculares por los cuales las células NK ejercen su funciéon y eliminan
células que presentan de forma irregular a moléculas HLA de clase I, a consecuencia
de una infeccidon viral o transformacion tumoral. En este estudio se analizaron los
genes y genotipos de KIR en un grupo control de 120 individuos asintomaticos, asi
como 120 pacientes con gastritis no atréfica y 63 pacientes con cancer gastrico. Los
pacientes fueron diagnosticados por serologia, endoscopia e histologia; el grupo
control solo lo fue por serologia. Los 14 genes (2DL1-2DL5, 3DL1-3DL3, 2DS1-2DS5 y
3DS1) y 2 pseudogenes (2DP1 y 3DP1) identificados para KIR se amplificaron por
PCR-SSP. Se encontraron 22 genotipos en el grupo de individuos asintomaticos, 15 y
29 genotipos para pacientes con gastritis no atréfica y cancer gastrico,
respectivamente. Las frecuencias de los genes KIR se compararon estadisticamente
de manera individual entre los tres grupos, mediante la prueba de y? y la prueba
exacta de Fisher, el valor de p fue corregido por el nimero de especificidades
estudiadas (pc<0.05). En el gen inhibidor KIR2DL2 se encontré una asociacion
positiva (RM 3.7, IC 95% 1.84-7.47) al compararse los pacientes de cancer gastrico

contra los asintomaticos. Mientras que el gen inhibidor KIR2DL3 presenté una



asociacion negativa (RM 0.07, IC 95% 0.02-0.18) al compararse pacientes con cancer
gastrico con el grupo asintomatico y entre los pacientes con cancer gastrico y los de
gastritis no atréfica, también se obtuvo una asociacion negativa (RM 0.08, IC 95%
0.03-0.20). El gen activador KIR2DS1 mostré una asociacion positiva (RM 8.48, IC
95% 4.42-16.41) cuando se compararon las frecuencias de los pacientes de gastritis
no atréfica contra el grupo asintomatico, asi como en pacientes con cancer gastrico
(RM 8.46, IC 95% 3.72-19.70). En el gen activador KIR2DS3 se encontré asociacion
positiva (RM 92.7 IC 95% 35.4-252.7) al comparar a los pacientes de gastritis no
atroéfica con el grupo asintomaéatico y con los pacientes con cancer gastrico (RM 17.9 IC
95% 7.84-41.78). Respecto a los diferentes genotipos comparados entre los 3 grupos,
se observaron resultados significativos con asociacion negativa, solo en el genotipo 1,
compuesto principalmente de genes inhibidores, comparando pacientes de cancer
gastrico con asintomaticos (RM 0.08 IC 95% 0.02-0.27) y con pacientes con gastritis
no atrofica (RM 0.12 (IC 95% 0.03-0.42). Nuestros resultados pueden sugerir la
participacion de los genes KIR de la célula NK en el desarrollo de la enfermedad
ocasionada por la infeccion por H. pylori; si bien no de forma directa, pueden
estimular e interaccionar con células epiteliales y las células encargadas de la
respuesta inmune innata y adaptativa; mediante la produccidon y secrecion de
citosinas y quimiocinas, asi como su funcion citolitica determinada por el balance de

sefales que recibe de sus receptores.



2.0 Abstract

Many studies focused on investigate innate immune response of specific
host cell populations to the bacteria H. pylori, mainly in recognition of molecules to
pathogens. It is likely, however, that the molecular interaction between different cell
populations may contribute to the innate immune signaling to this pathogen. It has
been shown that natural Killer cells (NK) are present in both the gastric and duodenal
mucosae, and can be activated directly or indirectly by H. pylori. Identification of killer
cell immunoglobulin-like receptor (KIR), has allowed understand the molecular
mechanisms by which NK cells exert their function and eliminate cells displaying
downregulation of molecules HLA Class I, consequent to viral infection or tumor
transformation. This study analyzed the genes and genotypes of KIR in a control
group of 120 asymptomatic individuals and 120 patients with non-atrophic gastritis
and 63 patients with gastric cancer. The patients were diagnosed by serology,
endoscopy and histology, the control group it was only by serology. The 14 genes
(2DL1-2DL5, 3DL1-3DL3, 2DS1-2DS5 and 3DS1) and 2 pseudogenes (2DP1 and
3DP1) identified for KIR were amplified by PCR-SSP. We found 22 genotypes in the
group of asymptomatic individuals, 15 and 29 genotypes for patients with non
atrophic gastritis and gastric cancer, respectively. The frequency of KIR genes were
compared statistically between the three groups using x° test and Fisher exact test,
then the p value was corrected by the number of specificities studied (pc <0.05). The
inhibitory gene KIR2DL2 was found a positive association (RM 3.7, 95% CIl 1.84-7.47)
when compared gastric cancer patients against asymptomatic. While inhibitory gene
KIR2DL3 presented a negative association (RM 0.07, 95% CIl 0.02-0.18) when
compared gastric cancer patients with asymptomatic group and among patients with
gastric cancer and those of non atrophic gastritis, also got an association negative

(RM 0.08, 95% CI 0.03-0.20). The activating gene KIR2DS1 showed a positive



association (RM 8.48, 95% 4.42-16.41) when compared the frequencies of patients
non atrophic gastritis against asymptomatic group, as well as, in patients with gastric
cancer (RM 8.46, 95% 3.72-19.70). In activating gene KIR2DS3 was found positive
association (RM 92.7, 95% 35.4-252.7) to compare patients non atrophic gastritis
with the group and asymptomatic patients with gastric cancer (RM 17.9, 95% 7.84-
41.78). Respect to the different genotypes compared between the 3 groups were
observed significant results with negative association, only in the genotype 1, mainly
composed of genes inhibitors, comparing gastric cancer patients with asymptomatic
(RM 0.08, 95% CI 0.02-0.27) and patients with non atrophic gastritis (RM 0.12, 95%
Cl 0.03-0.42). Our results may suggest the involvement of KIR genes of the NK cell
in the development of the disease caused by infection with H. pylori. If not directly,
can stimulate and interact with epithelial cells and cells responsible for the innate and
adaptive immune response, through the production and secretion of chemokines and
cytosine, as well as, its role cytolytic determined by the balance of given signals from

its receivers.
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3.0 Abreviaturas

Asintomético

Céancer gastrico

Acido desoxirribonucléico

Gastritis no atroéfica

Helicobacter pylori

Human Leucocyte Antigens (Antigenos leucocitarios
humanos)

Killer cell Immunoglobulin-like Receptor (Receptores
tipo inmunoglobulina de la célula NK)

Natural Killer cell (célula asesina natural)

p corregida. Valor de p multiplicado por el niUmero de
especificidades (genes KIR) estudiadas

Polimerase Chain Reaction-Sequence Specific Priming
(Reaccidon en cadena de la polimerasa por secuencias
de iniciadores especificos)

Razén de momios



4.0 Introduccion

4.1 Helicobacter pylori

H. pylori es un patdégeno humano altamente adaptado, que coloniza la
mucosa gastrica de la mitad de la poblacion mundial, pero existen diferencias
sustanciales en la prevalencia de la infeccion dentro y entre los paises. En los paises
industrializados, el promedio en adultos mayores de 30 afios con infeccion por H.
pylori es 20 a 50%, comparado contra un 80% o mas en paises en vias de desarrollo
(Frenck et al., 2003; Rothenbacher et al., 2003).
H. pylori (Figura 1) (bacteria conocida previamente como Campylobacter pyloridis y
luego como Campylobacter pylori) (Sleisenger y Fordtran, 1997), fue detectada por
patdlogos alemanes al observar bajo el microscopio tejido gastrico humano (Cover et
al., 2001), pero no fue sino hasta casi un siglo después, en 1982, que los médicos
australianos: Robin Warren y Barry Marshall identificaron al bacilo curvo, adyacente al
epitelio gastrico de pacientes con gastritis cronica (Peek y Blaser 1999). H. pylori, es
un bacilo gramnegativo en forma espiral (3x0.5 um) que coloniza la mucosa gastrica
humana (McNulty, 1999). Esta bacteria es microaerofilica (O, 5%) y neutralofilica

(Marcus y Scott, 2001).

Figura 1. Helicobacter pylori,
es una bacteria curva
gramnegativa, que se ha
adaptado al ambiente del
estdbmago humano.

© 1997 Luke Marshall N



En 1983, Warren y Marshall fueron los primeros en reportar el cultivo exitoso del
patégeno humano, H. pylori, a partir de muestras de biopsia gastrica (Warren y
Marshall, 1983). Por experimentos de auto inoculaciéon, demostraron que esta bacteria
efectivamente causaba desordenes gastroduodenales, cumpliendo de este modo con
los postulados de Koch (Marshall, et al., 1985). Este importante descubrimiento,
recompensado con el premio Nobel de medicina 2005, ha cambiado la enfermedad
ulcera-péptica de una enfermedad crénica de causa incierta a una enfermedad

infecciosa curable (Gerrits, et al., 2006).

