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Resumen

Antecedentes. H. pylori es la principal causa de gastritis, Ulcera péptica y cancer
gastrico, y las cepas que expresan las proteinas BabA2, VacA s1lml y CagA inducen
infiltracion de leucocitos al sitio de infeccion. Se ha demostrado que H. pylori induce
secrecion de citocinas que regulan la respuesta inmune y desregulacion de la
expresion de miRNAs en mucosa gastrica humana, celulas epiteliales, celulas
detriticas, y macréfagos, sin especificar el genotipo vacA s1ml/babA2/cagA. Objetivo.
Evaluar el perfil de miRNAs y citocinas expresados por células mononucleares
humanas en respuesta a la infeccion con cepas de H. pylori con diferente genotipo
vacA, estado babA2 y cagA. Material y métodos. Se cultivaron y genotipificaron cepas
de H. pylori aisladas de pacientes guerrerenses con gastritis cronica. Los genotipos
vacA y el estado de babA2 se determinaron por PCR, y el tipo y nUmero de motivos
EPIYA de las cepas cagA+ se tipificaron por PCR y se confirmaron por secuenciacion.
Las células mononucleares fueron aisladas de diez sujetos sin antecedentes de
infeccién por H. pylori, sin patologia géstrica asociada y H. pylori negativos. La
expresion de 31 miRNAs se determind por Microarreglo en RNA total y la
concentracion de 13 citocinas se midié por Inmunoensayo Bio-Plex en sobrenadante.
Resultados. Se encontraron cambios significativos en la expresion de diez miRNAS,
miR-145, miR-142, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-16, miR-223, miR-24, miR-19a
y miR-21. El perfil de miRNAs expresados por células mononucleares varia con el
genotipo de H. pylori. La cepa de H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC
no indujo cambios significativos en el nivel de expresion de miRNAs. H. pylori induce
la secrecion de IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, IL-12 (p70), IL-2, IL-4, IL-17 e IL-10,
pero no la expresion de IL-5 e IL-7 en células mononucleares. La cepa de H. pylori
vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC promovié la reduccion en la expresion de
IL-13. Conclusién. En células mononucleares humanas infectadas con H. pylori, la
expresion de miRNAs y el nivel de citocinas secretadas varia con el genotipo de la

bacteria.

Palabras clave. Helicobacter pylori, cagA, EPIYA, miRNA, citocinas.
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Abstract

Background. H. pylori is the main cause of gastritis, peptic ulcer and gastric cancer,
and strains expressing the BabA2, VacA s1ml and CagA proteins induce leukocyte
infiltration at the site of infection. H. pylori has been shown to induce secretion of
cytokines that regulate the immune response and alteration of miRNA expression in
human gastric mucosa, epithelial cells, detrital cells, and macrophages, without
specifying the vacA slml/babA2/cagA genotype. Objective. To evaluate the profile of
mMiRNAs and cytokines that are expressed by human mononuclear cells in response to
infection with strains of H. pylori with different genotype vacA, state babA2 and cagA.
Material and methods. H. pylori strains isolated of patients from Guerrero with chronic
gastritis were cultured and genotyped. The vacA genotypes and the babA2 status were
determined by PCR, and the type and number of EPIYA motifs of the cagA+ strains
were typed by PCR and confirmed by sequencing. Mononuclear cells were isolated
from ten subjects without history of H. pylori infection, associated gastric disease and
H. pylori negative. Expression of 31 miRNAs was determined by Microarray in total
RNA and the concentration of 13 cytokines was measured by Bio-Plex Immunoassay
in supernatant. Results. Significant changes were found in the expression of ten
MiRNAs: miR-145, miR-142, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-16, miR-223, miR-24,
miR-19a and miR-21. The profile of mMIRNAs expressed by mononuclear cells is
different with the H. pylori genotype. The H. pylori strain vacA siml/babA2+/cagA+
EPIYA ABCCC did not induce significant changes in the expression level of miRNAs.
H. pylori induces secretion of IL-18, IL-6, IL-8, TNF-q, IFN-y, IL-12 (p70), IL-2, IL-4. IL-
17 e IL-10, but not the expression of IL-5 and IL-7 in mononuclear cells. The H. pylori
strain vacA siml/ babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC promoted reduction in IL-13
expression. Conclusion. In human mononuclear cells infected with H. pylori, the
expression of mMiRNAs and the level of secreted cytokines varies with the genotype of

the bacterium.

Keywords. Helicobacter pylori, cagA, EPIYA, miRNA, cytokines.



Introduccién

Helicobacter pylori es el principal agente causal de gastritis, Ulcera péptica, y
adenocarcinoma gastrico (Correa and Piazuelo, 2011). Diferentes factores bacterianos
determinan la capacidad patogénica de H. pylori, sin embargo, los dos factores de
virulencia asociados a patologias gastricas son la citotoxina vacuolizante (VacA) y la
citotoxina asociada al gen A (CagA) (Atherton let al., 1995; Covacci et al., 1993; Jones
et al., 2010).

CagA, es una proteina de 120-145 kDa, con aproximadamente 1173 aa, esta
codificada por el gen cagA, ubicado en la isla de patogenicidad cagPAIl (Covacci et al.,
1993; Tummuru et al., 1993a). CagA se reconoce como oncoproteina, debido a que
induce el desarrollo de cancer gastrico, efecto determinado por su estructura en la
region C-terminal, donde se encuentran los sitios de fosforilacién en tirosina y los
motivos de multimerizacion (CM), responsables de la dimerizacion de la proteina
(Ohnishi et al., 2008). En el extremo C-terminal, CagA contiene secuencias repetidas
de 5 aminoéacidos (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), llamadas motivos EPIYA. La fosforilaciéon de
CagA ocurre en los residuos de tirosina de las secuencias EPIYA. Se han
caracterizado cuatro tipos de motivos EPIYA, A, B, C y D, definidos con base en las
secuencias de aminoacidos que flanquean a cada secuencia EPIYA. Con base en el
tipo de motivos EPIYA que poseen, las cepas de H. pylori se clasifican en occidentales
(ABC) y orientales (ABD) (Yoshio Yamaoka et al., 1998).

cagPAIl contiene 32 genes que codifican para un sistema de secreciéon de tipo IV
(T4SS), que funciona como una jeringa molecular a través de la cual, H. pylori inyecta
a CagA ala célula huésped (Delgado et al., 2014; Suzuki et al., 2009). La translocacién
de CagA se ha observado en células epiteliales gastricas, linfocitos B (Lin et al., 2010),
células dendriticas humanas (Kaebisch et al., 2014), y células dendriticas (Tanaka et
al., 2010), polimorfonucleares y macrofagos de raton (THP-1y J774A.1) (Odenbreit et
al., 2001). Después de su entrada en la célula, CagA es fosforilada por proteinas tirosin

cinasas e interactia con mas de 20 proteinas celulares. Estas interacciones inducen



cambio en el citoesqueleto, activacion de vias de transduccion de sefiales al nucleo,
secrecion de citocinas y aumento en la proliferacion celular de manera dependiente de
CagA fosforilada. CagA no fosforilada ocasiona alteraciones de la adhesion célula-
célula y; de este modo, promueve la transformacion celular y cancer gastrico
(Hatakeyama, 2008; NeSic¢ et al., 2014; Sohn and Lee, 2011).

