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Resumen 

El cáncer gástrico (CG) es el cuarto tipo de cáncer más mortal a nivel mundial, 

principalmente por su detección tardía y la falta de terapias eficaces. La inmunoterapia ha 

mostrado ser muy prometedora en el tratamiento del cáncer al revitalizar la respuesta anti-

tumoral que está inhibida en tumores por el establecimiento de microambientes 

inmunosupresores. Sin embargo, un porcentaje importante de pacientes no responde, lo cual 

evidencia que todavía queda mucho por comprender respecto al microambiente 

inmunológico en cada tipo de cáncer y cómo este se conforma durante el proceso 

carcinogénico. El fin último es que la comprensión del microambiente inmunológico se 

traduzca en estrategias aplicables a la práctica clínica para que más pacientes se beneficien 

de estas novedosas terapias. Siendo la inflamación crónica desencadenada ante la infección 

por Helicobacter pylori uno de los factores determinantes en la génesis del CG, es importante 

dilucidar el impacto que tiene esta infección en la expresión de moléculas 

inmunorreguladoras que contribuyen a la generación de un microambiente inmunosupresor 

y que, eventualmente, podrían ser blancos terapéuticos de la inmunoterapia. En el presente 

trabajo se analizó la expresión génica de ocho moléculas inmunorreguladoras en líneas 

celulares de CG expuestas a diferentes cepas de H. pylori. Se observó que la bacteria induce 

la expresión de estas moléculas, principalmente PD-L1, PVR, ICOSL, TNFRSF14 y 

TNFRSF9, lo cual es dependiente de la Isla de Patogenicidad Cag. Además, en un modelo 

murino, se evidenció que la infección de la mucosa gástrica por H. pylori provoca un aumento 

en el número de células inmunológicas infiltrantes positivas para PD-L1 y para su receptor 

PD-1. También, se analizó la expresión génica de las moléculas inmunorreguladoras 

PVR/TIGIT, ICOSL/ICOS, TNFRSF14/BTLA y TNFRSF9 en tejido tumoral de pacientes 

con CG y se determinó que la expresión de estas es mayor que la expresión génica de PD-

L1/PD-1, el eje inmunorregulador que actualmente cuenta con inhibidores aprobados para 

uso clínico en varios tipos de cáncer, incluyendo CG. En conclusión, los resultados de este 

estudio sugieren que varias moléculas inmunorreguladoras que contribuyen a la generación 

de microambientes inmunosupresores en cáncer son inducidas en la mucosa gástrica ante la 

infección por H. pylori. La principal implicación de esto es que la infección estaría 

favoreciendo el establecimiento de un microambiente inmunosupresor muy tempranamente, 

lo cual facilitaría el avance en la secuencia de lesiones pre-malignas que culmina en CG. 

Asimismo, los resultados obtenidos apuntan a que otras moléculas inmunorreguladoras, 

diferentes de PD-L1/PD-1, podrían contribuir en mayor medida a la inmunosupresión del 

microambiente (pre)tumoral gástrico y, eventualmente, estas podrían valorarse como nuevos 

blancos terapéuticos de la inmunoterapia para CG.  
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Abstract 

Gastric cancer (GC) is the fourth most deadly type of cancer worldwide, mainly due to its 

late detection and the lack of effective therapies. Immunotherapy has displayed great promise 

in cancer treatment by revitalizing antitumor responses that are mostly inhibited in tumors 

through the development of immunosuppressive microenvironments. However, a significant 

percentage of patients do not respond, which shows that much remains to be understood 

regarding the immune microenvironment in each type of cancer and how it is shaped during 

the carcinogenic process. The overall purpose is that the understanding of the immune 

microenvironment translates into strategies applicable to clinical practice so that more 

patients benefit from these novel therapies. Since chronic inflammation triggered by 

Helicobacter pylori infection is one of the defining factors in GC genesis, it is important to 

elucidate the impact of this infection on the expression of immunoregulatory molecules that 

contribute to immunosuppressive microenvironments and, therefore, may eventually become 

therapeutic targets for immunotherapy. In this study, gene expression of eight 

immunoregulatory molecules was analyzed in GC cell lines exposed to different strains of 

H. pylori. It was observed that the bacterium induces the expression of these molecules, 

mainly PD-L1, PVR, ICOSL, TNFRSF14 and TNFRSF9, which was dependent on the Cag 

Pathogenicity Island. In addition, in a mouse model, H. pylori infection of the gastric mucosa 

prompted an increase in the number of PD-L1 positive infiltrating immune cells as well PD-

1 positive infiltrating immune cells. Also, the gene expression of immunoregulatory 

molecules PVR/TIGIT, ICOSL/ICOS, TNFRSF14/BTLA, and TNFRSF9 was analyzed in 

tumor tissue of patients with GC and it was determined that the expression of these molecules 

is greater than the expression of PD-L1/ PD-1, the immunoregulatory axis that currently has 

inhibitors approved for clinical use in various types of cancer, including GC. In conclusion, 

the results of this study suggest that several immunoregulatory molecules that contribute to 

the generation of immunosuppressive microenvironments in cancer are induced in gastric 

mucosa upon H. pylori infection. The main implication of this is that the infection would be 

favoring the very early establishment of an immunosuppressive microenvironment, which 

would facilitate progress in the sequence of pre-malignant lesions that culminates in GC. 

Likewise, the results suggest that other immunoregulatory molecules than PD-L1/PD-1 could 

contribute to a greater extent to the immunosuppression of the gastric (pre)tumor 

microenvironment and, eventually, these could be considered as new therapeutic targets for 

GC immunotherapy. 
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Introducción 

Cáncer gástrico y la infección por H. pylori 

El cáncer gástrico (CG) es una enfermedad de alta incidencia a nivel mundial (1). A pesar de 

su gran heterogeneidad molecular, tradicionalmente los abordajes terapéuticos utilizados en 

la clínica para el tratamiento del CG son enfoques uniformes, en parte debido a que las 

opciones son limitadas (2). Esto, junto con otros factores como el diagnóstico tardío, lo han 

posicionado como el cuarto tipo de cáncer más mortal a nivel mundial (1). Estas estadísticas 

son reflejadas en Costa Rica, donde el CG es el cuarto en incidencia y el segundo en 

mortalidad (Figura 1). Además, la relación entre incidencia y mortalidad evidencia que, 

aunque mueren más pacientes por cáncer de mama que por CG en el país, la sobrevida es 

mucho menor para los pacientes diagnosticados con CG que para los de cáncer de mama 

(Figura 1). De hecho, la tasa de supervivencia a 5 años para CG en la mayoría de los países 

es menor al 30% (3). Desafortunadamente, los programas de tamizaje masivo que permiten 

una detección temprana y por consiguiente un mejor pronóstico, como los aplicados en Japón 

(4,5), uno de los países con mayor incidencia de CG, no son costo-efectivos en la mayoría 

de los países en vías de desarrollo (6). No obstante, el ejemplo japonés demuestra que la 

prevención primaria y secundaria son las mejores opciones que existen para reducir la 

mortalidad por CG en países con alta incidencia como Costa Rica. De hecho, el Centro de 

Detección Temprana de Cáncer Gástrico del Hospital Max Peralta en Cartago, creado como 

una réplica del método japonés, así lo evidencia (7). 

 

El CG es un grupo heterogéneo de enfermedades, las cuales presentan características 

histológicas distintas. Más del 90% de los CG son adenocarcinoma gástrico (ACG) (6). La 

clasificación más utilizada para el ACG es el sistema de clasificación histológica de Laurén 

que tiene tres categorías: intestinal, difuso y mixto (8). El ACG de tipo intestinal es el más 

prevalente en áreas de alto riesgo (9). Sin embargo, en los últimos 50 años existe una 

tendencia a la disminución en su incidencia a nivel mundial (1,6,9). Por el contrario, el ACG 

de tipo difuso es más prevalente en áreas de bajo riesgo y su incidencia a nivel mundial 

también ha sufrido una disminución, aunque menos marcada (9). Otro parámetro utilizado 

para clasificar el ACG es el sitio anatómico; este puede estar localizado en la parte proximal 
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o en la parte distal del estómago (3). Las tres categorías histológicas se pueden presentar en 

ambos sitios anatómicos (8). 