4.1.1 H. pylori: un patégeno humano

Existe evidencia que indica que las especies de Helicobacter son biota propia
de estbmagos de mamiferos y que H. pylori es un habitante especifico del humano,
habiendo estado presente por miles de afios (Blaser, 1998). A pesar de su alta
diversidad, H. pylori muestra una fuerte estructura filogeografica (Achtman, et al.
1999., Falush, et al. 2003., Kersulyte, et al. 2000., Linz, et al. 2007). Nueve
poblaciones y subpoblaciones han sido descritas para H. pylori, reflejando por
completo la estructura poblacional global humana. La distribucién geografica
especifica para poblaciones de H. pylori, permite rastrear antiguas e histdricas
migraciones de humanos acarreando a la bacteria en el epitelio de sus estémagos.
Incluyendo a las que poblaron América via el Estrecho de Bering hace méas de 12,000
anos, la colonizacion de las islas Polinesias asi como la expansion de la tribu Bantl en
al sur del Sahara en Africa. La asociacion entre el hombre y H. pylori es tan antigua,
desde que los humanos anatémicamente modernos fueron infectados por H. pylori

antes de su migracion fuera de Africa hace 60,000 afios (Linz, et al. 2007).



4.1.2 Factores de virulencia

La primera barrera que la bacteria debe pasar es el bajo pH del lumen del
estdbmago. Para esto, H. pylori produce una potente enzima ureasa la cual crea un
micro ambiente neutro alrededor de esta (cerca de 6% del contenido de proteina
celular) (Marcus y Scott, 2001), catalizando la hidroélisis de urea en amoniaco y
biéxido de carbono, lo que incrementa el pH localmente, y le permite colonizar la
mucosa gastrica (Peek y Blaser, 1999). Esta bacteria es extremadamente movil,
debido a seis flagelos localizados hacia un polo de esta, que le ayudan a moverse a
través de la viscosidad de la capa de moco que cubre al epitelio gastrico (O'Toole et
al., 2000). Posteriormente, las adhesinas bacterianas (BabA) median la estrecha

interaccion con las células epiteliales del hospedero (Montecucco, y Rappuoli, 2001).

La adherencia de la bacteria a los receptores de las células del hospedero, activa
cambios celulares que incluyen cascadas de sefales de traducciéon, originando la
infiltracion de células inflamatorias (neutrofilos y monocitos) y posiblemente a la

persistencia del microorganismo (Dubreuil et al., 2002).

El analisis de las regiones de DNA que flanquean al gen asociado a la citotoxina A
(CagA), llevo al descubrimiento de una regiéon de 40 kb, a la cual se designé como isla
de patogenicidad cag (cag-PAl), este locus se localiza en la regién cromosomal de gen
de la glutamato rasemasa (glr). Contiene 31 genes, la presencia de secuencias de
insercion 605 (1S605) y de un bajo contenido G+C (35%), el cual es menor que el
resto del genoma de H. pylori (39%). Se sugiere que la cag-PAl se adquirié de otro
microorganismo por transferencia horizontal. Adicionalmente, el orden de los genes de
la cag-PAIl se conserva entre las cepas de H. pylori (Censini et al., 1996; Alm et al.,

1999).



Cag-PAl contiene genes que codifican a un sistema de secrecion de proteinas tipo IV
(SSTIV) que se encuentra presente en varios patdégenos bacterianos. El SSTIV esta
ancestralmente relacionado a sistemas de conjugacion bacteriana y esta constituido
de al menos 12 proteinas, llamadas VirB1-11 y VirD4 (Christie, 2001).

El SSTIV es capaz de transferir directamente proteinas bacterianas al citoplasma de
las células blanco (Covacci et al., 1999); una vez liberada la proteina asociada a la
citotoxina (CagA), es fosforilada en sus residuos de tirosina por la familia de proteinas
tirosina cinasas, provocando polimerizacion de actina y rearreglos del citbesqueleto
(Higashi, 2002). CagA también podria estar involucrada en la perdida de las uniones
estrechas entre células epiteliales (Amieva et al., 2003).

Otro factor de virulencia importante que presenta H. pylori es, la habilidad de producir
una citotoxina vacuolizante (VacA). VacA es responsable de la formacion in vivo de
vacuolas en células epiteliales gastricas, asi como in vitro en diferentes lineas
celulares (i.e. HelLa). VacA es liberado dentro del espacio extracelular como homo-
oligomeros consistentes de 6-7 6 12-14 mondmeros de VacA (Reyrat, 1999).

VacA puede alterar el trafico de la membrana a nivel de endosoma-prelisosoma. Estas
alteraciones afectan el trafico de proteinas y el procesamiento de antigenos,
deteriorando la degradacion proteolitica dentro de los lisosomas, llevando a una
disfuncion letal de la célula. Otro mecanismo que involucra la formacion de vacuolas
por VacA es el incremento en la permeabilidad de células polarizadas, en estudios in
vitro. Esto lleva a un incremento en el paso de moléculas de bajo peso molecular, el
cual incrementa el flujo de nutrientes dentro de la célula a la submucosa favoreciendo

la sobrevivencia de H. pylori (Tombola, et al. 1999).



4.1.3 Epidemiologia

La historia natural de la enfermedad causada por la infeccién con H. pylori
comienza una vez que la bacteria se ha adquirido en la nifiez, ya sea por el contacto
cercano con los padres (principalmente de la madre) u otros nifios (Rothenbacher, et
al. 1999). A la fecha el humano contindan siendo el Unico reservorio conocido para H.
pylori. La evidencia sugiere que la transmision de la infeccion puede ser
potencialmente facilitada a través del agua contaminada (Go, 2002., Logan y Walter,
2001). Las vias de transmision descritas incluyen la fecal-oral, oral-oral y gastrico-oral
(Oderda, 1999). Las rutas de transmision persona a persona parecen darse mas
facilmente entre familiares, principalmente de padres a hijos y entre hermanos
(Drumm et al., 1990). La via gastrico-oral se reporto después de la identificacion de
organismos viables de H. pylori en el vomito de adultos infectados y en muestras de
aire obtenidas cerca del vomito del sujeto (Allaker, et al., 2002). La prevalencia de la
infeccion por H. pylori se relaciona a estandares y practicas de higiene, asi como a
condiciones socioeconémicas y de educacion (Malaty et al., 1996). La presencia de H.
pylori en el estbmago se asocia con dafo al tejido y la observaciéon histoldgica de
gastritis activa (aguda) y crénica. La gastritis cronica se desarrolla persistentemente
en todas las personas infectadas, pero un 80 6 90% de ellas seran asintomaticas. El
curso clinico que puede seguir la infeccion es altamente variable y depende de
factores ambientales, de la bacteria y del hospedero. Los pacientes con alta
produccién de acido pueden desarrollar una gastritis antral, la cual los predispone a
padecer de una ulcera duodenal. Los pacientes con una baja produccién de acido son
mas susceptibles a desarrollar gastritis en el cuerpo del estbmago, que los predispone
a ulcera gastrica y puede iniciarse una secuencia de eventos que, en algunos casos,
llevara a carcinoma gastrico. La infeccion por H. pylori también induce la formaciéon de

tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) en la mucosa gastrica (Suerbaum vy
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Michetti,

cronica,

2002). Esta aceptado que H. pylori es el agente causal de gastritis aguda y

y un factor de mayor predisposicion para enfermedades ulcero-péptica,

carcinoma y linfoma gastrico (Figura 2).

T Ni

ivel Ulcera

de acido duodenal

KHW J \_Eastritis atrofica /

Linfoma

Gastrltls antral MALT
Mucosa /-)
gastrica Infeccion

normal

Infeccién crénica por___, Pangastritis

Helicobacter pylori nonatroplca asintomatica por

Helicobacter pylori

en cuerpo
PO =~ Ulcera

Metaplasia gastrica
intestinal
L) Displasia
4 Nivel .
de acido C’anc-er
gastrico
Nifez maad

Figura 2. Representacion esquematica de la historia natural de la infeccién por
H. pylori. La adquisiciéon de H. pylori usualmente ocurre durante la nifiez. Una

vez

adquirida y sin tratamiento, la infeccion persiste de por vida. Después de la

fase aguda, la mayoria de los pacientes positivos a H. pylori desarrollaran una
gastritis crdnica sin sintomas. En algunos pacientes, manifestaciones mas
severas se desarrollaran a mayor edad. Una secrecion normal o alta de acido
predispone a ulceras duodenales, mientras una baja secrecion predispone a
ulceras gastricas y cancer gastrico. Modificado de Suerbaum y Michetti, 2002.

4.1.4 H.

sus sigl

pylori factor de riesgo para el cancer gastrico
En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por

as en ingles) y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) clasificaron a H.

pylori como un carcinégeno humano de grupo | (IARC, 1994).
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La carcinogénesis gastrica es un proceso multifactorial, ya que la infeccion por H.
pylori por si sola no es suficiente para inducir cancer gastrico (Taylor y Parsonnet,
1995). Los carcinomas gastricos resultan de la interaccion de factores relacionados a
la dieta, al ambiente, a la susceptibilidad genética del individuo y a la infeccién por H.

pylori (Correa, 1992). Unicamente de 10 a 15% de los individuos infectados por H.
pylori desarrollaran enfermedad ulcero-péptica, y el riesgo de cancer gastrico se
estima aproximadamente en 1 a 3% (Taylor y Parsonnet, 1995). Se ha observado que
los pacientes que desarrollan ulceras duodenales asociadas a H. pylori de alguna
manera no desarrollan cancer gastrico (Hansson et al., 1996). Dietas ricas en sal,
alimentos conservados con alto contenido en nitritos y compuestos N-Nitroso y el
decremento en el consumo de frutas frescas y vegetales (antioxidantes) se asocian

con un incremento de riesgo a padecer cancer gastrico (Palli, et al., 1997).