Las cepas de H. pylori CagA positivas inducen una respuesta inflamatoria de
intensidad variable, a través de la activacion del factor de transcripcion NF-kB, que
modula la expresién de IL-1B, IL-8 y COX-2 . Argent et. al., en 2008, demostraron que
la produccién de IL-8 estimulada por CagA es dependiente del tipo de motivos EPIYA
y que las cepas de H. pylori orientales con motivos EPIYA ABD, inducen mayores
niveles de IL-8, en comparacion con las cepas occidentales con motivos EPIYA ABC
(Argent et al., 2008). Las cepas de H. pylori CagA+ con motivos EPIYA ABCCC,
inducen alta expresion de IL-8, en comparacion con las cepas EPIYA ABC (Vaziri et
al., 2015). Las variaciones en el tipo y numero de motivos EPIYA determinan la
magnitud del potencial oncogénico de CagA, y las cepas de H. pylori cagA+ que
expresan CagA de tipo occidental, con mayor nimero de segmentos EPIYA-C tienen
mayor capacidad para unirse a la tirosina fosfatasa 2 con homologia a Src (SHP2).
Esta interaccion activa la via de sefializacion ERK/MAPK, que conduce a la activacion
de NF-kB y AP-1, factores de transcripcion que modulan la expresion de genes de
citocinas proinflamatorias, asi como de c-jun, c-fos y c- Met, entre otros, relacionados
con proliferacion. Estas interacciones se relacionan con el desarrollo de céncer
gastrico (Wu et al., 2013).

La infeccion persistente de la mucosa gastrica por H. pylori y la inflamacién crénica
resultante, son un factor de riesgo para carcinogénesis gastrica. H. pylori promueve
una respuesta inflamatoria caracterizada por infiltracion de neutroéfilos, macréfagos,
eosindfilos, linfocitos B y linfocitos T al sitio de infeccion, y por la expresion de citocinas
pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a (Hocés de la Guardia et al., 2013;

Isomoto et al., 2012). En pacientes con gastritis crénica o cancer gastrico la expresion



de IFN-y varia dependiendo del genotipo vacA y cagA de H. pylori (Martinez-Carrillo et
al., 2014).

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNA monocatenario de 20-23
nucleotidos, que regulan la expresion génica (Winter et al., 2009). Los miRNAs tienen
un papel fundamental en la regulacion de la funcion del sistema inmune, por lo que
algunos son llamados inmuno-miRs (Amado et al., 2015; Contreras and Rao, 2012;
Tsitsiou and Lindsay, 2009). La diferenciacion de LT CD4+ en diferentes
subpoblaciones celulares esta regulada por miRNAs como miR-155 (Th1l), miR-326
(Th17), miR-29 (Th2), miR-146a (Treg). miR-150 participa en la regulacién de la
maduracion de linfocitos preB a LB maduro y mir-424 en la transformacion de
monocitos a macréfagos (Du et al., 2009; Lu et al., 2010; Rodriguez et al., 2007; Rosa
et al., 2007; Steiner et al., 2011; Xiao et al., 2007). Algunos miRNAs regulan
directamente la expresion de citocinas, entre ellos miR-19a y miR-125b (TNF-a) (M.
Liu et al., 2011; Tili et al., 2007), miR-21 (IL-12), miR-98 y let-7c (IL-10), miR-181c (IL-
2), miR-340 (IL-4) (Guerau-de-Arellano et al., 2011; Jiang et al., 2012; Y. Liu et al.,
2011; Lu et al., 2011; Xue et al., 2011).

La infeccién por H. pylori modifica la expresiéon de miRNAs en la mucosa gastrica
humana y este evento puede tener efecto en la intensidad de la respuesta inflamatoria
(Matsushima et al., 2011). Algunos estudios han analizado la expresion de miRNAs en
células del sistema inmune en presencia de H. pylori; se encontré sobreexpresion de
miR-155 en macrofagos infectados con la cepa H. pylori 26695 e hicieron el mismo
hallazgo en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes
infectados con H. pylori (Yao et al., 2015). En otro estudio analizaron la expresion de
seis mMiRNAs en macroéfagos infectados con H. pylori 26695, y encontraron la expresion
significativamente incrementada de miR-21, miR-155 y miR-223 (Wang et al., 2016).
Estos datos sugieren que H. pylori induce cambios en la expresion de miRNAs en

macréfagos y PBMCs humanas.



Actualmente, se sabe que la infeccion por H. pylori induce una intensa respuesta
inflamatoria con participacién de células mononucleares, que el perfil de expresion de
citocinas varia con el genotipo vacA, cagA y babA2, y que los miRNAs regulan la
expresion de citocinas, la proliferacion, la diferenciacion y la activacion de células
inmunes. Sin embargo, la relacién entre el perfil de expresion de miRNAs con las
citocinas expresadas por células mononucleares de sangre periférica en respuesta a
la infeccion con diferentes genotipos de H. pylori no ha sido estudiada. El objetivo de
este estudio fue evaluar el perfil de 31 miRNAs y de 13 citocinas expresados por
células mononucleares humanas en respuesta a la infeccion con cepas de H. pylori
vacA s2m2/babA2-/cagA-, vacA slml/babA2+/cagA-, vacA slml/babA2+/cagA+
EPIYA ABC y vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC.

Material y Métodos

Cepas de Helicobacter pylori

Se cultivaron cincuenta cepas de H. pylori aisladas de pacientes guerrerenses
diagnosticados con gastritis crénica. Se sembraron 100 pL de suspension bacteriana
en placas de Agar Columbia con 10% de sangre de carnero, adicionado con 10 mg/L
de vancomicina, 5 mg/L de trimetropima, 5 mg/L de cefsulodina, 5 mg/L de anfotericina
B (Oxoid, Hampshire, England) y polienriqguecimiento Isovitalex (Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA), a pH 6.8 a 7.0. Las placas se incubaron por 72 h a 37°C,
en atmésfera microaerofilica (5 % de COz). Los aislamientos fueron identificados como
H. pylori con base en su morfologia colonial (colonias grisaceas, traslicidas, de
aproximadamente 1 mm de diametro), en su tinciébn con Gram (Gram negativa) y en

los resultados de pruebas bioquimicas (positivas a ureasa, catalasa y oxidasa).

Genotipificacion de cepas de Helicobacter pylori

Las colonias de H. pylori fueron cosechadas y depositadas en solucion de extraccion
(Tris 10 mM, pH 8, EDTA 10 mM, SDS 0.5%) para su digestion con proteinasa K. El
ADN total se obtuvo por la técnica de fenol-cloroformo alcohol-isoamilico (Sambrook
and Russell, 2001). Se amplifico un fragmento del gen rRNA 16S de H. pylori, con los
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iniciadores 16S1 y 16S2 (Tabla 1), siguiendo la metodologia descrita previamente
(Martinez-Carrillo et al., 2010). Las muestras positivas para el rRNA 16S se sometieron
a PCR mudltiple con iniciadores especificos para amplificar las regiones s (VAIF, VAIR)
y m (VAGF, VAGR) del gen vacA, el gen cagA (F1, B1) y babA2 (bab2F, bab2R) (Tabla
1). Para la reaccion de PCR multiple se utilizaron 250 ng de ADN y las condiciones
descritas previamente (Martinez-Carrillo et al., 2014). En cada reaccion de PCR se usé
como control positivo ADN de la cepa ATCC 43504 (vacA slml/babA2+/cagA+), y
como control negativo el ADN se sustituy0 por agua desionizada estéril. Todas las
reacciones se hicieron en un termociclador Mastercycler Ep gradient (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% para el los amplicones del rRNA 16S y al 2.5% para los fragmentos
de los genes vacA, cagA y babA2. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se

observaron con luz ultravioleta (UV).