 

En el 2014, se propuso un esquema de clasificación basado en aspectos moleculares (10). 

Esta clasificación divide el ACG en cuatro subtipos: [1] tumores positivos por virus de 

Epstein-Barr (EBV, por sus siglas en inglés), en los cuales son características las mutaciones 

en el gen PIK3CA, la hipermetilación del ADN y la amplificación de los genes JAK2, 

PDCD1L1 y PDCD1L2; [2] tumores con inestabilidad microsatelital (MSI, por sus siglas en 

inglés), los cuales tienen tasas mutacionales elevadas; [3] tumores genómicamente estables, 

que son comunes en la variante histológica difusa y en los cuales son características las 

mutaciones de RHOA o fusiones que involucran a la familia de proteínas RHO con actividad 

GTPasa; y [4] tumores con inestabilidad cromosomal, con una marcada aneuploidía y 

amplificación focal de receptores de tirosina quinasa. Aunque la clasificación molecular no 

se emplea con fines clínicos, ha sido muy útil para comprender aspectos sobre la etiología y 

el pronóstico, e incluso sobre la respuesta al tratamiento. 

 

 

Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en el 2020 de los 5 tipos 

de cáncer más incidentes en Costa Rica para ambos sexos y todas las edades (11). 

 

La patogénesis del ACG difiere dependiendo del subtipo histológico. En el caso del ACG de 

tipo intestinal, los eventos que se dan en la carcinogénesis están bien descritos y se conocen 
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como la Cascada de Correa (12–14). Esta comienza con la colonización de la mucosa gástrica 

por la bacteria Helicobacter pyori, la cual, en conjunto con factores ambientales como la 

dieta y el estilo de vida, desencadenan una reacción inflamatoria prolongada que resulta en 

una gastritis crónica. En algunos individuos, la inflamación crónica progresa a gastritis 

atrófica multifocal, posteriormente a metaplasia intestinal, displasia y, finalmente, a un ACG 

invasivo. Por el contrario, la patogénesis del ACG de tipo difuso está muy poco comprendida 

ya que no hay lesiones precancerosas claramente identificables. Sin embargo, anomalías 

genéticas en factores de adherencia celular como la E-cadherina y la infección por H. pylori 

se han descrito como factores asociados con su desarrollo (15). En la génesis del ACG de 

tipo difuso no es indispensable que haya inflamación crónica, por lo que se cree que los 

mecanismos por los cuales la bacteria induce malignidad en este tipo de ACG son diferentes 

a los del ACG de tipo intestinal (16). 

 

H. pylori es un bacilo flagelado Gram negativo con forma de hélice que cuenta con varios 

factores de virulencia, los cuales le permiten sobrevivir en el ambiente hostil del estómago, 

infectar las glándulas gástricas, evadir el sistema inmunológico e inducir alteraciones 

morfológicas y moleculares que contribuyen a la transformación de células epiteliales. Uno 

de los factores de virulencia más destacados es la citotoxina CagA (cytotoxin-associated gene 

A) asociada con cambios en el citoesqueleto celular, disrupción de las uniones intercelulares, 

estimulación de proliferación celular, inhibición de apoptosis e inducción de genes asociados 

a inflamación a través de la activación sostenida del factor de transcripción NF-κB (16–18). 

De hecho, las cepas CagA positivas usualmente están asociadas con respuestas inflamatorias 

más prevalentes y, consecuentemente, con mayor daño a la mucosa gástrica (17). Esta 

citotoxina es considerada una oncoproteína (19) y está codificada por un gen que se encuentra 

en una región del genoma llamada la Isla de Patogenicidad Cag (CagPAI, por sus siglas en 

inglés) (20). Dicha región también codifica por el Sistema de Secreción de tipo IV que 

inyecta a CagA directamente en el citoplasma de las células epiteliales gástricas (20). A pesar 

de la fuerte respuesta inmunitaria que se genera contra esta bacteria, H. pylori tiene la notable 

capacidad de persistir durante mucho tiempo en la mucosa gástrica (incluso de por vida en 

ausencia de tratamiento), para lo cual modula y evade activamente la respuesta del huésped, 

que conlleva al establecimiento de una infección crónica (18). Esta infección crónica da como 
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resultado una profunda alteración del microambiente de la mucosa gástrica donde la 

inflamación y el daño persisten en el tiempo, lo que eventualmente provoca que las células 

experimenten una transformación maligna (18). 

 

Ante la evidencia científica existente en torno al papel de H. pylori en la carcinogénesis del 

ACG, la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó en el 1994 a esta bacteria como 

un carcinógeno de tipo I (21). Intrigantemente, la mayoría de los individuos infectados se 

mantienen asintomáticos o desarrollan otras patologías diferentes de ACG (22). Los factores 

que probablemente determinan los distintos desenlaces clínicos de la infección son el tipo de 

cepa de H. pylori, la respuesta del hospedero ante la infección y los factores ambientales 

como estilo de vida y co-infecciones. Es claro que las cepas más virulentas de H. pylori 

(CagPAI+, CagA+) desencadenan una respuesta inflamatoria más fuerte que se asocia a un 

riesgo mayor de ACG (23,24). Por otra parte, algunas variantes polimórficas de genes que 

codifican para citoquinas que son importantes en la respuesta inmunitaria hacia la bacteria se 

han relacionado con un mayor riesgo de ACG (25). También, la alta ingesta de irritantes de 

la mucosa gástrica aumenta el riesgo de ACG (26). Por último, se ha propuesto que el EBV 

es un factor etiológico importante en los ACG, principalmente en aquellos localizados 

proximalmente (cardias y el fondo del estómago) (27). Se especula, entonces, que la 

evolución clínica de la infección por H. pylori depende de la combinación de los factores 

mencionados; sin embargo, las interacciones entre todos estos son muy complejas por lo que 

todavía queda mucho por dilucidar sobre la patogénesis del ACG. 

 

El microambiente tumoral inmunosupresor 

Conforme un tumor se va estableciendo, se dan una serie de eventos que repercuten en la 

dinámica evolutiva y ecológica de las células (pre)tumorales, lo cual también impacta la 

composición del entorno tisular en el que se encuentran estas células. Dentro de este entorno 

se encuentran las células inmunológicas que, en un principio, fueron reclutadas para detener 

el progreso tumoral; sin embargo, las células transformadas van modulando gradualmente el 

infiltrado inmunológico hacia un perfil tolerante o supresor (28,29). Este microambiente 

tumoral inmunosupresor está conformado por varios tipos de células y moléculas que no sólo 

“no atacan” el tumor, si no que en muchos casos colaboran activamente con el 
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establecimiento y el crecimiento de las células malignas, es decir, tienen un carácter pro-

tumoral. Dentro de estas células destacan cuatro poblaciones: las células mieloides 

supresoras (MDSCs, por sus siglas en inglés), los macrófagos asociados a tumores (TAMs, 

por sus siglas en inglés), los linfocitos T CD4+ reguladores (Tregs) y los linfocitos T CD8+ 

en estado de agotamiento (conocidas como exhausted T cells) (30,31). Este trabajo se enfoca 

en las últimas dos, que corresponden a las poblaciones supresoras de linaje linfoide. 