La persistencia de este organismo y la inflamacién asociada a largos periodos de
infeccién, permite la acumulacibn de mutaciones en el genoma de las células
epiteliales gastricas, incrementando el riesgo de transformacion maligna y progresion
a carcinoma (Santos, et al., 1999). Cepas CagA positivas inducen altos niveles de
interleucina 8 (IL-8) en comparacion con las cepas CagA negativas, resultando en
altos niveles de inflamacion que produce gran dafio en la mucosa gastrica (Crabtree,

et al., 1995).

La clasificacion de carcinoma gastrico por Lauren, describe dos tipos: el intestinal y el
difuso o indeterminado (Lauren, 1965). Los tumores de tipo intestinal se caracterizan
por gastritis dominante en cuerpo con atrofia gastrica y metaplasia intestinal,
mientras los tumores de tipo difuso se caracterizan por gastritis a través de todo el

estdbmago pero no hay atrofia (Cuello, et al., 1979). Los tumores de tipo intestinal se

12



encuentran predominantemente en areas geograficas con alta incidencia de cancer
gastrico, mientras que el los tumores de tipo difuso se encuentran uniformemente por

todo el mundo (Fox y Wang, 2007).

4.1.5 Cancer gastrico en México

En México existen zonas que difieren en el riesgo a cancer gastrico. En el
Estado de México el riesgo es de 2.5/100,000 habitantes (bajo), en el D. F. es de
4.5/100,000 habitantes (medio) y en Chiapas: 6.4/100,000 habitantes (alto) (Torres,
et al., 1998).
El cancer gastrico es la segunda causa de muerte en el mundo, contabilizando mas de
medio millbn de muertes, y alrededor del 65% de éstas ocurren en los paises menos
desarrollados (Ferlay, et al., 2000). El cancer gastrico es una de las neoplasias
malignas mas importantes en México por su frecuencia y mortalidad, ya que
constituye la segunda causa de muerte por cancer y es el primero en frecuencia de

origen gastrointestinal (De Nicola, et al., 2007).

4.1.6 La respuesta inmune innata contra H. pylori.

La clave para evitar la funcion del sistema inmune contra H. pylori se debe
probablemente a que la bacteria ha evolucionado junto con su hospedero (Covacci, et
al., 1999). Esto debido a que la progresion de la infeccion a enfermedad es un
proceso muy lento (Baldari, et al., 2005).

Una vez que ha arribado al epitelio gastrico, H. pylori puede evitar el rapido ataque de
las células efectoras (i.e. neutrofilos, macréfagos, etc.) de la respuesta inmune innata.
En particular, la bacteria debe enfrentar ser devorada por fagocitos y el riesgo de ser
destruida por oxigeno reactivo e intermediarios de nitrogeno (ROIs y RNIs,

respectivamente) producidos por estas células (Baldari, et al., 2005). H. pylori es mas
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resistente que otras bacterias gramnegativas a ser destruida por macrofagos (Allen,
2001). Esta caracteristica es Unica en cepas de H. pylori virulentas (CagA™ y VacA®*,
conocidas como tipo 1). Estudios in vitro demostraron que la fagocitosis de cepas de
H. pylori tipo | por macrofagos es retardada y que la bacteria se mantiene viable
acumulada en fagosomas grandes y normales, llamados megasomas, los cuales
resultan de la fusion homotipica del fagosoma (Allen, et al., 2000). La subsecuente
apoptosis del macrofago permite el escape de la bacteria (Chaturvedi, et al. 2004).
Una pequefia proporcion de H. pylori se encuentra invadiendo la barrera epitelial,

entre las células o dentro de las células epiteliales (Necchi, et al., 2007).

4.2 Sistema inmune innato

La respuesta inmune innata esta disefiada para alertar rapidamente al
hospedero de la presencia de patégenos microbianos invasivos que han penetrado al
organismo multicelular eucariético, los elementos humorales y celulares del sistema
inmune innato (componentes del complemento, lectinas de unién a manosa, CD14
soluble, defensinas, péptidos antimicrobianos, neutrofilos, macréfagos, células natural
killer (NK)) son reconocidos como los principales respondedores prematuros a una
infecciéon microbiana (Levi y Cate, 1999). Se ha demostrado que las células NK estan
presentes en las mucosas gastrica y duodenal, y que pueden ser activadas
directamente por H. pylori, a través de sus antigenos e incluso por lisados de esta
bacteria. También la célula NK se activa de manera indirecta, aunque se encuentre
aislada de la bacteria por una capa de células epiteliales, indicando que la activaciéon

de células NK por H. pylori también ocurre in vivo (Yun, et al., 2005).
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4.2.1 La célula NK

Las células natural killer (NK) son células granulares grandes que conforman el
tercer subtipo de linfocitos y constituyen, en promedio, del 10 al 15% de linfocitos de
sangre periférica en individuos sanos (Trinchieri, 1989); se desarrollan de un
progenitor linfoide comun residente en médula 6sea, pero divergen de otros linajes de
linfocitos muy temprano en su desarrollo (Colucci, et al., 2003). Tienen un citoplasma
sustancial que contiene granulos citotoxicos. La célula NK es critica para la inmunidad
del hospedero por su habilidad de mediar rapidamente citotoxicidad contra células
infectadas por patégenos o transformadas por tumores, y por producir una amplia
variedad de quimiocinas y citocinas que influencian otros compartimientos celulares
del sistema inmune (Yokohama, et al., 2004) (Figura 3). La actividad de la célula NK
es regulada estrechamente por un conjunto de receptores activadores (CD16, CD2,
LFA-1, etc) e inhibidores en la superficie de la célula (Raulet et al., 2001). Los
receptores inhibitorios reconocen principalmente moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase | (Lanier, 1998; Long, 1999). Estructuralmente,
comprenden dos superfamilias distintas, los receptores tipo lectina (CD94/NKG2) vy los
receptores KIR, estructuralmente relacionados con las inmunoglobulinas (killer cell

immunoglobulin-like receptors).

Se considera que las células NK tienen el papel principal en la defensa no especifica
del hospedero y tienen la habilidad de eliminar células que han sido infectadas por
bacterias, dependiendo de la expresion reducida de moléculas del MHC clase I. Se ha
demostrado que la interaccion entre la célula NK y la célula dendritica puede llevar a
una potente activacion de la célula NK, seguida de la incubacién de macréfagos-célula

dendritica con H. pylori intacto (Hafsi, et al., 2004).
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Receptores activadores:

Citocinas y quimiocinas: CD16

IFN-y CD2
TNF-a LFA-1
GM-CSF <><> CD94/NKG2D/C
MIP1l-a, MIP 1-8 Q&0 KIR
RANTES 0 Receptores inhibidores:
CD94/NKG2B
Actividad citolitica: oRR ILT2
Tirosina-cinasa nno KIR
Perforinas
Granzimas
TNF- B
NKCF

Figura 3. Funciones de la célula NK, clasificadas en tres categorias: produccion y
secrecion de citocinas y quimiocinas, citotoxicidad y regulacién de estas funciones por
receptores activadores e inhibidores, expresados en su superficie.
4.2.2 Genes para receptores KIR

La familia de genes KIR humanos se localiza en el cromosoma 19 (19913.4),

dentro de la regioén del cluster de receptores del linfocito (LRC por sus siglas en ingles)

(Wilson et al., 1997) (Figura 4).

Cromosoma 19g humano (19q13.4)

KIRs
(CD158) FcaR(CD89)
A NKp46
ILTs (CD85) LAIR  ILTs (CD85) /~ ~N \ GPVI
oA T H A HHHE
cen tel

Figura 4. Organizacion gendémica del cluster de receptores del leucocito en el
cromosoma 19 humano (Wilson, et al. 1997; Hsu, et al. 2002).
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La region de KIR es extremadamente variable y aln asi altamente organizada,
formada por 14 genes (3DL1-3DL3, 3DS1, 2DL1-2DL4, 2DL5, 2DS1-2DS5) y 2
pseudogenes (3DP1 y 2DP1) (Gomez-Lozano et al., 2002). Recientemente, se ha
identificado a KIR3DX1, y al igual que KIR3DP1 y KIR2DP1, carece de cola
citoplasmatica (Tabla 1) (Sambrook, et al., 2006). Con excepcion de KIR2DL4, que se
expresa constitutivamente en las células NK, los receptores KIR se expresan
clonalmente. Como si fueran células NK individuales, asi en una persona se
expresaran diferentes combinaciones de genes KIR codificados por su DNA (Vilches y
Parham, 2002). Aunque KIR2DL4 puede expresarse en la superficie de la célula,

predominantemente se localiza intracelularmente (Gardiner, 2007).

Tabla 1. Genes y pseudogenes KIR, tipo de sefial y ligandos para sus receptores.