Para confirmar la ausencia del gen cagA en las cepas, se usé el ensayo de sitio vacio,
con los iniciadores ESfy ESr (Tabla 1). La PCR se hizo con 50 ng de ADN, 0.08 mM
de dNTPs (Invitrogen, Massachusetts, USA), 1.0 mM MgClz, 5 pmol de cada iniciador
y 1 U Taq ADN Polimerasa Platinium® (Invitrogen, Massachusetts, USA), en un
volumen final de 15 ul. Las condiciones de amplificacion fueron 1 ciclo a 94 °C por 5
min; 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 61 °C por 30 sy 72 °C por 45 s y un ciclo de extension
final a 72 °C durante 7 min. En cada PCR, se utilizé el ADN de la cepa ATCC43504
(cagA+) como control negativo, la cepa UEGE-644 (cagA-) como control positivo, y
como segundo control negativo el ADN se sustituy6é por agua desionizada estéril. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2 %, se tifieron
con bromuro de etidio y se observaron con luz UV. Un producto de PCR de 360 pb
confirma la pérdida completa de cagPAI. Los iniciadores usados en la reaccién de PCR

flanquean el extremo 5’y 3"del sitio de insercion de cagPAl.

Motivos EPIYA de cagA de Helicobacter pylori
El ADN de las cepas de H. pylori cagA-positivas se sometioé a 4 reacciones de PCR

para detectar el tipo y nimero de motivos EPIYA en cagA. El iniciador sentido cagA28F
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se utilizo en todas las reacciones, y los iniciadores cagA-P1C (EPIYA-A), cagA-P2TA
(EPIYA-B), cagAWest (EPIYA-C) y cagAEast (EPIYA-D), se utilizaron como iniciadores
antisentido, en mezclas separadas (Tabla 1). Cada reaccidon se hizo con 300 ng de
ADN y en las condiciones descritas previamente (Beltran-Anaya et al., 2014). En cada
PCR se us6 como control positivo ADN de la cepa ATCC 43504, con motivo EPIYA
ABCCC y como control negativo el ADN se sustituy6 por agua desionizada estéril. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2.5 %, seguida

por tincion con bromuro de etidio y observacion con luz UV.

Secuenciacion y analisis in silico de la regién variable 3’ de cagA

El ADN de seis cepas con genotipo slml/babA2+/cagA+, tres con motivos EPIYA
ABC, una con ABCC y dos con ABCCC, detectados por PCR, se secuenciaron, para
confirmar el tipo y nimero de motivos EPIYA en cagA. Un fragmento de la region
variable de cagA se amplificd con los oligonucleétidos cag28F y cag4 (Tabla 1), que

generaron amplicones de 650 a 850 pb.

La reaccion de PCR se hizo con 350 ng de ADN, 15 pmol de cada iniciador, 0.3 mM
dNTPs, 2 mM MgClz y 1 U Platinun® Tag DNA Polymerase, en un volumen final de 50
uL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las condiciones de reaccion fueron: 94°C por 5
min seguido por 30 ciclos de 94°C por 40 s, 55.5°C por 30 s, 72°C por 50 s y una
extension final a 72°C por 7 min. Los productos de PCR fueron purificados con
PureLinkTM PCR Purification Kit (Invitrogen, Massachusetts, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos purificados fueron secuenciados
empleando el Kit de secuenciacion BigDey terminator v.1.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystem, California, USA) en el analizador ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, California, USA). La secuencia de nucleotidos fue
transformada en secuencia de aminoacidos usando el programa MEGA version 5, y la
extension Clustal W del programa MEGA se us6 para generar un alineamiento multiple
de las secuencias de aminoacidos. La secuencia parcial de CagA de la cepa H. pylori
43526 (GenBank: AF001357.1), con motivos EPIYA ABCCC, fue usada como

referencia.



Tabla 1. Iniciadores usados en este estudio.

Gen

rRNA 16S

vacA sl
vacA s2
vacA ml
vacA m2
cagA

babA2

cagA region
constante
cagA region
variable
Sentido para
todos los motivos
EPIYA
EPIYA-A
EPIYA-B
EPIYA-C
EPIYA-D

Sitio vacio

Nombre del
iniciador
16S1

16S1

VAIF
VAIR
VAIF
VAIR
VAGF
VAGR
VAGF
VAGR
F1
B1
bab2F
bab2R
cagAF D008
cagAR R0O08
cag28F
cag4R

cagA28F

cagA-P1C
cagA-P2TA
CagAWest
CagAEast
ESf
ESr

Secuencia (5'-3")

GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC
CAATCAGCGTCAGTAATGTTC

ATGGAAATACAACAAACACAC
CTGCTTGAATGCGCCAAAC
ATGGAAATACAACAAACACAC
CTGCTTGAATGCGCCAAAC
CAATCTGTCCAATCAAGCGAG
GCGTCTAAATAATTCCAAGG
CAATCTGTCCAATCAAGCGAG
GCGTCTAAATAATTCCAAGG
GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG
CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA
AATCCAAAAAGGAGAAAAAACATGAAA
TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA
ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA
TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT
TTCTCAAAGGAGCAATTGGC
ATCTTTGAGCTTGTCTATCG

TTCTCAAAGGAGCAATTGGC

GTCCTGCTTTCTTTTTATTAACTTTAGC
TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG
TTTCAAAGGGAAAGGTCCGCC
AGAGGGAAGCCTGCTTGATT
ACATTTTGGCTAAATAAACGCTG
TCATGCGAGCGGCGATGTG

Seleccién de donadores de sangre periférica

Tamaf
o]

(pb)
522
259
286
570
645
349
850

298

500-850

264
306
501
495

360

Referencia

(Chang et al., 2006)
(Chang et al., 2006)

(Atherton et al., 1995)
(Atherton et al., 1995)
(Atherton et al., 1995)
(Atherton et al., 1995)
(Y. Yamaoka et al., 1998)
(Y. Yamaoka et al., 1998)
(Yamaoka et al., 1998)
(Yamaoka et al., 1998)
(Tummuru et al., 1993b)
(Tummuru et al., 1993b)
(Gerhard et al., 1999)
(Gerhard et al., 1999)
(Figura et al., 1998)
(Figura et al., 1998)
(Argent et al., 2005)
(Rudi et al., 1998)

(Argent et al., 2005)

(Argent et al., 2005)
(Argent et al., 2005)
(Argent et al., 2005)
(Argent et al., 2005)
(Peters et al., 2001)
(Peters et al., 2001)

Para evaluar el efecto de H. pylori sobre células mononucleares de sangre periférica,

se seleccionaron donadores sanos (hombres y mujeres), de 20 a 30 afios de edad con

grupo sanguineo “O”, Rh positivo. A todos los voluntarios se les aplicé una encuesta

para obtener datos personales, informacién de salud, de sintomas o antecedentes de

patologia gastrica y de infecciébn por H. pylori. A las personas sin sintomas ni

antecedentes de dispepsia y sin indicios de infeccion por H. pylori se les solicitd una

muestra de heces, para deteccion de antigenos de H. pylori por inmunoensayo

cromatografico (LumiQuick, California, USA). Solo se aceptaron como donadores de

sangre 10 sujetos H. pylori negativos (5 hombres y 5 mujeres). En las mujeres, la

sangre venosa se obtuvo una semana previa al inicio de su periodo menstrual o una

semana después de concluido el mismo. Se excluyeron los sujetos que tenian alguna



enfermedad crénica (obesidad, diabetes mellitus o artritis reumatoide), infeccion viral
0 bacteriana reciente. Se descartaron también los candidatos que habian estado bajo
tratamiento con antibiéticos, antivirales o antinflamatorios una semana antes de la
toma de muestra. Los sujetos seleccionados como donadores firmaron un

consentimiento informado.

Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica

De cada donador se obtuvieron 12 mL de sangre periférica, en ayuno previo de 8 a 12
horas. Las células mononucleares se obtuvieron mediante centrifugacion por gradiente
de densidad con Histopaque (1077-Sigma Aldrich, Missouri, USA). Se cultivaron 1x10°
células mononucleares por pozo en medio RPMI-1640 (R6504-Sigma Aldrich,
Missouri, USA) suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Carlsbad
California, USA) en placas p24. Las placas se incubaron en atmdésfera himeda, con
5% de CO2 a 37°C por 24 h. Las células de cada paciente se cultivaron por separado.

Ensayo curso temporal de cocultivo de células mononucleares con H. pylori

La cepa de H. pylori ATCC 26695 (vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC), fue
resuspendida en medio RPMI-1640 con 10% de FBS y se ajusté a 1x108 unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Después de 24 h de cultivo, 1x10°
células mononucleares fueron infectadas con la cepa de referencia de H. pylori a una
multiplicidad de infeccion (MDI) de 100:1, por O, 6, 12, 18 y 24 h, e incubadas en
atmésfera humeda con 5% de CO2, a 37 °C. En el sistema sin infeccion se adicioné un
volumen igual de medio RPMI-1640 con 10% FBS sin H. pylori.

Viabilidad bacteriana

De cada cocultivo del ensayo de curso temporal, se obtuvieron 100 pL de suspension
bacteriana y se sembraron en placas de agar Columbia. Las placas se incubaron en
las condiciones descritas previamente, con el proposito de verificar la viabilidad de H.
pylori. La identidad de H. pylori se confirmo con tincion de Gram y pruebas bioquimicas.
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Nivel de expresion de miR-21

Con el fin de seleccionar el tiempo en el cual H. pylori induce cambios de la expresion
en miRNAs, se determino el nivel de expresion de miR-21 por gPCR. El ARN total fue
obtenido con Trizol (Invitrogen, Massachusetts, USA) a partir de las células
mononucleares cocultivadas con H. pylori. Para la RT-gPCR se usaron 10 ng de ARN,
el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystem, California, USA),
y los iniciadores especificos para miR-21 y miR-92, siguiendo las instrucciones de
manufactura. Para la qPCR se usaron 2 uL de producto de RT, ensayo individual
TagMan especifico para miR-21, Master Mix PCR TagMan Universal (1X), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Todas las reacciones se hicieron en el equipo
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystem, California, USA). Los datos
obtenidos fueron normalizados con el control endogeno miR-92 (Applied Biosystems,
California, USA). La expresion de miR-21 se calculé con el método de 24ACt
(Schmittgen and Livak, 2008).

Cocultivo de células mononucleares y H. pylori

Las cepas H. pylori UEGE856 (vacA s2m2/babA2-/cagA-), HG212 (vacA
slml/babA2+/cagA-), ATCC 26695 (vacA sliml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC), y
UEGE751 (vacA s1lml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC) fueron seleccionadas para los
cocultivos. Aislamientos frescos de H. pylori, de 72 h de subcultivo en Agar Columbia
se diluyeron en medio RPMI-1640 con 10% de FBS y se ajusté al estandar 1.0 de
McFarland mediante espectrometria (3x108 UFC/mL) (Mello et al., 2008). Después de
24 h de cultivo, las células mononucleares fueron infectadas con las cepas de H. pylori
a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 100:1. En el sistema sin infeccion se adicioné
un volumen igual de medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino sin H. pylori.

Los cocultivos fueron incubados en atmosfera humeda con 5% de CO2a 37°C por 6 h.

Seleccion de miRNAs
Para seleccionar miRNAs relacionados con la regulacion de la respuesta inmune se
realizd una revision de la literatura. Se consideraron articulos originales publicados

hasta junio de 2015. Se analizaron articulos que describen experimentos in vivo o in
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vitro para determinar los genes blanco de cada miRNA. Se excluyeron los articulos de
revision. Los criterios para la bdsqueda en las bases PubMed, EBSCO, Elsevier, Wiley,
Springer, Taylor and Francis, Lippincott, fueron “miRNA in mononuclear cells”, “B
lymphocytes miRNA”, “T lymphocytes miRNA”, “miRNA in monocyte”, “miRNA in
macrophages”, “miRNA and cytokines” y “miRNAs and H. pylori”, “miRNA in
mononuclear cells and H. pylori”, “miRNA in lymphocytes B and H. pylori®, “miRNA in
lymphocytes T and H. pylori”, “miRNA in monocyte and H. pylori’, “miRNA in
macrophages and H. pylori’, “miRNA cytokines and H. pylori”. Se seleccionaron los
siguientes 31 miRNAs siguientes: miR-155, miR-424, miR-326, miR-29a, miR-146a,
miR-150, miR-19a, miR-223, miR-34a, miR-21, miR-31, miR-98, let-7b, miR-125b,
miR-181d, miR-184, miR-301a, miR-24, miR-142, miR-199a, miR-214, miR-15a, miR-
16, let-7c, miR-128a, miR-27b, miR-340, miR-145, miR-210, miR-148a. Estos miRNAs
regulan directa o indirectamente la expresion de citocinas o la maduracion de células

gue participan en la respuesta inmune innata y adaptativa anti-H. pylori.

Microarreglo para miRNAs

El ARN total de los cocultivos fue extraido con el reactivo TRIzol. Para medir el nivel
de expresién de los miRNAs seleccionados, se mezclaron los ARNs de los 10
pacientes por grupo de experimental. Se utilizé el Microarreglo TagMan® Array Plates,
previamente disefiado (4398986) (Applied Biosystem, California, USA), para
determinar 31 miRNAs y el ARN pequefio nuclear U6 (RNUG6), que se us6 como control
enddgeno para normalizar los datos, siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas
las reacciones se hicieron por triplicado. El analisis individual para cada miRNA se
realizd con el método de método de 2-22Ct para determinar la expresion de cada
MiRNA con respecto al control. Se utilizé el Software estadistico R para realizar el
mapa de calor, y se usaron los valores de 27-ddCT para convertirlos a zscore. La
expresion de cada miRNA entre los sistemas de estudio se consideré6 como baja (|) o
alta (1) si el valor p fue <0.05, y sin cambios (SC) si p fue >0.05, comparando con el

sistema control, utilizando la prueba t de Student.
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Cuantificaciéon de citocinas

El nivel de citocinas secretadas por las células mononucleares cocultivadas con cepas
de H. pylori se midié en el sobrenadante con el inmunoensayo Bio-Plex Pro Human
Cytokine (Bio-Rad, California USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
citocinas incluidas en el ensayo fueron IFN-y, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17 y TNF-a. Los resultados fueron analizados mediante el
software Bio-Plex Manager 6.0. Los resultados fueron normalizados con la
concentracion de proteina total, cuantificada mediante el método de Bradford (Bio-Rad,
California, USA).