 

Los Tregs corresponden a una pequeña fracción (5-10%) de todos los linfocitos T CD4+ 

circulantes (32). En circunstancias normales, su función principal es mantener la tolerancia 

periférica mediante la secreción de citoquinas inmunosupresoras, como la interleuquina 10 

(IL-10) y el factor de crecimiento tumoral β (TGF-β, por sus siglas en inglés), así como la 

interrupción de la activación de linfocitos T efectores (Teffs); todo lo anterior con el fin de 

mantener la homeostasis y evitar el desarrollo de enfermedades autoinmunes (33). Sin 

embargo, cuando forman parte del microambiente tumoral, las acciones supresoras de los 

Tregs generalmente contribuyen al escape de las células tumorales, evitando que sean 

reconocidas y eliminadas por el sistema inmunológico (34). De hecho, la infiltración por 

Tregs se ha asociado a un mal pronóstico en varios tipos de cáncer (35). Al igual que los 

demás linfocitos T, los Tregs pueden tener diferentes grados de activación, por lo que en 

muchos casos la sola presencia de Tregs infiltrantes no es suficiente para conferir un mal 

pronóstico, lo cual resalta la importancia de caracterizar las poblaciones de Tregs infiltrantes 

para así entender el papel que están ejerciendo en el microambiente tumoral. 

 

Los linfocitos T CD8+ en estado de agotamiento se caracterizan por la alta expresión de unas 

moléculas inmunorreguladoras con función co-inhibidora conocidas como immune 

checkpoints o puntos de control inmunitario (PCI). En condiciones fisiológicas normales, la 

expresión de PCI es inducida posterior a una activación inflamatoria, ejerciendo así un papel 

de reguladores negativos de las señales co-estimuladoras de la respuesta inmunológica; esto 

con el fin de evitar respuestas exacerbadas y mantener el equilibrio homeostático (36). En el 

contexto tumoral, se ha comprobado que los PCI están comúnmente sobreexpresados, tanto 

en células cancerosas como en células no neoplásicas del microambiente tumoral (37). Esto 

se asocia con la persistencia de un estímulo inmunológico, similar a lo que ocurre en una 
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infección crónica (38). La sobreexpresión de PCI favorece la activación de vías de 

señalización que ejercen regulación negativa a nivel local, lo cual les confiere a las células 

cancerígenas la capacidad de evadir al sistema inmunológico. Típicamente, los receptores de 

los PCI se expresan en la membrana de linfocitos T CD8+ que se encuentran en un estado de 

agotamiento, mientras que sus ligandos son expresados en la membrana por células 

presentadoras de antígenos (APC, por sus siglas en inglés) o células cancerígenas y, en 

algunos casos, son secretados al espacio extracelular. La interacción entre receptores y 

ligandos inactiva la función de los linfocitos T CD8+ por medio de tres mecanismos: 1) el 

secuestro de ligandos co-estimuladores, 2) la modulación de los mediadores intracelulares 

del receptor del linfocito T y sus co-estimuladores y 3) la inducción de la expresión de genes 

relacionados con la supresión del sistema inmune (38). Los dos últimos mecanismos se 

desencadenan a través de motivos intracelulares que se encuentran en diferentes PCI: los 

motivos de inhibición de inmunorreceptores basados en tirosina (ITIM, por sus siglas en 

inglés) y los motivos de cambio del inmunorreceptor basados en tirosina (ITSM, por sus 

siglas en inglés) (39,40). 

 

Un estudio en el que se caracterizó el panorama unicelular de linfocitos T infiltrantes 

mediante secuenciación de ARN de una sola célula de 21 tipos de tumores, reveló que hay 

distintas rutas celulares que llevan al estado terminal de agotamiento de linfocitos T (Tex) 

(41). Según sus resultados, en la mayoría de los cánceres, los Tex derivan principalmente de 

dos tipos de poblaciones de linfocitos T de memoria (Tm): los linfocitos T de memoria 

efectores (Tem) o los linfocitos T de memoria residentes en tejidos (Trm), sin embargo, en 

ciertos tipos de cáncer existe una asociación de los Tex con otros tipos de células. Por 

ejemplo, en CG encontraron que los Tex comparten la expresión de genes asociados con 

linfocitos T CD4+ de tipo Th17 y linfocitos T CD8+ de tipo Tc17. 

 

Si bien los PCI y el estado de agotamiento se describieron clásicamente para linfocitos T 

CD8+, en la actualidad sabemos que estas moléculas también cumplen una función 

reguladora en las otras células linfoides citotóxicas: las células NK (42). Además, el término 

agotamiento se ha extrapolado a Teffs CD4+ con alta expresión de PCI, los cuales también 

experimentan una disminución en sus funciones efectoras, entre ellas la producción de 
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citoquinas y el otorgamiento de la licencia para que las células dendríticas maduras activen 

linfocitos T CD8+ vírgenes (43). Por ende, estas poblaciones en estado de agotamiento 

impiden que se desarrolle una respuesta anti-tumoral adecuada. Por otro lado, en la 

subpoblación de linfocitos T CD4+ con función reguladora, los Tregs, la alta expresión de 

PCI generalmente se asocia con un incremento de su actividad supresora (34,44,45). Además, 

la presentación antigénica a linfocitos T CD4+ vírgenes en presencia de la interacción de 

algunos PCI se ha asociado con la diferenciación hacia Tregs (46). De manera que los PCI 

también influyen en la inducción y el mantenimiento de los mecanismos supresores de los 

Tregs en el microambiente tumoral. 

 

A continuación, se describen algunas de las moléculas inmunorreguladoras de células 

linfoides más estudiadas que contribuyen al establecimiento de un microambiente tumoral 

inmunosupresor (ver Anexo 1 para nombres completos y sinónimos). También, se resumen 

las publicaciones que las relacionan con CG. 

 

PD-1/PD-L1 

El receptor PD-1 fue descrito en 1992 por un grupo de investigadores de la Universidad de 

Kyoto liderado por Tasuku Honjo que realizaba estudios sobre apoptosis de linfocitos T 

autorreactivos en el timo, de ahí que su nombre completo es “proteína de muerte celular 

programada 1” (47). Sin embargo, años más tarde, se descubrió que esta proteína es 

expresada en linfocitos T y B posterior a la estimulación antigénica y que su función no está 

relacionada con muerte celular, si no con eventos secundarios a la activación de los receptores 

de estos linfocitos (48). Hasta 1999, año en que se reportó por primera vez su ligando PD-

L1, se reconoce a PD-1 como un receptor co-inhibitorio de Teffs que cumple esta función a 

través de sus dominios intracelulares ITIM y ITSM (49–51). En la actualidad, se conoce que 

PD-1 también es expresado en otras células inmunológicas como células NK y células 

mieloides, mientras que PD-L1 se puede expresar en APC, linfocitos y varios tipos de células 

no inmunológicas como las endoteliales, epiteliales y tumorales (48,52). La expresión de PD-

L1 en células tumorales puede ser inducida mediante dos maneras: 1) la expresión 

oncogénica constitutiva, que se da a partir de cambios (epi)genéticos que aumentan la 

expresión ya sea del locus que alberga PD-L1 o de otros loci que codifican por moléculas 
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involucradas en la señalización que desencadena la inducción de la expresión de PD-L1, y 2) 

la expresión adaptada, que se da como respuesta al microambiente tumoral, ya sea por la 

infiltración de linfocitos T activados, la presencia de citoquinas pro-inflamatorias o por 

condiciones adversas como la hipoxia (48,53). 