Gene KIR Senal Ligando
2DL1 Inhibidor HLA-C2
2DL2 Inhibidor HLA-C1
2DL3 Inhibidor HLA-C1
2DL4 Inhibidor-Activador HLA-G
2DL5 Inhibidor ?
3DL1 Inhibidor HLA-Bw4
3DL2 Inhibidor HLA-A3, A1l
2Ds1 Activador HLA-C2
2DS2 Activador HLA-C1
2DS3 Activador ?
2DS4 Activador HLA-Cw4
2Ds5 Activador ?
3DS1 Activador HLA-Bw4
3DL3 ? ?
3DX1 ? ?
2DP1 No se expresa -—-
3DP1 No se expresa -—-

El signo “?” indica el desconocimiento, hasta el momento, del tipo de sefal y el
ligando del receptor (Sambrook y Beck, 2007). Los genes en negritas, se conservan a
través de los genotipos KIR.
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La diversidad haplotipica de los genes KIR sugiere que estos genes estuvieron bajo
una fuerte presion selectiva, debida principalmente a la influencia de patdégenos

(Khakoo, et al., 2000).

4.2.3 Nomenclatura de KIR

La nomenclatura designada para KIR es la siguiente: los genes KIR con dos
dominios Ig extracelulares son nombrados KIR2D, mientras que los genes con tres
dominios Ig extracelulares se designan KIR3D. Los genes KIR que contienen ITIMs se
nombran 'L"" (Long) (receptores inhibitorios), los genes KIR sin ITIMs se nombran
S (Short) (receptores activadores) y una “'P"" para pseudogenes (Hsu et al., 2002;

Marsh et al., 2003) (Figura 5).

HLA-Cw2 HLA-Bw4 HLA-Cw3
KIR3DL1
5
S KIR2DS2
KIR2DL1 o
Inhibidor

\ / D DAP12

Figura 5. Receptores KIR expresados en la superficie de la célula NK. Se ejemplifican
la estructura de receptores inhibidores, KIR2DL1 y 3DL1, asi como el activador
KIR2DS2 (Modificado de Barao y Murphy, 2003).
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4.2.4 Las rutas de sefializacion intracelular coordinan la sefial inhibitoria y activadora
para la célula NK

Se piensa que la forma en que la célula NK decide efectuar su funcién
citotoxica o bloquearla, depende de la coordinacibn de rutas de sefalizacion
intracelular, y puede involucrar el balance entre sefales activadoras e inhibidoras. La
forma activadora de KIR actla por medio de una cola citoplasmatica relativamente
corta que contiene un residuo carboxilo con carga positiva en la region
transmembranal, la cual interactia con la activacién especifica de las proteinas
adaptadoras (DAP12). El receptor inhibitorio tiene una cola citoplasmatica larga que
contiene dominios ITIM (motivo inmuno-receptor inhibidor basado en tirosina) (Lanier,
1998., Long, 1999); si el residuo de tirosina de este motivo es fosforilado, recluta
fosfatasas (SHP-1 y SHP-2) las cuales des regulan y traducen una sefial inhibitoria a
la actividad de la célula NK (Campbell et al., 1996). En contraste los receptores KIR
que carecen de ITIMs y que se asocian a DAP12, con dominios ITAM (motivo inmuno-
receptor activador basado en tirosina) les permiten ser fosforilados y reclutar tirosina
cinasa (ZAP-70), que llevan a la activacion de la célula NK (Lopez-Botet y Belldn,

1999).

4.2.5 Haplotipos

Como resultado de diferentes estudios en poblacion caucasica, dos haplotipos
principales han surgido, el haplotipo A y el haplotipo B. El haplotipo A, inhibitorio, se
ha definido como: KIR3DL3, -2DL3, -2DL1, -2DL4, -3DL1, -2DS4 y -3DL2 (Martin et
al., 2000). El haplotipo B, activador, es variable y se caracteriza por la presencia de
mas de un gen activador: KIR2DL5, -2DS1. —2DS2, -2DS3, -2DS5 y —3DS1 (Marsh et

al., 2003) (Figura 6).
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Haplotipo A (inhibidor)

e R e R

Haplotipo B (activador)

I:I Genes conservados - Genes inhibidores
- Genes activadores - Pseudoaene

Figura 6. Organizaciobn gendémica de los haplotipos A y B KIR. Los genes
estructuralmente conservados: 3DL3 (extremo centromérico), 3DP1, 2DL4 y 3DL2
(extremo telomérico) estan presentes en todos los genotipos humanos (modificado de
Wilson, et al., 2000).

4.2.6 Genes KIR y su asociacion con enfermedad

Existen factores que contribuyen a deducir el papel de los genes KIR en
enfermedades humanas. Primero, estos genes son diversos en la poblaciéon, y pueden
ser correlacionados con diferentes resultados en enfermedades especificas
(infecciones virales, inmunidad contra cancer, transplantes, autoinmunidad, etc.);
ademas se asocian con desordenes inflamatorios que afectan Unicamente a un
subconjunto de la poblacion. Segundo, los receptores KIR controlan intimamente las
funciones de la célula NK, un tipo celular involucrado en una respuesta inmune exitosa

a infecciones virales y células tumorales (Khakoo y Carrington, 2006).

Adicionalmente, trabajos recientes han destacado el papel de estas células en

controlar la respuesta inmune adaptativa por interaccion con células dendriticas y
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células T,

implicando a los

receptores KIR en desordenes

inflamatorios mas

sostenibles (Moretta, 2002). Finalmente, sus ligandos son las moléculas HLA de clase

I, las cuales han sido ya implicadas en un gran nimero de condiciones clinicas

(Khakoo y Carrington, 2006). (Tabla 2).

Tabla 2. Asociaciones de genes KIR con enfermedades virales,

autoinmunes.

KIR Enfermedad Autor
Retarda la progresion a SIDA después )
3DS1 ] ) Martin, et al., 2002a
de la infeccion por VIH.
3 Retarda la progresion a SIDA después Lopez-Vazquez, et al.
DL1
de la infeccion por VIH 2005
Prevalece en pacientes con vasculitis
2DSs2 ) Yen, et al., 2001
reumatoide.
Incrementa susceptibilidad a )
2Ds1 - . Martin, et al., 2002b
desarrollar artritis psoriatica.
La ausencia de su ligando (HLA-Cw)
2DL2/3 incrementa susceptibilidad a artritis Nelson, et al., 2004
psoriatica.
Tiene influencia en la resolucién de la
2DL3 ) ) ) o Khakoo et al., 2004
infeccion por virus de hepatitis C.
Proteccion o susceptibilidad, por la
) ) . Verheyden y Demanet.
3DL1 ausencia o presencia de su ligando
2006
HLA-Bw4 en leucemia
La ausencia de los ligandos HLA-C2 y/o
3Ds1 HLA-Bw4 confiere susceptibilidad a Carrington, et al., 2005

cancer cervical

tumorales y
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5.0 Planteamiento del problema

El cancer gastrico es una de las neoplasias malignas mas importantes en
México por su frecuencia y mortalidad, ya que constituye la segunda causa de muerte
por cancer y es el primero en frecuencia de origen gastrointestinal. Por otro lado,
existen estudios que asocian a genes del MHC clase Il (HLA-DQAL1, -DQB1 y -DR) con
diversas etapas de la enfermedad causada por H. pylori, sin embargo entre los
factores del hospedero, destaca la respuesta inmune innata cuya participacion es
fundamental para activar la respuesta adaptativa. Las células NK son una importante
defensa en mucosa gastrica contra agentes infecciosos y cancer, se ha demostrado
que la infeccion por H. pylori activa e incrementa la funcion de estas células,
presentes en mucosa gastrica y duodenal. Sin embargo, hasta el momento no se ha
reportado alguna posible asociacion de los genes KIR, con los diferentes estadios de la
enfermedad causados por la infecciéon con H. pylori. Por lo que la importancia del
presente estudio, radica en encontrar las frecuencias de estos genes en la fase
temprana de la enfermedad, gastritis no atréfica, y en el estadio muy avanzado,
cancer gastrico, e identificar si existe alguna asociacién de estos genes y de algun

genotipo, en el desarrollo de la enfermedad causada por H. pylori.
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6.0 Hipotesis

Los genotipos KIR predominantes en gastritis no atréfica seran aquellos que
contengan un mayor nimero de genes activadores, mientras que en cancer gastrico lo

seran los genotipos KIR con mas genes inhibidores.
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7.0 Objetivos

7.1 Objetivo general

¢ Analizar los genes y genotipos, del locus KIR presentes en sujetos asintomaticos, y
en pacientes con gastritis no atréfica y con cancer gastrico, en la poblacion mestiza

mexicana.

7.2 Objetivos particulares

e Identificar los genes del locus KIR en el grupo de individuos asintomaticos, en los

pacientes con gastritis no atréfica y cancer gastrico, causados por la infeccién con

H. pylori.

e Determinar las frecuencias génicas de KIR en cada individuo.

e Comparar las frecuencias de los genes KIR de cada enfermedad, con las

encontradas en el grupo asintomatico.

24



8.0 Material y métodos
8.1 Controles
Se estudiaron 120 muestras de individuos mestizos mexicanos donadores de
sangre de los Bancos de sangre del Hospital General Regional No. 25 y del Centro
Médico Nacional Siglo XXl del Instituto Mexicano del Seguro Social (CMN S-XXI,
IMSS). Ningun individuo reporté algun diagnostico de enfermedad gastrica al

momento de la toma de muestra.