Analisis estadistico

Se utilizé el programa STATA v. 12 para el analisis estadistico. Para determinar si
existen diferencias entre la expresion de cada miRNA y concentracion de cada citocina
se uso la prueba t de Student. Los datos fueron graficados como media aritmética y
error estandar (EE) utilizando el programa GraphPad Prism ® v5. Un valor de p < 0.05

se considero estadisticamente significativo.

Resultados

Se genotipificaron cepas de H pylori aisladas de pacientes con diagnostico
histopatologico de gastritis cronica. Se seleccionaron para el estudio las cepas
UEGES856, HG212 y UEGE751, con genotipos vacA s2m2/babA2-/cagA-, vacA
slml/babA2+/cagA- y vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC, respectivamente.
En las cepas cagA- se confirmd la ausencia del gen cagA y de la isla de patogenicidad
(cagPAl), mediante el ensayo de sitio vacio. En la cepa vacA slml/ babA2+/cagA+
EPIYA ABCCC (UEGE751), el patrén de motivos EPIYA en cagA se determind por
PCR y se confirm6 por secuenciacion. En esta cepa detectd una sustitucion del
aminodcido alanina (A) por treonina (T), en el motivo EPIYA B, que generé la secuencia
EPIYT. La cepa ATCCC 26695, con genotipo vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC,

se uso para inducir la infeccion con H. pylori cagA+ con un motivo EPIYA C.
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Células mononucleares humanas fueron aisladas de diez sujetos, cinco hombres y 5
mujeres, con edad entre 20-30 afnos, sin antecedentes de infeccion por H. pylori, sin
patologia gastrica asociada a esta bacteria y negativos a la presencia de antigenos de
H. pylori en heces. Las células fueron distribuidas en cinco sistemas experimentales y
cultivadas en ausencia de H. pylori o infectadas con una cepa de genotipo

vacA/babA2/cagA especifico.

Un millén de células mononucleares de sangre periférica humana se infectaron con la
cepa de H. pylori ATCC 26695 vacA s1lml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC, en una relacion
célula bacteria 1:100. Mediante un ensayo de curso temporal, se determiné que a las
6 h de infeccidn la bacteria y las células mononucleares permanecen viables, y que H.
pylori induce incremento de hasta 2 veces (p< 0.05) en la expresion de miR-21,
comparado con las células sin infeccion. La cuenta de células viables, el cultivo de H.
pyloriy la expresion de miR-21 por qPCR después se hizo por triplicado a las 6, 12, 18
y 24 h de infeccion.

Expresién miRNAs en células mononucleares humanas infectadas con cepas de

H. pylori

Se evaluod el nivel de expresion de 31 miRNAs usando Microarreglo, y se determindé la
expresion relativa de cada miRNA expresado por células mononucleares humanas
cocultivadas con cepas de H. pylori con diferente genotipo. El mapa de calor muestra
el agrupamiento jerarquico de miRNAs de cinco sistemas experimentales y compara
el nivel de expresiéon de 31 miRNAs entre los grupos (Figura 1). En la tabla 1 se
muestra los valores de expresion de cada miRNA entre los sistemas de estudio, y se
consideré como baja (]) o alta (1) si el valor p fue <0.05, y sin cambios (SC) si p fue

>0.05, comparando con el sistema control.
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i Il Control
B vacA s2m2/babA2-/cagA-
vacA s1m1/babA2+/cagA-
vacA s1m1/babA2+/cagA+ABC

Bl vacA sTm1/babA2+/cagA+ABCCC

-1 0 1
Row Z-Score

hsa-miR-92a
hsa-miR-181d
hsa-miR-210
hsa-miR-29a
hsa-miR-155
hsa-miR-142
hsa-miR-24
hsa-miR-150
hsa-miR-146a
hsa-miR-223

.

hsa-miR-31
hsa-miR-21
hsa-miR-16
hsa-miR-19a
hsa-miR-148a
hsa-miR-125b
hsa-miR-15a
hsa-miR-184
hsa-miR-199a
hsa-miR-214
hsa-miR-27b
hsa-miR-301a
hsa-miR-326
hsa-miR-34a
hsa-miR-424
hsa-miR-98
hsa-let-Th
hsa-let-Tc
hsa-miR-128

—L

hsa-miR-340
hsa-miR-145

Figura 1. Expresioén diferencial de microRNAs en células mononucleares humanas infectadas con diferentes cepas de H. pylori. El mapa
de calor muestra el promedio de las réplicas técnicas y bioldgicas de los valores de 2*-ddCT convertidos a zscore. En cada fila se muestra un
miRNA y cada columna una condicién experimental (células mononucleares infectadas con cepas de Helicobacter pylori con diferente genotipo).
La escala de color muestra en verde los miRNAs subexpresados y en rojo los sobreexpresados con respecto a las células mononucleares no
infectadas.
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Tabla 1. miRNAs expresados por células mononucleares infectadas con cepas de H. pylori con diferente genotipo

comparado con células no infectadas.

H. pylori H. pylori vacA slgiggkl)(xi2+/cagA+ vacA slrr:*ilgilgcjéiiﬁ-/babA%
vacA s2m2/babA2-/cagA- vacA siml/babA2+cagA- EPIYA ABC EPIYA ABCCC
MIRNA *Expresién Expresion Expresioén Expresioén
Media + . Media + . Media + . Media + .
Error estandar P Error estandar P Error estandar P Error estandar P

hsa-miR-125b | 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-128 1.441+0.230 0.195 SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 SC 1.132+0.171 0.521 SC
hsa-miR-142 | 0.996+0.165 0.984 | SC 2.415£0.774 0.209 | SC 9.950+0.791 0008 | 1T 2.631+1.203 0.308 SC
hsa-miR-145 | 2.353+0.241 0.030 | 1 1.937+0.633 0.277 | SC 2.204+0.418 0.102 | SC 1.659+0.442 0.274 SC
hsa-miR-146a | 1.287+0.412 0.559 | SC 1.921+0.686 0.312 | SC 16.512+2.444 0024 | ¢ 0.625+0.099 0.064 SC
hsa-miR-148a| 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-150 1.087+0.222 0.734 SC 4.277+1.826 0.215 | SC 49.420+7.531 0.023 t 2.957+1.664 0.361 SC
hsa-miR-155 | 0.800+0.317 0.593 | SC 1.023+0.270 0.940 | SC 3.733+0.622 0048 | 1 1.300+0.289 0.408 SC
hsa-miR-15a 1.441+0.230 0.195 SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 SC 0.982+0.105 0.881 SC

hsa-miR-16 1.083+0.165 0.663 | SC 2.981+1.049 0.200 | SC 5.734+0.684 0020 | ¢ 0.881+0.246 0.678 SC
hsa-miR-181d | 1.441+0.230 0.195 SC 1.937+0.633 0.277 | SC 2.773£1.973 0.464 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-184 | 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-199a | 1.441+0.230 0.195 SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-19a | 0.174+0.059 0.005 | § 0.110+0.053 0.004 | § 0.818+0.141 0.325 | SC 0.500+0.409 0.346 SC

hsa-miR-21 2.115+0.197 0.030 t 3.125+0.270 0.016 1 8.641+5.696 0.312 SC 0.901+0.077 0.329 SC
hsa-miR-210 1.441+0.230 0.195 SC 2.146+0.602 0.197 | SC 1.928+0.658 0.294 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-214 | 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-223 0.704+0.252 0.362 SC 0.648+0.293 0.353 | SC 3.277+0.434 0.035 t 0.329+0.203 0.081 SC

hsa-miR-24 1.079+0.186 0.713 SC 1.683+0.401 0.231 | SC 10.183+1.198 0.017 t 1.081+0.385 0.854 SC
hsa-miR-27b 1.441+0.230 0.195 SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-29a 0.758+0.640 0.741 SC 1.462+0.734 0.593 | SC 1.498+0.366 0.307 SC 1.043+0.760 0.960 SC
hsa-miR-301a| 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
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hsa-miR-31 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 5.533+£1.991 0.151 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-326 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-340 1.096+0.155 0.598 | SC 1.591+0.689 0.482 | SC 1.150+0.512 0.797 | SC 1.054+0.237 0.840 SC
hsa-miR-34a 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-424 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-92a 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 2.244+0.584 0.167 | SC 0.982+0.105 0.881 SC
hsa-miR-98 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC

hsa-let-7b 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC

hsa-let-7c 1.441+0.230 0.195 | SC 1.937+0.633 0.277 | SC 0.992+0.197 0.971 | SC 0.982+0.105 0.881 SC