 

En general, la función inmunosupresora del eje PD-1/PD-L1 en el microambiente tumoral es 

la de un PCI clásico: la interacción de PD-1 en la membrana de Teffs CD4+ o CD8+ con PD-

L1 en APC o células tumorales induce un estado de agotamiento (48). Esta misma interacción 

puede conducir a la diferenciación de un linfocito T CD4+ virgen en Treg y al mantenimiento 

de las funciones inmunosupresoras de Tregs previamente diferenciados (46). En los últimos 

años, se ha destacado el papel inmunosupresor de estas moléculas en el microambiente 

tumoral. La expresión de PD-1 en linfocitos T infiltrados y/o la expresión de PD-L1 en 

células tumorales y APC ha sido correlacionada con mal pronóstico en muchos tipos de 

cáncer, incluyendo el CG (52–54). Algunos autores también han demostrado que en ciertos 

tumores los Tregs que tienen una alta expresión de PD-1 (PD-1high) pueden entrar en un 

estado disfuncional similar al agotamiento (exhaustion-like), lo cual implica la inhibición de 

las funciones supresoras de los Tregs, es decir, favorece la respuesta anti-tumoral (43,55,56). 

Entonces, todavía no está del todo claro el papel que cumple PD-1 en Tregs, aunque algunos 

autores sugieren que PD-1 modula el umbral de activación de estas células, lo que 

posiblemente depende de los niveles en que se expresa (57). 

 

El eje PD-L1/PD-1 es el más estudiado en el contexto del CG. La prevalencia de ACG 

positivo para PD-L1 se encuentra entre 30-90%, dependiendo de la población estudiada (58–

71). Existe un número considerable de publicaciones que han estudiado la posible correlación 

de PD-L1 con parámetros clínicopatológicos. En síntesis, la expresión de PD-L1 es 

significativamente más prevalente en ACG con las siguientes características: 1) tipo 

histológico difuso (72,73), 2) positivo para EBV (2,10,58–62,72–74), 3) con MSI y/o 

deficiencia del sistema de reparación de apareamiento erróneo de bases nitrogenadas (MMR, 

por sus siglas en inglés) (2,59,61,62,75–77), 4) con mutaciones en PIK3CA (58,61,78), 5) en 

estado avanzado (75,79,80) y 6) con metástasis en nódulos linfáticos (61,77,80,81). En 
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cuanto a su potencial como factor pronóstico, no existe consenso en la literatura. No obstante, 

algunos polimorfismos del gen de PD-L1 se asocian con mejor sobrevida (82). 

 

CTLA-4 

CTLA-4 fue el primer co-inhibidor descrito (83) que interactúa con moléculas de la familia 

B7; su expresión se limita principalmente a linfocitos T (52). Ejerce su función como PCI al 

interactuar con B7-1 o B7-2 en la membrana de las APC impidiendo que estas moléculas 

interactúen con el receptor co-estimulador CD28, es decir, actúa como un secuestrador de 

ligandos co-estimuladores (84). Esto se da porque CTLA-4 tiene mayor afinidad por B7-1 y 

B7-2 que el receptor CD28 (52). CTLA-4 se expresa principalmente de manera constitutiva 

en Tregs, funcionando como uno de sus principales mecanismos supresores de linfocitos T 

y, además, su expresión puede ser inducida en Teffs posterior a su activación, regulando 

negativamente dicha activación (85–87). En CG, se ha descrito que CTLA-4 se expresa 

ampliamente en tejido tumoral en comparación con tejido no tumoral adyacente y que su 

expresión puede inducir angiogénesis (52). 

 

TIGIT/PVR 

PVR es un miembro de la familia de las nectinas que, en general, tiene una baja o nula 

expresión en tejidos sanos, pero se encuentra sobreexpresado en muchos tipos de cáncer (88), 

tanto en células tumorales como en células mieloides y dendríticas (45,89). En un inicio, esta 

familia de proteínas fue involucrada en procesos de adhesión celular, invasión, migración y 

proliferación que contribuyen a la progresión tumoral; más recientemente, se ha reconocido 

el papel de PVR y otras moléculas de esta familia como inmunorreguladores (88). PVR puede 

actuar como un ligando activador o inhibidor, dependiendo de si interactúa con CD226 o con 

TIGIT, respectivamente (44,88,90). TIGIT es un receptor co-inhibitorio que se expresa en la 

membrana de linfocitos T y células NK y puede interactuar con varios ligandos, siendo PVR 

el ligando con mayor afinidad (44). Cuando PVR y TIGIT interactúan, el agotamiento de las 

células linfoides que expresan TIGIT se da tanto por la señalización de sus dominios 

intracelulares como por el secuestro de PVR para que este no interactúe con el receptor co-

estimulador CD226 (44,45,89). Además, esta interacción permite un flujo bidireccional de 

señales que modula la secreción de citoquinas hacia un perfil inmunosupresor por parte de la 
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célula que expresa PVR (44,45,89). Por otro lado, los Tregs positivos para TIGIT se han 

asociado al microambiente inmunosupresor tumoral porque tienen una mejor capacidad 

supresora (44,45). 

 

En CG se ha descrito que la expresión de TIGIT en linfocitos T CD8+ infiltrantes es elevada 

(90,91). Aunado a esto, se ha demostrado que la alta expresión de PVR y de TIGIT en CG 

está asociada con un mal pronóstico (91,92). También, en un estudio, se observó que el 

aumento en la expresión de TIGIT en linfocitos T CD8+ infiltrantes posterior al tratamiento 

con ciertas quimioterapias está estrechamente asociado con la recurrencia del CG (91). 

 

B7-H3 

B7-H3 es un miembro de la familia de moléculas inmunorreguladoras B7, al igual que PD-

L1. En condiciones fisiológicas, la expresión proteica de B7-H3 es infrecuente, en niveles 

bajos y se limita a ciertos tipos de células inmunológicas en su estado de activación, como 

células NK, linfocitos B, linfocitos T, monocitos y células dendríticas (52,93). La mayoría 

de los estudios han demostrado que esta molécula tiene un rol predominantemente inhibidor 

sobre los linfocitos T, sin embargo, a la fecha, todavía no está claro cuál es su receptor de 

membrana en linfocitos T humanos (52,93). Por otro lado, algunos estudios sugieren que B7-

H3 puede activar vías de regulación positivas si es reconocido por un receptor diferente, 

también desconocido, aunque ninguno de estos estudios es realmente concluyente (52,93). A 

pesar de ser tan pobremente expresada en tejidos sanos, la expresión de B7-H3 en células 

tumorales es considerablemente alta en varios tipos de cáncer, por lo que esta molécula se ha 

llegado a clasificar como un antígeno tumoral (54). 

 

En CG, la expresión de B7-H3 es considerablemente mayor en comparación con tejido 

gástrico normal y se ha asociado con la capacidad de invasión y metástasis, la inhibición de 

la apoptosis, baja densidad de linfocitos T CD8+ y con mal pronóstico, aunque hay algunos 

estudios con resultados contradictorios (52,54,93–98). 

 

 

 



11 

 

 

ICOS/ICOSL 

ICOS es una molécula con función co-estimuladora cuya expresión es inducida ante la 

activación de linfocitos T (de ahí su nombre Inducible T Cell Costimulator). Su ligando, 

ICOSL, se expresa constitutivamente en APC (principalmente en las células dendríticas 

plasmacitoides), en células mieloides y en gran variedad de otras células somáticas, incluidas 

las células tumorales (52,99). En general, la interacción de ICOS con ICOSL se ha descrito 

como un desencadenante de vías de señalización que llevan a la activación de Teffs y Tm, 

tanto CD8+ como CD4+; sin embargo, la expresión de ICOS también puede ser inducida en 

Tregs, lo cual potencia su función inmunosupresora (52,99). Las células dendríticas 

plasmacitoides tienen una capacidad inmunomoduladora más débil como APC que las 

células dendríticas convencionales, por lo que se relacionan con varios procesos de 

inmunotolerancia y con la activación de Tregs (100,101). En síntesis, a nivel del 

microambiente tumoral, el eje ICOS/ICOSL puede estimular o suprimir la respuesta anti-

tumoral según la célula en la que se expresen estas moléculas. 