8.2 Pacientes

Por otro lado, se analizaron las muestras de 183 pacientes mestizos
mexicanos mayores de 30 afos, provenientes del Hospital General de México SSA y
del Hospital de Oncologia del CMN S-XXI IMSS, 120 con diagnéstico de gastritis no
atréfica (GNA) y 63 con cancer gastrico (CG) asociados a H. pylori. El diagnéstico se
realizé mediante serologia (Camorlinga et al., 1998), endoscopia e histologia, a cargo
de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias
(UIMEIP) del Hospital de Pediatria del CMN S-XXI IMSS (Tanto los controles como los

pacientes fueron incluidos previo consentimiento informado).

8.3 Material bioldgico

Se obtuvieron de 3 a 5 ml de sangre periférica, de cada individuo. Para las
muestras del grupo control se utiliz6 EDTA como anticoagulante y para las muestras
de pacientes (obtenidas con anterioridad) se uso heparina. Mediante centrifugacién se
separo el buffy coat (paquete leucocitario) para la extraccion del DNA y el plasma

para la determinacion de anticuerpos IgG contra H. pylori.
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8.4 Extraccion del DNA

Se utilizé el paquete leucocitario obtenido de la centrifugacion de la sangre
total y la técnica de salting out para la extraccion de DNA (Miller et al., 1988). El
paquete leucocitario se resuspendidé en una solucién de lisis con sacarosa para lisar los
eritrocitos, posteriormente, los leucocitos se lisaron con otra solucién de lisis NaCl y
EDTA. El DNA se separd de las proteinas con SDS, NaClO, y NaCl y se precipité con
isopropanol a -20°C. Después de 12 horas, a la misma temperatura, se lavé con
etanol al 70% a -20°C. Se decant6 el etanol en el ultimo lavado para dejar secar el
DNA a temperatura ambiente y disolverlo, en agua bidestilada. Por espectrofotometria
el DNA fue cuantificado, mientras que su integridad se observé al correrlo en un gel

de agarosa al 0.8%.

8.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa por Secuencia de Iniciadores Especificos

(PCR-SSP)

8.5.1 Controles (Grupo asintomatico)

La tipificacion del loci de KIR se realizé6 con la técnica de PCR-SSP. Se
identificaron los 14 genes KIR conocidos hasta el momento (KIR2DS1-2DS5, 2DL1-
2DL5, 3DS1. 3DL1-3DL3) y los dos pseudogenes, (3DP1 y 2DP1). Se utilizé para las
muestras de DNA de los controles un kit comercial (KIR Genotyping PCR-SSP Kit.

Invitrogen™). Disefiado para detectar la presencia y ausencia de genes KIR.

8.5.2 Pacientes

Debido a que en la toma de muestras de los pacientes (obtenidas afios atras)
se utiliz6 heparina, como anticoagulante, la cual inhibe la funciéon la enzima Taq
polimerasa, se tuvieron que amplificar los genes KIR en forma individual, con la

finalidad de hacer mas eficiente las condiciones de la reaccién de PCR. Para ello, se
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consiguieron los iniciadores especificos de cada gen KIR con base en la bibliografia y

en las secuencias génicas de KIR indicadas por el fabricante del kit (Invitrogen™),
utilizado en los individuos asintomaticos (Tabla 3).

Tabla 3. Iniciadores especificos para genes KIR obtenidos en la bibliografia y
localizados en las secuencias, para el estudio del DNA de los pacientes.

Alelo especifico KIR Exoén | Localizaciéon pb Referencia
1 2DL1*001-005 4 440-563 145 .
2 2DL2*001-004 5 673-796 145 ¢ Gomez&Vilches. 2002
3 2DL3*001-006 7-8 1092-1137 455 *
4 | 2DL4*00101/00102/00201/ 5 683-872 230 *
5 | 2DL5A*001, 2DL5B*002-004 1-3 1-137 257 *
6 2DS1*001 4 545-643 100 ¢ Uhrberg et al., 1997
7 2DS2*001-005 4 486-648 207 ¢ Uhrberg et al., 1997
8 2DS3*00101-00103 5 743-885 162 ¢ Uhrberg et al., 1997
9 2DS4*00101/00102/002 5 735-906 215 *
10 2DS4*003 5 754-933 200 .
11 2DS5*001-003 4 491-631 179 Hsu et al., 2002 b
12 3DL1*00101/00102/002/ 4 474-572 129 *
13 3DL2*001-012 3 91-203 133 .
14 3DL3*001/00201/00202/ 4 442-605 203 ¢ Gomez&Vilches. 2002
15 3DS1*010-014 3 127-343 250 .
16 2DP1*001/002 3 154-282 171 *
17 3DP1*00301/00302 3 UTR 58c-213 344 ¢ Hsu et al., 2002 b

¢ Iniciador localizado en las secuencias de los genes KIR, siguiendo las indicaciones

del fabricante del kit (Invitrogen™).

8.6 Analisis estadistico

El porcentaje de cada gen KIR en los tres grupos, se determind, por conteo
directo (individuos positivos para el gen/individuos estudiados dentro de la poblacion
X 100). Las frecuencias génicas de KIR en los dos grupos de pacientes se compararon
con el grupo de individuos asintomaticos. Las diferencias fueron evaluadas
estadisticamente mediante la prueba de y?, utilizando tablas de contingencia de 2X2,
si el valor en cualquier celdilla era menor a 5 se aplicé la prueba exacta de Fisher. El
valor de p fue corregido, multiplicandolo por el niumero de especificidades estudiadas
(pc). Se obtuvo la razén de momios (RM) de cada evento tomandose en cuenta un

intervalo de confianza del 95% para estimar el riesgo (Matthews y Farewell, 1985).
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8.7 Diagrama de flujo

183 muestras de sangre
periférica de pacientes y
120 muestras control.

Extraccién de DNA

Amplificacion de genes
KIR utilizando
iniciadores especificos

PCR-SSP

Identificacion de la
presencia y ausencia de
genes KIR.
Ordenamiento de
Genotipos

Andlisis estadistico
Conteo directo
x?y prueba exacta de
Fisher
RM con IC 95%%
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9.0 Resultados

9.1 Controles (asintomaticos)

Se estudiaron 120 individuos no relacionados como grupo control. Aunque
este grupo no reportd ningun sintoma a la infeccion, presentd un 83.8% de
seropositividad a extracto total de H. pylori.

Para este grupo se utilizé un kit que determina la presencia o ausencia de genes KIR.
Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 2%. La identificacion de

los genes nos permitié conformar los genotipos Ay B (Figuras 7 y 8).

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 M  2DL5A 2DL5B 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4

S S — _;_-ﬂl—-‘
. —_— Control
—-a—“—-*----’—qmemo
— : -
L
B -

2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 M 3DS1 2bP1 3DP1 3DP1* -)
——— S e we—
Y W e o e o D
—
L _
re—— -
-

Figura 7. Genotipo A. Prueba de PCR-SSP para genes KIR. Esta figura corresponde
al resultado del genotipo para un solo individuo, determinado con base en la presencia
0 ausencia de estos genes, se determino el genotipo A. Los genes en color son los

positivos, el genotipo es: KIR3DL3, -2DL3, -2DP1, -2DL1, -3DP1, -2DL4, -3DL1, -
2DS4 y -3DL2.

3DP1* corresponde a los alelos 001/002.
M Marcador de peso molecular.
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Figura 8. Genotipo B. Prueba de PCR-SSP para genes KIR. Esta figura corresponde
al resultado del genotipo para un solo individuo, determinado con base en la presencia
0 ausencia de estos genes, se determino el genotipo B. Los genes en color son los
positivos, el genotipo es: KIR3DL3, -2DL3, -2DP1, -2DL1, -3DP1, -2DL4, -3DS1, -
3DL1, -2DL5, -2DS5, 2DS1, -2DS4 y -3DL2.

3DP1* corresponde a los alelos 001/002.

M Marcador de peso molecular.

9.2 Pacientes

El grupo de pacientes, conformado por 120 muestras con gastritis no
atrofica (GNA) y 63 muestras con cancer gastrico (CG), fue analizado para conocer su
condicion de seroprevalencia a H. Pylori, los resultados de ELISA se realizaron en

colaboracion con la UIMEIP del CMN S-XXI IMSS (Tabla 4).
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Tabla 4. Porcentajes de seroprevalencia a extracto total de H. Pylori, a la proteina
asociada a la citotoxina (CagA) y positivas a ambos antigenos en el grupo de

pacientes.