*Prueba t de Student. La expresion de cada miRNA entre los sistemas de estudio se consideré como baja (§) o alta (f) si el valor p
fue <0.05, y sin cambios (SC) si p fue >0.05, comparando con el sistema control, utilizando la prueba t de Student.

Al comparar la expresion de los 31 miRNAs en cada sistema experimental contra el grupo control, 10 miRNAs fueron
diferencialmente expresados entre los sistemas de estudio (miR-145, miR-142, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-16, miR-
223, miR-24, miR-19a y miR-21) (Figura 2).

17



miR-145 miR-142 miR-146a
*

<« % * < 18, 20
z5 F0) *% .

£33 T3 — [

EE EE E 815

3 82 3 § 101 38

T o T o s5°

S S .g%"]-

" o " o — o

281 28 54 I

ez ‘ oz a2 5

w w Lﬁ"’

oLl LB ol SR | . i ol [ N

miR-150a miR-155 miR-16
*
60- 5- * 8- N
1
< a < _ e ——
&3 234 E 2.
E E 401 EE EE
g3 58 °] g3
@ A
:5 ﬁ -g 3 24 :5 2 ¢
% 2 20 7 8 88
23 29 g 2 24
S ORANE o
w
. oL AN 1 NN &
miR-223 iR-
miR-24 miR-21
*
O m— 15- 20-
X 53 £3 Z 2 15
EE EEq EE
g¢° 59 3
5% $ % 58" *
3 28 5] 28 | —
5211 a2 £8 5 X
1w R S A Yy
0 T T T i 0 T ﬁ T T i 0 T - T T *_
B
miR-19a
"] *% 2 Control
< [
Z3 rL] E vacA s2m2/babA2-/cagA-
EE10] 1 vacA s1m1/babA2+/cagA-
52 vacA sim1i/babA2+/cagA+ EPIYA ABC
5% o @@ vacA s1m1/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC
uu T i T T

Figura 2. miRNAs expresados por células mononucleares humanas cocultivadas con H.
pylori. El nivel de expresion de cada miRNA fue medido por Microarreglo. A) miRNAs con alta
expresion. B) miRNAs con baja expresion. Los datos representan la media + error estandar de
tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Prueba t de Student.
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El genotipo de H. pylori influye sobre el perfil de expresion de miRNAs en células
mononucleares humanas

La cepa de H. pylori vacA siml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC induce sobreexpresion de
miR-142 (p<0.01), miR-146a (p<0.05), miR-150 (p<0.05), miR-155 (p<0.05), miR-16
(p<0.05), miR-223 (p<0.05) y miR-24 (p<0.05); vacA s2m2/babA2-/cagA- promueve
baja expresiéon de miR-19a (p<0.01), sobreexpresion de miR-145 (p<0.05) y miR-21
(p<0.05); vacA slml/babA2+/cagA- estimula la sobreexpresion de miR-21 (p<0.05) y
baja expresidon de miR-19a (p<0.01) (Figura 3). No se encontraron cambios
significativos en el perfil de expresion de miRNAs en las células infectadas con la cepa
vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC.
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El genotipo de vacA, estado de babA2, cagA y motivos EPIYA de H. pylori no se
relacionan con el nivel de expresion de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8

Células mononucleares humanas fueron infectadas con genotipos vacA s2m2/ babA2-
/cagA-, vacA slml/babA2+/cagA-, vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC, y vacA
slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC de H. pylori, y se determiné la concentracion de
IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8 en el sobrenadante. La concentracion de la cuatro citocinas
aumentd significativamente en respuesta a la infeccion con H. pylori, comparada con
el control. Este efecto no se relaciona con el genotipo de vacA, ni el estado de babA2
y cagA (Figura 4 A, By C). Las cepas de H. pylori vacA slml//babA2+/cagA-, vacA
slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC, y vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC
inducen mayor secreciéon de TNF-a, que las cepas de H. pylori vacA s2m2/babA2-
/cagA- (p<0.5) y el sistema control (p<0.001) (Figura 4 D). Los resultados indican que
el nivel de expresion de TNF-a esta relacionado con el estado de babA2 y cagA de H.

pylori pero no con el nimero de EPIYA C.
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H. pylori induce mayor expresion de IL-2, IFN-y e IL-12

La concentracion de IFN-y fue significativamente mayor en el sobrenadante de células
mononucleares infectadas con H. pylori, pero no se relaciona con el genotipo de vacA
ni el estado de babA2 o de cagA (Figura 5 A). La concentracion de IL-12 aumento
significativamente en respuesta a la infeccion con cepas de H. pylori vacA
slml/babA2+/cagA- y vacA slml/babA2+/cagA+, comparadas contra el control, pero
no se relaciona con el niumero de EPIYA C (Figura 5 B). La concentracion de IL-2
incrementd con el grado de virulencia de H. pylori, y fue significativamente mayor en
las células infectadas con la cepa de H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA
ABCCC (**p<0.01), que en las células control y las infectadas con la cepa vacA
s2m2/babA2-/cagA-.

A * % % B
; EE X3 [ *
1000 o 257 **
RS RN 5 T
800- T 201
5 \\ T
£ ]
S 600- \ a2 15
< 2
> 4004 \ a 101
z \ o L
- 200 T \ 2 5
0 T T & 0 T T T
C
* %
3_ [ * |
r * koK
%k
! ‘ 1 Control
I, T T . B vacA s2m2/babA2-/cagA-
E & [ vacA s1m1/babA2+/cagA-
2 vacA s1m1/babA2+/cagA+EPIYA ABC
-— \ [ vacA s1m1/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC
o™
='I 11 - §
§

Figura 5. Concentracion de citocinas del perfil Thl en sobrenadante de células
mononucleares infectadas con cepas de H. pylori. A) IFNy. B) IL-12. C) IL-2. La concentracion
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H. pylori incrementa la expresion de IL-4