 

Algunos estudios en CG han reportado una baja expresión de ICOSL en comparación con 

tejido de pacientes con otro tipo de patologías gástricas (102). Un estudio reporta una mayor 

expresión de ICOS que de la molécula co-estimuladora B7-1 en biopsias de pacientes con 

CG (103). Otras investigaciones en CG han demostrado que la alta cantidad de Tregs ICOS+ 

infiltrantes correlaciona con estados avanzados (100,104) o un mal pronóstico (101,105). 

 

BTLA/TNFRSF14 

TNFRSF14 es una molécula que se expresa en gran variedad de células: linfocitos T, 

linfocitos B, monocitos, células dendríticas, neutrófilos, células NK y células no 

hematopoyéticas (106). Esta se ha descrito como un “switch molecular” porque tiene la 

capacidad de participar como receptor o ligando en señalizaciones co-activadoras o co-

inhibitorias, las cuales van a depender de la célula en la que se exprese y la molécula con la 

que está interactuando. Cuando TNFRSF14 se expresa en la membrana de linfocitos T 

funciona como un receptor que puede recibir dos tipos de señales: la unión con las citoquinas 

TNFSF14 (LIGHT) o TNFSF1 (linfotoxina-α) activa una vía de señalización co-

estimuladora que contribuye a la proliferación y activación de la célula (107,108), mientras 
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que la unión con BTLA, expresado en la membrana de células dendríticas en el contexto de 

la presentación antigénica, desencadena una vía de señalización que induce a la 

diferenciación hacia Tregs (109,110). Cuando TNFRSF14 se expresa en la membrana de 

otros tipos celulares, este funciona como un ligando para BTLA, expresado en la membrana 

de linfocitos T durante la sinapsis inmunológica; esta interacción genera señales co-

inhibidoras a través de los motivos citoplasmáticos ITIM e ITSM de BTLA, actuando 

entonces como PCI y contribuyendo al agotamiento de linfocitos T (107,108,111,112). 

 

Se ha descrito que varios tipos de cáncer presentan una alta expresión de TNFRSF14 y BTLA 

(106,112) y el CG no es una excepción. Un estudio con muestras de pacientes con estados 

avanzados demuestra que TNFRSF14 y BTLA están significativamente elevados en tejido 

tumoral en comparación con tejido gástrico de individuos sanos (113,114). Otros estudios 

han asociado la alta expresión de estas moléculas en el microambiente tumoral con un mal 

pronóstico (114,115). 

 

TNFRSF9/TNFSF9 

La superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral (TNFSF, por sus siglas en inglés) se 

caracteriza por desencadenar vías de señalización co-estimuladoras y de supervivencia a 

través de sus receptores (TNFRSF), cuya expresión es inducida en células inmunológicas tras 

su activación (116). El receptor TNFRSF9 se puede expresar en linfocitos T, células NK, 

mastocitos y neutrófilos, mientras que su ligando, el TNFSF9, se expresa en APC, linfocitos 

T, células NK, mastocitos e, inclusive, en células no inmunológicas; de manera que, la 

interacción receptor-ligando puede mediar la comunicación entre diversos tipos de células 

(116). Al igual que la interacción ICOS/ICOSL, la interacción de TNFRSF9 en la membrana 

de linfocitos T con su ligando induce señalización co-estimulatoria, lo cual se cumple tanto 

en la población de Teffs (116) como en las poblaciones de Tregs, en las cuales TNFRSF9 se 

ha relacionado con señalización proliferativa y actividad supresora (117–119). De esta 

manera, a nivel del microambiente tumoral, TNFRSF9 puede tener un rol anti- o pro-tumoral 

dependiendo del tipo de linfocitos T que lo expresen. 
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Recientemente, se ha descrito que TNFRSF9 se expresa preferiblemente en Tregs 

intratumorales en comparación con otros tipos de linfocitos T que infiltran los tumores (e.g. 

Teffs) o con poblaciones de Tregs fuera del tumor (117,120–124). También, se ha visto que 

una alta infiltración de Tregs TNFRSF9+ en el microambiente tumoral se asocia con un mal 

pronóstico (117,119,122,125). Un estudio que caracterizó mediante secuenciación de ARN 

en células únicas (single cell RNA sequencing) los linfocitos T infiltrantes en 21 tipos 

diferentes de tumores, incluido el CG, determinó que, de la población CD4+, los Tregs 

TNFRSF9+ fueron las células más frecuentemente catalogadas como potencialmente 

“tumor-reactivas”, un parámetro que establecieron tomando en cuenta distribución en el 

tejido, fenotipos transcripcionales, proliferación y expansión clonal (41). Al analizar la 

trayectoria funcional que toman las células para adquirir este fenotipo, Zheng et al. indican 

que los Tregs hacen una transición gradual de un estado de reposo TNFRSF9– hacia un 

estado activado TNFRSF9+, pasando por un estado intermedio que expresa genes inducidos 

por interferones de tipo I (41). 

 

LAG3/Gal-3 y TIM3/Gal-9 

Las galectinas son una familia de lectinas solubles con uno o más dominios de 

reconocimiento de carbohidratos, que se expresan ampliamente en varios tipos de células y 

tienen funciones tanto a nivel intracelular como extracelular (126). En el espacio extracelular, 

las galectinas interactúan con receptores que contienen diferentes grados de modificación de 

oligosacáridos y algunas de estas interacciones regulan la activación de células 

inmunológicas (126). Gal-3 y Gal-9 inducen señalización co-inhibitoria cuando son 

reconocidas por los receptores LAG3 y TIM3 en la membrana de Teffs, respectivamente 

(54). Por lo tanto, ambos funcionan como PCI a pesar de que ninguno tiene los dominios 

citoplasmáticos ITIM o ITSM característicos de moléculas co-inhibidoras (127). La 

expresión de LAG3 y TIM3 en Tregs se asocia con mayor capacidad inmunosupresora (127). 

De esta manera, la interacción de estos receptores en linfocitos T con las respectivas 

galectinas solubles en el microambiente tumoral puede atenuar la respuesta anti-tumoral 

(54,126). En CG, se ha descrito el aumento en la expresión de Gal-9 y TIM3 y, en ambos 

casos, esto se ha asociado con un mal pronóstico (128,129) 
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Inmunoterapia en cáncer 

Tradicionalmente, los tratamientos utilizados en un paciente con cáncer se han enfocado 

mayoritariamente en remover o eliminar las células cancerígenas mediante cirugía, 

radioterapia, quimioterapia o la combinación de estas. No obstante, muchos de los pacientes 

recaen o no obtienen mayor beneficio en términos de sobrevida y calidad de vida. Lo anterior 

denota la relevancia de buscar formas novedosas de tratar el cáncer, o refinar las estrategias 

existentes. 

 

El conocimiento que se tiene en la actualidad sobre el inicio, la promoción y la progresión 

de un tumor, así como el desarrollo de técnicas para la producción de anticuerpos 

monoclonales, ha revolucionado la forma de tratar el cáncer. Por un lado, la descripción de 

la heterogeneidad celular y molecular de las células tumorales entre pacientes con un mismo 

tipo de cáncer, e incluso dentro de un mismo tumor, ha conllevado a la aplicación de la 

oncología de precisión, cuya premisa es hacer una caracterización a nivel celular y molecular 

del tumor del paciente, con el fin de elegir la estrategia terapéutica que tiene mayor 

probabilidad de ser eficaz para cada individuo. Por otro lado, el haber comprendido que el 

microambiente tumoral es trascendental para el crecimiento de las células cancerígenas y la 

formación de un tumor maligno trajo como consecuencia el desarrollo de terapias avocadas 

a manipular el microambiente tumoral con el fin de obstaculizar su función pro-tumoral. 