Muestras Seropositivos

a H. pylori

Seropositivos a
CagA

H. pylori/CagA

GNA 87/120 (72.5%)

80/120 (66.6%)

65/120 (54.1%)

CG 42/63 (66.6%)

42/63 (66.6%)

30/63 (47.6%)

La amplificacion de los genes KIR en estos grupos se realiz6 en forma

individual, siguiendo las condiciones de PCR previamente estandarizadas. Los pares de

cada iniciador de KIR se utilizaron para cada una de las muestras de los pacientes,

con la finalidad, al igual que el kit, de detectar la presencia o ausencia de los genes

KIR. Las imagenes que a continuacidbn se muestran son representativas de algunos

pacientes que fueron positivos 0 negativos a los diferentes productos de PCR de genes

KIR (Figura 9).
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KIR2DL1 145 pb

KIR2DL2 145pb

KIR2DL3 455 pb
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RRil O

KIR2DL4 230 pb

KIR3DL1 129 pb

KIR3DL2 133 pb
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KIR3DL3 203 pb KIR2DS1 100 pb

KIR2DS2 207 pb

— - -— -
KIR2DS3 162 pb KIR2DS4 215pb KIR2DS5 179pb
E:
- T || e — —
- .- .- -
—
KIR3DS1 250 pb KIR2DP1 171 pb KIR3DP1 344 pb

Figura 9. Imagenes representativas de la amplificacion de algunas muestras de
pacientes que fueron positivas o negativas a los diferentes productos de los genes
KIR. Se presentan con la finalidad de mostrar la amplificacion de cada par de

iniciadores para el locus KIR.
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9.3 Frecuencias de genes KIR en controles

Los porcentajes de las frecuencias génicas de los locus KIR del grupo
asintomatico, se determinaron por conteo directo. Los porcentajes mas elevados se
obtuvieron en los genes inhibitorios KIR2DL1, -2DL3 y -3DL1; en el caso de los genes
activadores, KIR2DS4, fue el mas frecuente (Tabla 5). Los genes KIR2DL4, -3DL2 y -
3DL3, no se tomaron en cuenta, ya que se presentan constitutivamente en todos los
genotipos, salvo muy raras excepciones.
Tabla 5. En forma individual se muestran los porcentajes de las frecuencias de los

genes KIR obtenidos del grupo asintoméatico (ASINT), estos datos fueron utilizados
posteriormente para compararlos con las frecuencias de los pacientes.

KIR 2DL 3DL 2DS 3DS

Gen 1 2 3 4 5A | 5B 1 2 3 1 2 3 4 5 1

ASINT | 97.5 | 38.5 | 94.2 | 100 | 36 | 11.4 | 93.4 | 100 | 100 | 38.5 | 38.5 | 13.1 | 92.6 | 33.6 | 38.5

9.4 Frecuencias de genes KIR en pacientes

En pacientes con gastritis no atréfica y cancer gastrico se obtuvieron los
siguientes porcentajes de las frecuencias de genes KIR (Tabla 6). Las frecuencias con
porcentajes mas elevados en GNA fueron en los genes KIR2DL1, -2DL3, -3DL1, -
2DS1, -2DS3 y -2DS4. En CG los genes KIR2DL1, -3DL1, -2DS1 y -2DS4, resultaron
maés frecuentes.

Tabla 6. Porcentaje de frecuencias de genes individuales KIR en ambos grupos de
pacientes: gastritis no atrofica (GNA) y cancer gastrico (CG).

KIR 2DL 3DL 2DS 3DS

Gen 1 2 3 4 5A | 5B 1 2 3 1 2 3 4 5 1

GNA | 975 | 375|925 | 100 | 25|25 | 100 | 100 | 100 | 100 | 32.5 | 92.5 | 100 | 40 | 45

CG 95 | 77.5| 70 | 100 | 5 975975975 | 8 | 325 | 60 | 825 |55]| 425
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9.5 Genotipos KIR en controles
Al determinar la presencia y ausencia de los genes KIR en cada individuo se

identificaron un total de 22 genotipos en el grupo de asintomaticos (Figura 10).

Figura 10. Compilaciéon de los 22 genotipos KIR en asintomaticos, los cuadros en gris
indican la presencia del gen mientras los cuadros en blanco denotan su ausencia. En
la columna izquierda (No. Y), se muestra el nimero del genotipo basado en estudios
previos (Yawata et al. 2002), el signo “?” indica que el genotipo no se asemeja a los
previamente reportados. En la derecha las frecuencias de cada genotipo (FG).

No | No 2DL 3DL 2DS 3DS opp1 | 3pp1 | FG

Y (%)
1 40.5
2 15.3
3 13.5
4 2.7
5 6.3
6 2.7
7 0.9
8 1.8
9 0.9
10 0.9
11 3.6
12 0.9
13 0.9
14 0.9
15 0.9
16 1.8
17 0.9
18 0.9
19 0.9
20 0.9
21 0.9
22 0.9

El genotipo 1 (KIR2DL1, -2DL3, -2DL4, -3DL1, -3DL2, -3DL3, -2DS4, -
2DP1 y -3DP1) tiene la mayor frecuencia en nuestro grupo (40.5%). Los genes
conservados se representan en negritas.

Los genotipos mas heterogéneos (2-22) se encuentran dentro del 59.5% restante,
siendo los genotipos 4 (KIR2DL1, -2DL3, -2DL4, -2DL5, -3DL1, -3DL2, -3DL3, -

2DS1, -2DS4, -2DS5, -3DS1, -2DP1 y -3DP1) y 2 (KIR2DL1, -2DL2, -2DL3, -2DL4, -
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3DL1, -3DL2, -3DL3, -2DS2, -2DS4, -2DP1 y -3DP1) los mas frecuentes con 15.3 y

13.5%b, respectivamente.

9.6 Genotipos KIR en pacientes

Al estudiarse, por individuo, la presencia o ausencia de genes KIR en los
grupos de pacientes, se obtuvieron 15 genotipos KIR en los de gastritis no atréfica
(Figura 11); mientras que en pacientes con cancer gastrico, se observé una mayor

diversidad con 29 genotipos KIR (Figura 12).

Figura 11. Compilacion de los genotipos KIR en pacientes de gastritis no atréfica. 15
genotipos son enlistados, los cuadros en gris indican la presencia del gen mientras los
cuadros en blanco denotan su ausencia. En la columna izquierda (No. Y) se muestra el
nimero del genotipo basado en estudios previos (Yawata et al. 2002), el signo “?”
indica que el genotipo no se asemeja a los previamente reportados. En la derecha las
frecuencias de cada genotipo (FG).

No | No
Y
1 1
2 4
3 ?
4 2
5 ?
6 ?
7 ?
8 ?
9 ?

10 | 66
11| 2

12 | 62
13| ?
14 | ?
15| ?

En este grupo, de gastritis no atroéfica, al igual que los individuos
asintométicos el genotipo 1 mantuvo una frecuencia mayor (30%).
Los genotipos mas variables con frecuencias menores conformaron el 70% restante.

Nuevamente los genotipos 4 (15%) y 2 (7.5%), fueron frecuentes mientras que un
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genotipo no reportado (KIR2DL1, -2DL2, -2DL3, -2DL4, -3DL1, -3DL2, -3DL3, -2DS1,

-2DS2, -2DS3, -2DS4, -2DS5 y 3DS1) mostré una frecuencia de 12.5%.

Figura 12. Compilacién de los genotipos KIR en pacientes con cancer gastrico. 29
genotipos son enlistados, los cuadros en gris indican la presencia del gen mientras los
cuadros en blanco denotan su ausencia. En la columna izquierda (No. Y) se muestra el
nimero del genotipo basado en estudios previos (Yawata et al. 2002), el signo “?”
indica que el genotipo no se asemeja a los previamente reportados. En la derecha las
frecuencias de cada genotipo (FG), los asteriscos indican que el genotipo también se
encuentra en el grupo con gastritis no atroéfica.

No | No 2DL 3DL 2DS 3DS | »pp1 | 30P1 s
1] 15
2 |2 75
3172 5
4 | 2 S
512 5
6 | 1 5
712 2.5*
8 | 2 2.5*
9 |2 2.5*
102 2.5*
11| ? 2.5%
122 25
3] 2 25
14 ] 2 | 25
15| 2 | 2.5
17 | 2 N B 25
18] 2 e | 25
197 EE 25
20| 7 | | 25
21 2 | e 25
22| ? | - 25
23] 7 - -E I 25
24 | 2 | | 25
25| ? | ] 2.5
26 | 2 | | 25
27| 2 B e 25
28| 7 I N 25
29 7 | Il | . 25

En los pacientes con céancer géastrico, el genotipo 1 mostré una frecuencia
baja de 5%. En estos pacientes destaca lo numeroso de los genotipos, su diversidad y

su composicion de genes KIR activadores.
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9.7 Comparacion de frecuencias génicas de KIR en controles, gastritis no atréfica y

cancer gastrico

9.7.1 Genes KIR2DL
Al comparar las frecuencias génicas KIR2DL, observamos que KIR2DL1 no
presentd diferencias entre los tres grupos estudiados. En cambio, en los genes

KIR2DL2 y KIR2DL3, si se observaron frecuencias significativas (Figura 13).

ASINT vs GNA y CG KIR2DL

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 +

| *

2DL1 2DL2 2DL3 2DL4

[ ]asnt [ ona Bl co

Figura 13. Comparacion de las frecuencias de genes KIR2DL, entre los grupos de
asintomaticos (ASINT), gastritis no atréfica (GNA) y cancer gastrico (CG).

*KIR2DL2 CG vs ASINT pc (0.001) RM=3.70 (IC 95% 1.84-7.47)
*KIR2DL3 CG vs ASINT pc (0.0001) RM=0.07 (IC 95% 0.02-0.18)
KIR2DL3 CG vs GNA pc (0.0001) RM=0.08 (IC 95% 0.03-0.20)

En KIR2DL2 al comparar el grupo de cancer gastrico contra el de
asintomaticos (asterisco en rojo) encontramos una asociacion positiva con razén de

momios (RM) de 3.70.
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El gen KIR2DL3 mostré una RM de 0.07, asociada a proteccion, al comparar el grupo
de cancer gastrico contra el de asintomaticos (asterisco en rojo). Finalmente, la
comparacion entre cancer gastrico y gastritis no atréfica también resulto con una RM
de 0.08 (asteriscos en verde).