La concentracion de IL-4 incrementé significativamente en el sobrenadante de las
células mononucleares cocultivadas con H. pylori vacA s2m2/ babA2-/cagA- y vacA
slml/babA2+/cagA-, en comparacion con el control, pero fue significativamente menor
en el sobrenadante de células infectadas con genotipos vacA slml/babA2+/cagA+
EPIYA ABC, y vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC (Figura 6 A). La
concentracion de IL-5 e IL-13 disminuye en las células mononucleares infectadas con
H. pylori, pero los cambios no son significativos con respecto al sistema control (Figura
6 B y C). El nivel de IL-13 fue significativamente menor en las células cultivadas con
H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC, en comparaciéon con las
infectadas con la cepa vacA s1ml/babA2+/cagA- (Figura 6 C).
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Figura 6. Concentracion de citocinas del perfil Th2 en sobrenadante de células
mononucleares infectadas con cepas de H. pylori. A) IL-4. B) IL-5. C) IL-13. La concentracion de
cada citocina fue normalizada con proteina total. Los datos mostrados representan la media + error
estandar de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Prueba t de Student.
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La secrecion de IL-17A e IL-10 pero no la de IL-7 aumenta significativamente en
respuesta a H. pylori

La concentracion de IL-17A incremento significativamente en respuesta a H. pylori en
comparacion con el control, pero el cambio es independiente del genotipo bacteriano
(Figura 7 A). La secrecion de IL-10 fue significativamente incrementada por H. pylori,
sin embargo, en las células infectadas con H. pylori cagA+ la concentracion de IL-10
fue significativamente menor que en las cagA- y la disminucién se relaciona con el
namero de EPIYA C (Figura 7B). No se encontraron cambios en la concentracién de

IL-7 (Figura 7 C).
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Figura 7. Concentracién de IL-17, IL-10 e IL-7 en sobrenadante de células mononucleares
infectadas con cepas de H. pylori. A) IL-17. B) IL-10. C) IL-7. La concentracion de cada citocina
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Discusién

La expresion desregulada de miRNAs se ha reportado en pacientes infectados por H.
pylori, (Chang et al., 2014; Isomoto et al., 2012; Matsushima et al., 2011; Rossi et al.,
2016), en células epiteliales infectadas por cepas vacA slml/cagA+ (Cheng et al.,
2015; Matsushima et al., 2011; Zhu et al., 2012a), en células dendriticas infectadas por
cepas de H. pylori vacA s2m2/cagA- y vacA slml/cagA+ (Hoces de la Guardia et al.,
2013), y en macrofagos infectados por cepas vacA slml/cagA+ (Wang et al., 2016;
Yao et al., 2015), pero no se ha especificado el genotipo de H. pylori vacA, cagA y
babA2 (Cheng et al., 2015; Hoceés de la Guardia et al., 2013; Zhu et al., 2012b). Este
es el primer estudio in vitro que explora la expresion de 31 miRNAs en células
mononucleares infectadas con cepas de H. pylori con genotipos vacA/babA2/cagA
diferentes, que fueron aisladas de pacientes guerrerenses con gastritis cronica. De los
31 miRNAs analizados solo 10 mostraron cambios significativos entre los sistemas de
estudio (miR-145, miR-142, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-16, miR-223, miR-24,

miR-19a y miR-21), todos involucrados con la regulacién de la respuesta inmune.

Tres de los miRNAs que estan relacionados con inflamacion son miR-146a, miR-155
y miR-16, y su expresidn esta regulada directamente por el factor de transcripcion NF-
kB (Shin et al., 2011; Taganov et al., 2006; Tili et al., 2007). En este estudio se encontro
que H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC induce sobreexpresion de miR-
146a, miR-155 y miR-16 en células mononucleares. La alta expresion de miR-146a,
miR-155 y miR-16 puede ser debida a que la oncoproteina CagA activa la via
Ras—Raf—Mek—Erk—NF-kB (Brandt et al., 2005), induciendo asi la transcripcion de

los genes de estos miRNAS.

La expresion de miR-146a se ha encontrado de manera abundante en linfocitos T
CD4+ humanos, e inhibe la apoptosis, a través de la regulacion negativa de la
expresion de FADD, proteina adaptadora que se une a Fas. Una vez unida a Fas,
FADD recluta a la procaspasa 8 y activa la cascada de proteasas apoptoticas (Curtale

et al., 2010). Es probable que miR-146a inhiba a FADD en las células mononucleares
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infectadas con la cepa de H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC,
conduciendo a la inhibicion de la apoptosis, a la constante secrecion de citocinas, y a

la inflamacién cronica persistente.

Por otra parte, en monocitos estimulados con LPS, miR-16 inhibe la expresion SMRT,
un co-represor del factor de transcripcion NF-kB (Zhou et al., 2012). SMRT induce el
reclutamiento de las histonas desacetilasas, y reprimen la transcripcion de los genes
IL-8, IL-6, y IL-1a, regulados por NF-kB (Hoberg et al., 2004). Es probable que en
células mononucleares infectadas con H. pylori, los LPS y CagA activen la expresion
de miR-16 y a su vez miR-16 reprima la expresion del co-represor de SMRT,

favoreciendo la expresién de citocinas proinflamatorias.

IKK-¢ fosforila a c-Rel, una subunidad de NF-kB (Hunter et al., 2016), lo que conduce
a la disociacion del complejo IkB-cRel y la translocacion de NF-kB al nacleo (Harris et
al., 2006). Este mecanismo se ve inhibido por miR-155, mediante la inhibicién de IKK-
e (Tili et al., 2007). Probablemente la alta expresion de miR-155, podria ser un
mecanismo por el cual H. pylori regule la respuesta inflamatoria de manera negativa y
asi poder persistir en la mucosa gastrica, sin embargo, este mecanismo aun no ha sido

elucidado en células infectadas con H. pylori.

La sobreexpresion de miR-146a, miR-155 y miR-16 ha sido reportada en mucosa
gastrica de pacientes infectados con H. pylori y en células AZ-521 infectadas con la
cepa ATCC 49503 de H. pylori (cagA+) (Matsushima et al., 2011), indicando que estos
miRNASs juegan un papel importante durante la inflamacién inducida por H. pylori.

Ademas de la oncoproteina CagA de H. pylori, otro factor de virulencia que puede
inducir cambios en la expresion de miRNAs es el LPS. En este estudio encontramos
que las cepas de H. pylori vacA s2m2/babA2-/cagA- y vacA slml/babA2+/cagA-
inducen un incremento en la expresion de miR-21 en células mononucleares. La alta
expresion de este miRNA puede deberse a la activacion de AP-1 y NF-kB, factores de

transcripcion que modulan su expresion (Fujita et al., 2008). H. pylori estimula la
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activacion de AP-1 y NF-kB, a través de la interaccién entre el LPS y TLRA4,
dependiente de MyD88 (Suzuki et al., 2009). Esta interaccion activa la transcripcion de
miR-21 e IL10, en células mononucleares estimuladas por 6 h con LPS (Sheedy et al.,
2010). mir-21 inhibe la expresion de IL-12 (Lu et al., 2011). La inhibicion de la expresion
de IL-12 por miR-21 no se observéd en este estudio. Nosotros encontramos que la
expresion de miR-21 se incrementa en las células mononucleares infectadas cepas
cagA-, y la expresion de IL-12 es inducida por cepas H. pylori cagA+ y vacA
slml/babA2+/cagA-, indicando que a pesar de la sobreexpresion de miR-21, existen
otras moléculas de la bacteria, como vacA, por los cuales la expresion de IL-12

incrementa.