Dentro de este grupo de estrategias terapéuticas destaca la inmunoterapia, que engloba varios 

tratamientos cuyo objetivo es la estimulación de la respuesta inmune anti-tumoral (130). Este 

enfoque terapéutico es sustentado por varios estudios que han demostrado que el alcance de 

la reacción inmunológica local contra el tumor correlaciona de forma robusta con un mejor 

pronóstico (131). Estos novedosos tratamientos han logrado aumentar la sobrevida de los 

pacientes con cáncer, generando respuestas muy eficaces y duraderas (89). 

 

En cualquier contexto tisular, el establecimiento de un microambiente proinflamatorio vs. un 

microambiente inmunosupresor depende del balance global entre vías reguladoras co-

estimuladoras (o activadoras) y co-inhibitorias (o supresoras) que son desencadenadas tanto 

en las células inmunológicas infiltrantes como en otras células de ese microambiente. 

Teniendo en cuenta lo anterior, una de las estrategias de la inmunoterapia actualmente 
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utilizada se basa en el uso de anticuerpos monoclonales para manipular las vías reguladoras 

inmunitarias con el fin de revitalizar o generar de novo respuestas inmunitarias de memoria 

que ataquen el tumor y, además, que estas células inmunitarias reconozcan a largo plazo las 

células tumorales circulantes, diseminadas o residuales que expresan antígenos asociados o 

específicos del tumor y así evitar recaídas (99). Dependiendo de la vía que se quiera 

manipular, se pueden utilizar anticuerpos que bloqueen la interacción entre receptor-ligando 

o anticuerpos agonistas que estimulen la activación de receptores. 

 

En el marco de esta estrategia, los anticuerpos monoclonales que a la fecha han demostrado 

tener un gran potencial terapéutico son los que funcionan como bloqueadores de puntos de 

control inmunitario (BPCI), es decir, que bloquean vías co-inhibitorias (132). Los primeros 

BPCI utilizados en la clínica son los que se dirigen contra CTLA-4 o PD-1/PD-L1. Estos han 

mostrado ser altamente exitosos en diferentes estudios en fase clínica y, a la fecha, están 

aprobados en varios tipos de cáncer, incluyendo el ACG (133–135).  En el 2017, la FDA 

(Food and Drug Administration) aprobó el uso de Pembrolizumab, un anticuerpo monoclonal 

dirigido contra PD-1, en pacientes con ACG avanzado o recurrente que expresen PD-L1, lo 

cual se basó en los resultados del ensayo clínico KEYNOTE-059 (136). Asimismo, en Japón, 

los resultados de los ensayos clínicos ONO-4538 y ATTRACTION-2 permitieron la 

aprobación de la administración de Nivolumab, también dirigido contra PD-1, para el 

tratamiento de pacientes con ACG avanzado que progresa después de la terapia 

quimioterapéutica sistémica estándar, sin importar el estatus de expresión de PD-L1 (137). 

 

Este gran potencial que tienen los PCI como blanco terapéutico en cáncer ha despertado 

mucho interés por el estudio de estas moléculas y, a la fecha, se han descrito gran cantidad 

de PCI, los cuales se pueden consultar en diversas revisiones bibliográficas (37,89,131,138–

140). Paralelamente, cada día surgen más estudios pre-clínicos y clínicos que evalúan el 

bloqueo de estas vías regulatorias en diversos tipos de cáncer (141). Por ejemplo, en varios 

tipos de cáncer, las terapias con anticuerpos anti-TIGIT han demostrado ser eficaces para 

revertir el agotamiento de linfocitos T CD8+ y CD4+ y, además, disminuir la población de 

Tregs en el microambiente tumoral (44). Específicamente en ACG, varios ensayos clínicos 

están evaluando BPCI dirigidos contra PD-1, CTLA-4, LAG-3, TIM-3 y TIGIT (resumidos 
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por Cai et al. (142); para detalles consultar la página web de ensayos clínicos del NIH (143)). 

Cabe destacar que la significancia clínica de la expresión diferencial de estas moléculas 

inmunorreguladoras entre los pacientes no ha sido completamente dilucidada. Es 

fundamental estudiar primeramente los aspectos básicos, como sus perfiles de expresión en 

circunstancias no tumorales, pre-malignas y en los diferentes tipos de cáncer, incluyendo CG, 

y los posibles mecanismos de inducción para eventualmente hacer evaluaciones de su 

relevancia clínica. 

 

Además de las respuestas duraderas, otra gran ventaja de las terapias con los BPCI es que 

provocan pocas reacciones adversas, generalmente manejables clínicamente (89). No 

obstante, estos alcances son parcialmente opacados por el hecho de que solo una fracción 

menor al 50% de los pacientes se benefician de la terapia (89). Esto posiblemente se debe a 

que hay múltiples factores que determinan la eficacia de la terapia, como el estatus de la 

respuesta inmune de cada individuo, características intrínsecas de las células tumorales, el 

microambiente tumoral, e incluso factores ambientales como la composición y diversidad de 

la microbiota intestinal (144). Concretamente, la falta de respuesta al tratamiento con BPCI 

se ha asociado a tumores con: 1) activación redundante de vías de señalización de otros PCI 

sobreexpresados por linfocitos T que no están siendo bloqueados (145,146), 2) poca 

infiltración de Teffs, lo cual implica que si no están presentes, no pueden ser reactivados por 

los BPCI (147), 3) escasez de neoantígenos o antígenos asociados a tumores que puedan ser 

reconocidos por los linfocitos reactivados (144), 4) falta de moléculas de señalización co-

estimuladoras (30) y/o 5) presencia de otras poblaciones celulares supresoras (como Tregs y 

TAMs) o moléculas inmunosupresoras (como IL-10 o TGF-β) que impiden el “des-

agotamiento” de linfocitos T (146,148). En este último punto, es importante resaltar la alta 

infiltración de exhausted-like Tregs (PD-1high) que, al bloquear el eje PD-1/PD-L1, reactivan 

su capacidad proliferativa y sus mecanismos inmunosupresores (34,43,149). Este evento se 

ha descrito en ciertos pacientes con CG avanzado que, al ser tratados con bloqueadores de 

PD-1, evolucionan a un estado de progresión rápida llamado enfermedad hiperprogresiva 

(150). 
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Para superar la resistencia a los BPCI y aumentar la cantidad de pacientes que son 

beneficiados con este tipo de terapias, las prioridades de investigación son dos: por un lado, 

la definición de biomarcadores que permitan establecer un algoritmo para la elección 

adecuada de pacientes que responderán a la terapia y, por otro lado, la combinación de esta 

terapia con otros tratamientos que complementen la manipulación de las vías reguladoras 

inmunitarias en el microambiente tumoral. 