Como se esperaba KIR2DL4 estuvo presente en los tres grupos estudiados, ya que es

un gen constitutivo.

9.7.2 Genes KIR3DL

En lo que corresponde a la familia de genes KIR3DL no hubo ningun
resultado estadisticamente significativo, al compararse los resultados entre los grupos
de pacientes con gastritis no atrofica y cancer gastrico y el grupo de asintomaticos

(Figura 14).
ASINT vs GNA y CG KIR3DL
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Figura 14. Comparacion de los tres grupos con respecto a los genes KIR3DL.

Es importante sefialar que los genes KIR3DL2 y KIR3DL3 son genes
constitutivos, que se encuentran presentes en todos los genotipos, salvo muy raras

excepciones.

38



9.7.3 Genes KIR2DS

Al estudiar la familia de genes KIR2DS, no se encontraron resultados
estadisticamente significativos en los genes KIR2DS2, KIR2DS4 y KIR2DS5, sin
embargo, en este ultimo, puede observarse una tendencia positiva hacia cancer
gastrico. Resultados estadisticamente significativos se obtuvieron en los genes

KIR2DS1 y KIR2DS3 (Figura 15).

ASINT vs GNA y CG KIR2DS
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Figura 15. Comparacion de los tres grupos para los genes KIR2DS.

*KIR2DS1 CG vs ASINT pc (0.0001) RM=8.46 (IC 95% 3.72-19.70)

*KIR2DS1 GNA vs ASINT pc (0.0001) RM=8.48 (IC 95% 4.42-16.41)
KIR2DS3 CG vs ASINT pc (0.0001) RM=17.93 (IC 95% 7.84-41.78)
KIR2DS3 GNA vs ASINT pc (0.0001) RM=92.75 (IC 95% 35.4-252.7)

El gen KIR2DS1 mostré RMs de 8.48 y 8.46, al compararse las frecuencias
de los pacientes con gastritis no atrofica y cancer gastrico, contra el grupo
asintomatico, respectivamente (asteriscos en rojo).

El gen KIR2DS3 resulté con RMs elevadas al comparar, del mismo modo, el grupo de
pacientes con gastritis no atréfica (RM=92.75) y los de cancer gastrico (RM=17.93)

contra el grupo de asintomaticos (asteriscos en verde).
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9.7.4 Gen KIR3DS1
Respecto a la comparacion de las frecuencias génicas de KIR3DS1, en el
grupo de individuos asintomaticos y los pacientes de gastritis no atréfica y cancer

gastrico, no se encontraron resultados estadisticamente significativos (Figura 16).

ASINT vs GNA y CG KIR3DS1

50

40

30 -

20 1

10 1

ASINT GNA CG

Figura 16. Comparacion de las frecuencias génicas de KIR3DS1.

9.8 Comparacion del genotipo 1 (genotipo A) en controles, gastritis no atroéfica y

cancer gastrico

Las diferencias entre los genotipos de KIR fueron significativas GUnicamente
en el genotipo 1 (genotipo A), cuya caracteristica es estar conformado en su mayoria
por genes inhibidores y sélo un gen activador.

El grupo control tuvo una mayor frecuencia de este genotipo con un 40.5%, mientras
que en pacientes con gastritis no atrofica y con cancer gastrico la frecuencia decrecio

con un 30 y un 5%, respectivamente (Figura 17).
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ASINT vs GNA y CG Genotipo 1
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Figura 17. Comparacion de las frecuencias del genotipo 1 (genotipo A), entre los tres
grupos estudiados

Genotipo 1 CG vs GNA pc (0.0022) RM=0.12 (IC 95% 0.03-0.42)
*Genotipo 1 CG vs ASINT pc (0.0001) RM=0.08 (IC 95% 0.02-0.27)

Al compararse las frecuencias del genotipo 1 entre los tres grupos
estudiados, se encontré6 una asociacidon negativa al comparar a los pacientes con
cancer gastrico contra los pacientes de gastritis no atrofica (RM=0.12) (asterisco
verde) y los asintomaticos (RM=0.08) (asterisco rojo). Lo que muestra que el

genotipo 1 protege del desarrollo de cancer gastrico en los individuos estudiados.
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10.0 Discusion de resultados

Varios estudios se han enfocado a investigar la respuesta inmune innata de
poblaciones celulares especificas del hospedero contra la bacteria H. pylori,
principalmente en moléculas de reconocimiento a patégenos (PRMs por sus siglas en
ingles) que reconocen a patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs por sus
siglas en ingles). Por ejemplo, la interaccion de TLR4 de la célula géastrica epitelial
contra el LPS estructural de H. pylori (Backhed, et al., 2003; Su, et al., 2003). Es
probable que en adicibn a estas interacciones celulares especificas hospedero-
bacteria, la interaccion molecular entre diferentes poblaciones celulares pueda
contribuir a la sefalizacion inmune innata contra este patégeno. El ejemplo mas obvio
de tal interaccién es la que se da entre las células epiteliales y las poblaciones
mieloides y/o linfoides (Ferrero, 2005). La identificacion de moléculas KIR ha
permitido comprender los mecanismos moleculares (i.e. dominios ITIM presentes en
las regiones citoplasmaticas de los receptores inhibitorios y DAP12 con dominios ITAM
que interaccionan con aminoacidos de carga positiva en los receptores activadores)
por los cuales las células NK ejercen su funciéon y eliminan células que muestran una
irregular presencia de moléculas HLA de clase |, consecuencia de infeccién viral o
transformacion tumoral. La expresion de KIR en la célula NK confiere, a estas células
de la inmunidad innata, un mecanismo sofisticado que le permite detectar la pérdida
de alelos en células blanco potenciales; debido a la distribucién clonal de KIR en la

célula NK (Moretta y Moretta, 2004).

La funciéon principal de las células NK es la defensa contra la infecciéon, en
particular la infecciéon viral (Biron, et al., 1999). También participan en la respuesta
hacia otros tipos de infeccion, incluyendo aquellas causadas por bacterias

intracelulares, bacterias patégenas, hongos y ciertos protozoarios (Tay, et al. 1998).
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Otra importante funcion de las células NK es la eliminacion de células
tumorales. Asi, el papel de las células NK contra el cancer es estar alertas y eliminar
células malignas antes de que estas puedan causar un tumor. Muchas células
malignas bloquean la expresion de moléculas HLA, lo que las hace susceptibles a la

lisis mediada por la célula NK (Khong y Restifo, 2002).

El descubrimiento de un nivel inesperado de diversidad entre los receptores
KIR, ha llevado a investigar su funciéon en enfermedades humanas. Aunque debido a
su polimorfismo y a sus ligandos, las moléculas HLA clase |, estos estudios son

dificiles de llevarse a cabo y complejos de interpretar (Khakoo y Carrington, 2006).

Se analizaron individualmente los genes de KIR, comparando los resultados
obtenidos de los pacientes con gastritis no atrofica y cancer gastrico contra el grupo

de asintomaticos.

Al estudiar las frecuencias en el grupo de genes inhibitorios KIR2DL en
asintomaticos y pacientes; se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en
los genes KIR2DL2 y KIR2DL3. El gen KIR2DL2 resulté tener una asociacion de
susceptibilidad a desarrollar cancer gastrico, cuando se le compard contra los grupos
de gastritis no atréfica y de asintomaéticos.

En cambio KIR2DL3, presentdé una asociacion de proteccion a desarrollar

cancer gastrico, cuando se compar6 contra los individuos asintomaticos.

El gen inhibidor KIR2DL2, mas frecuente en pacientes con cancer gastrico,

podria estar bloqueando la funcién de los genes activadores KIR2DS, evitando en la

fase temprana la eliminacion de células malignas. Por otro lado, el gen inhibidor
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KIR2DL3, con frecuencias muy altas, en pacientes con gastritis no atréfica y en
individuos asintomaticos, podria conferir proteccion al desarrollo de cancer gastrico.
Un estudio en las frecuencias de genes y genotipos KIR, realizado en 41 individuos
japoneses no relacionados y sanos mostré una frecuencia del 100% del gen KIR2DL3
(Yawata, et al., 2002), aspecto que resalta debido a que esta poblaciéon presenta una
alta incidencia a padecer de cancer gastrico (Covacci et al., 1999), con 77.9 por
100,000 en hombres y 33.3 en mujeres (Parking et al., 1999). Sin embargo, no
existen estudios al respecto que pudieran confirmar esta suposicion. Estos receptores
inhibitorios (KIR2DL2 y KIR2DL3) comparten el mismo ligando HLA (HLA-Cwl,

asparagina en la posicion 80) (Kikuchi-Maki, et al., 2003, Du, et al., 2007).

Al analizar los resultados en los genes activadores KIR2DS, observamos que
los genes activadores KIR2DS1 y KIR2DS3 mostraron una asociacion de
susceptibilidad a padecer gastritis no atréfica y a desarrollar cancer gastrico cuando se

compararon ambos grupos de pacientes con el grupo asintomatico.