Observamos incremento de hasta 49 veces en la expresiéon de miR-150 en células
mononucleares infectadas con H. pylori vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC,
comparado con el sistema control. La alta expresion de miR-150 conduce a la
inhibicion de su blanco c-Myb, un factor de transcripcion que regula la maduracion de
linfocitos T y B. De esta manera miR-150 inhibe la diferenciacion de un linfocito pro-B
a pre-B (Xiao et al., 2007). Ensayos tanto in vivo como in vitro han demostrado que H.
pylori induce una respuesta de tipo Thl, y se atenua la respuesta Th2. Probablemente
miR-150 participe en la inhibicidon de la maduraciéon de linfocitos B, regulando asi la
respuesta inmune en contra de H. pylori. Por otra parte, es probable que la
oncoproteina CagA de H. pylori, de manera independiente de fosforilacion, promueva
la expresion de miR-150. CagA no fosforilada interacciona con E-cadherina, esta
interaccidn desestabiliza el complejo E-cadherina/B-catenina, lo que conduce a la
acumulacion de B-catenina en el citoplasma y nucleo (Murata-Kamiya et al., 2007). La
acumulacion de B-catenina en el nucleo, induce la activacion del factor de células T
(TCF), el cual activa la transcripcion del gen de miR-150. Es probable que este
mecanismo ocurra en las células mononucleares infectadas con H. pylori, ya que estas
células al igual que las epiteliales expresan B-catenina en la membrana celular (Thiele

et al., 2006). Sin embargo, faltan mas estudios para elucidar este mecanismo.
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Las cepas de H. pylori cagA- (s2m2/babA2-/cagA- y vacA slml/babA2+/cagA-)
inducen una baja expresion de miR-19a. Este miRNA se encuentra en el clister miR-
17-92, un gen policistronico, que codifica para 6 miRNAs (miR-17, miR-18a, miR-19a,
miR-20a, miR-19b, and miR-92), altamente conservado en vertebrados (Ichimiya et al.,
2017). La expresion del cluster miR-17-92 puede ser inhibida por el factor de
transcripcion PU.1, el cual induce la expresion de EGR2. Por esta via, EGR2 se une
alaisla CpG del gen de miR-17-92 y recluta a Jarid1b, para que esta enzima desmetile
la lisina 4 de la histona 3, e inhiba la transcripcion de miR-17-92 (Pospisil et al., 2011).
PU.1 puede ser activado mediante el LPS de H. pylori, via TLR4 (Yokota et al., 2010).

Nosotros encontramos que la cepa de H. pylori vacA 1ml/babA2+/cagA+ EPIYA
ABCCC, considerada como la de mayor potencial oncogénico, no induce cambios en
la expresién de miRNAs que participan en la respuesta inmune. Es probable que el
cambio de alanina (A) por treonina (T), en el motivo EPIYA B de la cepa H. pylori vacA
1ml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC, sea el motivo por el cual no se encuentren
cambios en la expresion de miRNAs, ya que se ha demostrado que este tipo de
mutacion en el motivo EPIYA B, inducen menor elongacién celular y secrecion de IL-
8, en comparacion con las que tienen el mismo motivo sin modificacion (Reyes-Leon
et al., 2007).

Los mediadores que participan en la regulacion del proceso inflamatorio en respuesta
a la infeccion por H. pylori son las citocinas. La inflamacién inducida por H. pylori
comienza por infiltracion de neutréfilos, seguido de linfocitos y monocitos, y un
incremento de IL-1pB, IL-6 e IL-8 y TNF-q, citocinas proinflamatorias. La concentracion
de IL-1B increment6 en las células infectadas con las diferentes cepas de H. pylori. La
transcripcion de esta citocina es activada por el factor de transcripcion NF-«B, que
responde a diversas sefiales inducidas por moléculas de H. pylori como el LPS
(Castafo-Rodriguez et al., 2014), CagA (Maeda et al., 2001), VacA (Luo et al., 2013a),
y peptidoglicano (PGN) (Viala et al., 2004).

27



En este estudio encontramos que la concentracion de las citocinas del perfil Thl (IFN-
y, IL-12 p70 e IL-2) aumenta en las células mononucleares cocultivadas con H. pylori.
La alta concentracién de IFN-y en células infectadas por H. pylori puede deberse a que
CagA de H. pylori, promueve la activacion de T-bet (Tanaka et al., 2010), factor de
transcripcion que modula la expresion del gen de IFN-y (Eaton et al., 2006).
Observamos también incremento en la expresién de IL-12 en las células infectadas
con cepas de H. pylori. IL-12 promueve la activacion de STAT4 que conduce a la
expresion de IFN-y (Robinson and O’Garra, 2002). Esta citocina se ha reportado
aumentada en mucosa gastrica de pacientes infectados con H. pylori (Bhuiyan et al.,
2014; D’Elios et al., 1997), indicando que juega un papel muy importante durante la

infeccién por H. pylori.

Aunque se sabe que la respuesta inmune de tipo Th2 es necesaria para la proteccion
contra infecciones por bacterias extracelulares, las células Th2 no se asocian con la
infeccion por H. pylori (Taylor et al., 2008). La concentracion de IL-13 fue
significativamente menor en células mononucleares cocultivadas con la cepa vacA
slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC, comparado con la cepa que no expresa CagA
(vacA slml/babA2+/cagA-). Es probable que CagA inhiba la actividad de GATA-3,
factor de transcripcion que activa la expresion de IL-13 (Kishikawa et al., 2001), sin

embargo este mecanismo es poco claro.

Los miRNAs regulan la expresion de citocinas, ya sea de manera directa o indirecta.
En este estudio encontramos que las cepas de H. pylori vacA s2m2/babA2-/cagA- y
vacA siml/babA2+/cagA- inducen baja expresion de mir-19a y aumento en la
secrecion de TNF-a. Este efecto puede ser debido a que la expresion de TNF-a es
inhibida directamente por miR-19a (Liu et al., 2011) y la alta expresion de TNFa puede
ser promovida por H. pylori, mediante VacA (Luo et al.,, 2013b) o CagA (Lin et al.,

2015), a traves de la activacion de NF-kB.

Existe evidencia de que, ademas de los miRNAs, las citocinas también modulan la

expresion de miRNAs. En este estudio encontramos sobreexpresion de miR-21 y alta
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concentracion de IFN-y en células mononucleares cocultivadas con dos cepas de H.
pylori cagA-. Se ha demostrado que IFN-y promueve la activacion de STAT3 y NF-kB,
lo que conduce a la expresion de miR-21, mediante la unién de estos factores de
transcripcion al promotor de miR-21, en lineas celulares de cancer de prostata (PC3y
DU145) (Yang et al., 2010).

En conclusion, nuestros resultados indican que la cepa de H. pylori vacA
slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC induce sobreexpresion de miR-142, miR-146a, miR-
150, miR-155, miR-16, miR-223 y miR-24 y la secrecion de IL-1B, IL-6. IL-8, TNF-q,
IFN-y, IL-12 p70, IL-2 IL-4, IL-17 e IL10. La cepa de H. pylori considerada con mayor
potencial oncogénico vacA silml/babA2+/cagA+ EPIYA ABCCC, no indujo cambios
en la expresién de inmuno-miRs, pero increment6 la secrecion de IL-1B3, IL-6, IL-8,
TNF-a, IFN-y, IL-12 p70, IL-2, IL-4, IL-17, IL-10, comparado con el sistema control, y
disminuyo la secrecion de IL-13 e IL-10, comparado con vacA slml/babA2+/cagA- y
vacA slml/babA2+/cagA+ EPIYA ABC, respectivamente. En células mononucleares
humanas infectadas con H. pylori, la expresion de miRNAs y el nivel de citocinas
secretadas varia con el genotipo de la bacteria. No obstante, falta investigar el papel
de los genotipos virulentos de H. pylori en la desregulacién de miRNAs que regulan la

respuesta inmune.
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