 

Biomarcadores en la terapia con BPCI  

La búsqueda de biomarcadores predictivos de la respuesta a BPCI es indispensable para 

maximizar el control de la enfermedad y a la vez disminuir efectos adversos y costos. Aunque 

la expresión de PD-L1 se ha utilizado como un biomarcador en varios tipos de cáncer, 

incluyendo ACG, su utilidad es cuestionada porque no todos los pacientes que son positivos 

para PD-L1 responden a la terapia e, incluso, algunos pacientes negativos sí responden 

(54,136,137,151–154). Esto puede explicarse por la heterogeneidad intratumoral, la cual 

podría no verse reflejada en una biopsia pues esta representa una pequeña porción de todo el 

tumor. Sin embargo, como se explicó anteriormente, la expresión de PD-L1 puede darse en 

consecuencia a cambios genéticos de las células tumorales independientes del microambiente 

tumoral, por lo que puede haber tumores PD-L1 positivos sin la infiltración de linfocitos 

agotados que reactivar, lo que lleva a la siguiente estrategia de biomarcadores: la 

caracterización de las células inmunológicas infiltrantes en el tumor. Se ha visto que los 

tumores con una alta cantidad de linfocitos infiltrantes, denominados tumores “calientes”, 

tienden a responder mejor a este tratamiento que los tumores con menor cantidad de linfocitos 

infiltrantes, denominados tumores “fríos” (130,155). No obstante, esta caracterización no es 

suficiente para separar con éxito los pacientes que pueden responder de los que no porque, 

más allá de la presencia y cantidad de linfocitos infiltrantes, también es importante conocer 

la distribución espacial y la polarización funcional de esos linfocitos infiltrantes. En este 

sentido, surgen biomarcadores más precisos como la cantidad de linfocitos T (CD3+) 

infiltrantes (147) o, mejor aún, la relación entre Teffs y Tregs (34,56) y la caracterización de 

receptores co-estimuladores y co-inhibidores en estas dos poblaciones celulares a nivel 

tumoral (156). 
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Aunado a lo anterior, varios estudios proponen hacer la caracterización de las poblaciones 

celulares inmunológicas en sangre periférica y utilizar esto como biomarcador predictivo de 

respuesta a terapia con BPCI. Esto sustentado por la evidencia de que la terapia con BPCI no 

actúa únicamente a nivel tumoral, si no que tiene efectos a nivel sistémico que pueden 

contribuir con la activación de una respuesta anti-tumoral efectiva y que los cambios en las 

poblaciones inmunológicas a nivel sistémico posterior a la terapia con BPCI se han 

correlacionado con la eficacia de la terapia (157). 

 

En la actualidad, la MSI es uno de los biomarcadores predictivos más prometedores, ya que 

se asocia con una alta cantidad de neoantígenos en el tumor, lo cual implica una mayor 

inmunogenicidad y, por ende, contribuye al desarrollo de una respuesta anti-tumoral eficaz. 

De hecho, la FDA aprobó el uso de Pembrolizumab en cualquier tumor sólido inoperable o 

metastásico con MSI o deficiencia de MMR, lo cual fue un acontecimiento importante porque 

fue la primera vez que se aprobó un tratamiento en cáncer sin importar su localización 

anatómica u origen. En ACG hay varios estudios que respaldan el uso de MSI como 

biomarcador (136,152,158,159). Interesantemente, en el ensayo clínico NCT02589496, el 

único paciente con MSI que no respondió al tratamiento con Pembrolizumab tenía un patrón 

heterogéneo de MSI (159), lo cual refleja que puede ser importante considerar la 

heterogeneidad intratumoral para la elección de pacientes. Además, este obstáculo puede ser 

superado por medio de la secuenciación del ADN tumoral circulante (ADNtc), lo cual es 

respaldado por un ensayo que incluye 23 tipos de cáncer y reporta que el número de 

mutaciones en ADNtc está positivamente asociado con la respuesta a BPCI (160). 

 

Otros biomarcadores con resultados promisorios en ACG también relacionados con la 

capacidad inflamatoria y la inmunogenicidad tumoral son la presencia del EBV en células 

tumorales (159); la expresión de genes asociados a IFN-γ (161), a inflamación (136,159) y a 

proliferación (159); y la ausencia de expresión de genes asociados a la transición epitelio-

mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) (159). Más recientemente, la infección por H. 

pylori en pacientes con CG se ha propuesto como un posible biomarcador que predice la 

respuesta a BPCI (162–165). Aunque estos biomarcadores han mostrado ser útiles, no son 

suficientes para derivar en el beneficio clínico de todos los pacientes. De aquí radica la 
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importancia de buscar otros biomarcadores para la implementación de terapias 

individualizadas según el perfil de expresión de cada paciente con ACG. 

 

BPCI en combinación con otras terapias 

El objetivo de combinar los BPCI con otro tipo de terapias es contrarrestar las condiciones 

tumorales que desfavorecen el éxito terapéutico (puntualizadas anteriormente). En este 

sentido, se han desarrollado cinco enfoques: 1) bloqueo simultáneo de otros PCI (166), 2) 

terapias que favorezcan la infiltración de linfocitos T a los tumores (30), 3) terapias que 

aumenten la inmunogenicidad del tumor (167), 4) terapias que desencadenen vías de co-

estimulación de Teffs (30) y 5) terapias que disminuyan la cantidad de Tregs infiltrantes en 

el tumor (34). Para cada uno de estos enfoques existen múltiples estrategias que han mostrado 

ser eficaces; aquí profundizaremos únicamente en las últimas dos, que corresponden a la 

manipulación de las poblaciones linfoides intratumorales. 

 

Terapias que desencadenan vías de co-estimulación de Teffs 

El reconocimiento de la importancia de las vías co-inhibitorias de los PCI a nivel del 

microambiente tumoral renovó la atención de la comunidad científica por el estudio de las 

moléculas co-estimuladoras. Esto obedece principalmente a que estas son cruciales para la 

re-activación de los linfocitos infiltrantes de tumores y, como se mencionó anteriormente, el 

bloqueo de PCI no siempre es suficiente, más bien, en ocasiones la falta de respuesta a esta 

terapia se relaciona con la poca señalización en vías de activación. 

 

Las inmunoterapias que se enfocan en activar vías de co-estimulación de Teffs intratumorales 

existen desde hace varios años, incluso antes que los BPCI. Esta estrategia se basa en utilizar 

anticuerpos monoclonales agonistas de los receptores co-estimuladores, como TNFRSF9 y 

ICOS, que no se expresan constitutivamente en estas células, sino que son inducidos post-

activación. Se utilizan como blanco los co-estimuladores inducidos porque, a diferencia de 

los que se expresan constitutivamente, estos están prácticamente restringidos a células 

previamente activadas, lo que disminuye la probabilidad de que los pacientes desarrollen 

enfermedades autoinmunes como efecto secundario (116). A pesar de que se ha documentado 

cierto grado de respuesta a estos anticuerpos agonistas como monoterapia, la principal 
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limitante ha sido que, al ser activadores de linfocitos T, también pueden activar Tregs, los 

cuales, si están infiltrando el tumor, al activarse pueden más bien favorecer la progresión y 

el crecimiento tumoral (99,168). Esto reitera la importancia de la caracterización adecuada 

del microambiente tumoral para definir la mejor estrategia terapéutica. En este sentido, 

parece trascendental definir la cantidad relativa de Tregs en el microambiente tumoral y 

caracterizar los receptores co-estimuladores en los Tregs infiltrantes. Interesantemente, la 

combinación de la terapia con agonistas de los receptores co-estimuladores y BPCI parece 

contrarrestar eficazmente las limitantes de cada una de estas terapias (30), aunque el 

mecanismo exacto que explica este resultado clínico no está del todo claro. Por ejemplo, la 

utilización de ICOS como blanco terapéutico en cáncer ha mostrado una mejor eficacia en 

combinación con el bloqueo de los PCI clásicos, CTLA-4 y PD-1/PD-L1, que como 

monoterapia (99). 

 

Terapias que disminuyan la cantidad de Tregs infiltrando el tumor 

La descripción de los Tregs infiltrantes de tumores con alta expresión de receptores co-

estimuladores sirvió de base para el desarrollo de inmunoterapias con anticuerpos que 

reconozcan estos receptores co-estimuladores, como TNFRSF9 y ICOS, pero en este caso no 

para bloquearlos o activarlos, si no como una forma de dirigir mecanismos de citotoxicidad 

celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) hacia los Tregs y así 

disminuir la cantidad de Tregs infiltrando el tumor (34,99,149,169,170). A este nuevo tipo 

de blancos terapéuticos se les ha denominado recientemente “antígenos del microambiente 

tumoral” (TMAs, por sus siglas en inglés) ya que dirigen el ataque del sistema inmunológico 

hacia antígenos de células no tumorales que forman parte del microambiente tumoral y 

contribuyen de forma activa en la progresión tumoral (169); en este caso específico, los 

Tregs. De nuevo, este enfoque terapéutico solo sería útil si se caracterizan previamente estos 

TMAs en las poblaciones de Tregs infiltrantes de tumores. Esta estrategia también ha 

mostrado aumentar la efectividad de la terapia con BPCI al utilizarse de manera combinada 

(99,117). 