Respecto a estos genes activadores, sus productos podrian ser blogueados
por los receptores inhibitorios KIR2DL2, con una alta frecuencia en los pacientes de
cancer gastrico, o podria también pensarse que la falta de expresion de sus ligandos
en células epiteliales mantuvo inactiva su funcién. El ligando para el receptor
activador KIR2DS1 es la molécula HLA-Cw2 (lisina en la posicion 80), mientras que el

ligando para KIR2DS3, se desconoce aun (Biassoni, et al., 1997, Du, et al. 2007).

El gen activador KIR2DS5 no mostré ningudn resultado significativo, pero es

de notar, que se observa una tendencia positiva que aumenta del grupo de
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asintomaticos, pasando por pacientes con gastritis no atréfica hacia los pacientes con

cancer gastrico.

Los genes inhibitorios KIR3DL y el gen activador KIR3DS1 fueron
irrelevantes, pues no mostraron resultados estadisticamente significativos debido a

que las frecuencias génicas fueron muy similares entre los tres grupos.

Segun nuestra hipdtesis, la asociacion de susceptibilidad en cancer gastrico,
dada por el gen KIR2DL2 era de esperarse, sin embargo, KIR2DL3 mostré proteccion
a desarrollar esta enfermedad cuando los pacientes con cancer gastrico se
compararon con gastritis no atréfica e individuos asintomaticos. Lo mismo ocurrié al
analizar a los genes KIR2DS1 y KIR2DS3, los cuales se encontraron en mayor
proporcién en pacientes con cancer gastrico y gastritis no atrofica. Lo que nos lleva a
suponer que otros receptores de la célula NK actuan conjuntamente con KIR para
llevar a cabo una respuesta inmune adecuada. Es importante sefialar que ademas de
la citotoxicidad directa ejercida por la célula NK, también genera y secreta citocinas y
quimiocinas que activan a la inmunidad adaptativa, dependiendo del balance de

sefiales recibidas por sus receptores activadores e inhibidores.

El numero y tipo de genes KIR activadores varia enormemente dentro y
entre las poblaciones. Un estudio basado en cuatro poblaciones (caucasicos, hispanos,
africanos y asiaticos) con un numero total de 759 individuos no relacionados, mostré
que alrededor del 10% de su grupo de estudio careci6 de todos los genes KIR
activadores, sugiriendo que estos genes no son criticos para la inmunidad humana.
Los genotipos sin genes KIR activadores, variaron de 7 a 17% en las cuatro

poblaciones estudiadas, lo que sugiere que el mantenimiento de genes KIR
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activadores esta influenciado por la presion del medio ambiente. Tener mas genes KIR
activadores podrian dar ventaja al hospedero en montar una respuesta inmune

exitosa a la infeccion (Du, et al., 2007).

Para el analisis de genotipos, los cuales principalmente distinguen la
presencia y ausencia de los genes KIR y no los diferentes alelos de cada gen, un total
de 22 genotipos KIR se obtuvieron en el grupo de individuos asintomaticos, a
diferencia de un estudio anterior que detect6 s6lo once en la misma poblacién mestiza
mexicana (Gutiérrez-Rodriguez, et al., 2006). Lo que muestra la amplia diversidad de
estos genes, adquirida debido al mestizaje, que caracteriza a nuestra poblacién. Cabe
mencionar que dentro de estos genotipos identificados cinco no se encuentran en los

genotipos reportados, hasta el momento, en la literatura.

Los genotipos 1, 4, 2 y 8 fueron los mas frecuentes en individuos
asintomaticos con 40.5, 15.3, 13.5 y 6.3%, respectivamente. Comparados contra
frecuencias genotipicas de otras poblaciones (Yawata et al. 2002), la frecuencia del
genotipo 1 es similar a la poblacién japonesa con 40.6%, mientras que la frecuencia
del genotipo 2 se acerca a la caucasica (14.9%). Con respecto al genotipo 4, se han
reportado frecuencias de 5.5 a 9.8% y de 0 a 2.4% para el genotipo 8, por lo que no

comparten similitud con nuestras frecuencias.

En el grupo de pacientes con gastritis no atréfica se observaron 15
genotipos, de los cuales cinco fueron reportados por Yawata et al. Y los diez restantes
son combinaciones nuevas. El genotipo 1 fue mas frecuente con un 30%, mientras

que los genotipos 4 y 2 lo fueron con un 15 y 7.5% respectivamente, como se
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observé en el grupo de asintomaticos. En este grupo de pacientes se encontré un

genotipo con casi todos los genes (excepto KIR2DL5) con una frecuencia de 12.5%.

Un mayor numero de genotipos B, se encontraron en los pacientes de
cancer gastrico. Un total de 29 genotipos se identificaron, lo que parece indicar que
los genotipos con diversos genes KIR activadores, provocan que la célula NK sea
deficiente para eliminar células tumorales que preceden al cancer gastrico. La mayoria

de los genotipos encontrados en este grupo presentaron frecuencias bajas (2.5%).

Es precisamente en la comparacion del genotipo 1, entre los tres grupos
que se encontrd una asociacion de proteccion al desarrollo de cancer gastrico, ya que
este genotipo fue mas frecuente entre los grupos de asintomaticos y de gastritis no
atroéfica, corroborandose que los genotipos compuestos principalmente de mas genes
KIR activadores no son eficientes para eliminar células transformadas que pueden
convertirse a tumorales en el cancer gastrico. Posiblemente los ligandos, para estos

receptores, en las células epiteliales no estan expresados.

A diferencia de las células T y B, las células NK utilizan una estrategia de
reconocimiento basada en mudltiples receptores, en la cual una célula NK individual
puede ser activada a través de varios receptores de forma independiente o en
combinacion, dependiendo de los ligandos presentados por la célula blanco en un

encuentro dado.
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11.0 Conclusiones

El gen KIR2DL2 mostré asociacion positiva en pacientes con cancer gastrico.
Mientras que KIR2DL3, se asocid con proteccion a desarrollar cancer gastrico, pues
fue muy frecuente en los pacientes con gastritis no atréfica y los individuos

asintématicos.

Los genes KIR2DS1 y KIR2DS3, mostraron asociacion positiva a padecer gastritis
no atrofica y a desarrollar cancer gastrico, cuando se compararon sus frecuencias

con el grupo asintomatico.

En la poblacion estudiada de individuos asintomaticos a la infeccion por H. pylori se
identificaron 22 genotipos KIR. El genotipo A tuvo una frecuencia de 40.5%,
mientras que el genotipo B, conformado por diversos genotipos, fue el mas

frecuente con el 59.5%.

En los pacientes de gastritis no atréfica se determinaron 15 genotipos, que
mostraron una similitud con las frecuencias, de individuos asintomaticos, con una

frecuencia del 30% para el genotipo A y de 70% para los genotipos B.

Los pacientes con cancer gastrico, mostraron genotipos y frecuencias diferentes a
las del grupo asintomatico y algunas similitudes con las de pacientes de gastritis
no atrdfica, al obtenerse una frecuencia para el genotipo A del 5% y un total de 29

genotipos.

El genotipo 1 conformado en su mayoria por genes inhibidores y s6lo un activador
mostré una asociacién de proteccion a desarrollar cancer gastrico, ya que se

encontré6 mas frecuente en el grupo asintomatico y los pacientes con gastritis no
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atréfica en comparacion a los pacientes con cancer gastrico, con una frecuencia de

genotipos B (activadores) del 95%.

Nuestros resultados pueden sugerir la participacion de los genes para receptores
KIR de la célula NK en el desarrollo de la enfermedad ocasionada por la infeccion
por H. pylori. Si no de forma directa, pueden estimular e interaccionar con las
células encargadas de la respuesta inmune innata y adaptativa; mediante la
produccidén y secrecidon de citocinas y quimosinas, asi como su funcidn citolitica

determinada por el balance de sefiales que recibe de sus receptores.
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12.0 Perspectivas

Las perspectivas para corroborar los resultados de este trabajo radican en
estudiar no s6lo las frecuencias de los genes KIR, si no también los productos de estos
genes en la superficie de la célula, estudiar la expresiéon del receptor KIR y su ligando
HLA clase I, conocidos para estos receptores, la presencia del receptor y la ausencia
de su ligando o viceversa, mostraria si existe una interacciéon adecuada o no entre las

células NK y las células epiteliales del hospedero, con enfermedad causada por H.

pylori.

Ampliar los grupos de estudio a otros estadios de la enfermedad causada por la
infeccidon por H. pylori, como gastritis cronica atréfica, metaplasma intestinal, displasia
gastrica y Ulcera duodenal, para observar las frecuencias de estos genes conforme la

progresion de la enfermedad avanza hasta un cancer gastrico.

Otro aspecto importante en este estudio es el extenso polimorfismo, que presentan no
s6lo las moléculas HLA de clase I, sino también los genes KIR, que sin duda influyen
en el resultado de una repuesta inmune eficiente. Por lo que deben estudiarse los
polimorfismos que se encuentran en los genes KIR del grupo asintomatico, de gastritis
no atroéfica y las diferentes enfermedades que preceden al cancer gastrico, derivado

de la infeccion por H. pylori.

Resultaria muy interesante poder llevar a cabo un estudio similar en otras poblaciones
con los problemas de salud derivados de la infeccién por H. pylori, como paises en

vias de desarrollo y poblacién japonesa con altos indices de cancer gastrico.
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