 

Interesantemente, hay un estudio clínico en curso que evalúa un anticuerpo monoclonal anti-

ICOS (KY1044) con función dual: la estimulación de Teffs y la depleción de Tregs ICOS+ 
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(99,143,171). En este estudio, se hace la evaluación del anticuerpo como monoterapia o en 

combinación con anti-PD-L1 en varios tipos de cáncer en estado avanzado, incluido el CG 

(143). Hasta el momento, la fase I ha reflejado que ambos enfoques son bien tolerados y, 

además, se han visto respuestas mensurables, por lo que ya pasaron a la fase II (171). 

 

Lo descrito anteriormente evidencia la importancia de identificar las moléculas 

inmunorreguladoras que son relevantes en cada tipo de cáncer para luego investigar 

sistemáticamente los mecanismos que subyacen en su inducción y su potencial como blancos 

terapéuticos. Adicionalmente, esto puede conducir a la identificación de posibles 

biomarcadores que sirvan en la práctica clínica para predecir cuáles pacientes se pueden 

beneficiar de estas inmunoterapias. 

 

Moléculas inmunorreguladoras en la inflamación crónica inducida por 

Helicobacter pylori  

Son varios los hallazgos que sirven de contexto como para pensar que la expresión de 

moléculas inmunorreguladoras se da tempranamente en la génesis del cáncer y en respuesta 

a agentes bacterianos, como por ejemplo H. pylori, y que esto podría ser un tema relevante 

de estudiar con detalle. En primer lugar, un estudio en cáncer de pulmón, el cual surge en un 

ambiente inflamatorio ocasionado por el humo del cigarrillo, demostró que hay un aumento 

marcado en la expresión de varios PCI en lesiones pre-neoplásicas, mucho antes de que el 

cáncer esté propiamente establecido (172). También, algunos estudios han revelado que la 

composición y la diversidad de la microbiota gastrointestinal difieren entre los pacientes que 

responden a la terapia con BPCI y los que no responden (173–177). Por otro lado, es muy 

importante tener en cuenta que el ACG surge en un contexto de inflamación crónica 

provocada por H. pylori, por lo que algunos autores sugieren estudiar más a fondo el rol de 

esta bacteria en la generación de microambientes inmunológicos que favorecen el 

crecimiento y progresión tumoral. En el contexto anterior, uno de los aspectos de particular 

relevancia es discernir el papel que tiene esta bacteria en la expresión de los diferentes PCI 

y otras moléculas inmunorreguladoras que son importantes en la creación del microambiente 

tumoral inmunosupresor del ACG. Hasta el momento, algunos estudios reportan que H. 

pylori induce la expresión de PD-L1 (178–187), CTLA-4 (188,189), B7-H3 (190), Gal-3 
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(191–194) y TIM-3 (195,196). Sin embargo, existen muchos más PCI y moléculas 

inmunorreguladoras que, a nuestro conocimiento, no han sido estudiados previamente en el 

contexto de la infección por H. pylori. Además, estas investigaciones estudian solamente una 

de estas moléculas; en ninguna de estas se ha hecho una comparación en paralelo de la 

expresión de múltiples PCI, lo cual ayudaría a dilucidar cuál (o cuáles) de estas moléculas 

tiene mayor peso en el contexto de la inflamación crónica con que inicia la cascada de eventos 

pre-cancerosos y que, en última instancia, culmina con ACG. 

 

En el presente proyecto, se estudió el potencial papel de la infección por H. pylori en la 

inducción de varias moléculas inmunorreguladoras y sobre cuáles tiene mayor influencia. Lo 

anterior con el fin de establecer posibles candidatos para, posteriormente, llevar a cabo 

estudios con material biológico humano avocados a esclarecer las implicaciones que esto 

podría tener en el desarrollo y la progresión del ACG. Para esto, se eligió analizar ocho 

moléculas inmunorreguladoras, las cuales fueron escogidas según la relevancia clínica y el 

potencial terapéutico que se predice en la literatura para CG. Las moléculas 

inmunorreguladoras estudiadas fueron: PD-L1, PVR, B7-H3, ICOSLG, TNFRSF14, 

TNFRSF9, Gal-3 y Gal-9. 

 

Justificación 

La alta mortalidad y la baja sobrevida del CG se atribuyen principalmente a dos razones: 1) 

la mayoría de los pacientes son diagnosticados en estados avanzados de la enfermedad, 

cuando la posibilidad de tratamiento con intento curativo es reducida, y 2) las opciones 

farmacoterapéuticas son limitadas y no consideran la heterogeneidad molecular entre 

tumores de diferentes pacientes, ni dentro del mismo tumor. Lo anterior pone en evidencia la 

urgente necesidad de investigar más a fondo aspectos relacionados con la biología celular y 

molecular del CG, su inicio, promoción y progresión, y así identificar posibles biomarcadores 

(diagnósticos, pronósticos o predictivos de respuesta a terapia) y/o blancos terapéuticos que, 

eventualmente, permitan mejorar las estrategias terapéuticas actuales. 
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En la última década, la aplicación clínica de BPCI como tratamiento de cáncer ha demostrado 

ser una estrategia exitosa y muy promisoria. Esto porque confiere un aumento significativo 

en la sobrevida de los pacientes en varios tipos de cáncer, entre ellos el CG. No obstante, la 

eficacia de estas terapias varía ampliamente entre pacientes. Esto se atribuye a que la 

respuesta a los BPCI depende de muchos factores, no únicamente a la alta expresión de PCI 

en células tumorales, como se planteó en un inicio. Existe un número creciente de estudios 

que proponen otros biomarcadores; sin embargo, aunque algunos muestran resultados 

significativos, ninguno es suficiente como factor predictivo. A la fecha, no se ha descrito un 

algoritmo ideal que permita discernir adecuadamente entre los pacientes que pueden obtener 

un beneficio clínico de los BPCI y los que no, lo cual se pone en manifiesto la inminente 

necesidad de realizar estudios que se enfoquen en la búsqueda de novedosos biomarcadores 

predictivos de estas terapias. 

 

Dada la importancia que tiene la infección por H. pylori en el inicio de la carcinogénesis del 

ACG, es de suma importancia definir el posible efecto que tiene la bacteria sobre la expresión 

de PCI y otras moléculas inmunorreguladoras. Existen más de 40 moléculas 

inmunorreguladoras que han sido estudiadas en mayor o menor medida en cáncer u otras 

condiciones, no obstante, son muy pocas las investigaciones que reportan la relación entre la 

infección por H. pylori y la expresión de estas moléculas. En este contexto se llevó a cabo el 

presente proyecto, cuyo fin era determinar si la infección por H. pylori modula la expresión 

de moléculas inmunorreguladoras. Para esto, se trabajó principalmente con un sistema de 

cultivo in vitro, y se complementó con algunos experimentos en un modelo murino y material 

biológico humano. 

 

Pregunta e Hipótesis 

Pregunta 

¿Cuál es el efecto de la infección por Helicobacter pylori en la expresión de moléculas 

inmunorreguladoras en modelos in vitro e in vivo? 
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Hipótesis 

La infección por Helicobacter pylori aumenta la expresión de algunas moléculas 

inmunorreguladoras en modelos in vitro e in vivo. 

 

Objetivo general 

Identificar el efecto de la infección por Helicobacter pylori sobre la expresión de moléculas 

inmunorreguladoras en modelos in vitro e in vivo. 

 

Objetivos específicos 

1. Determinar las moléculas inmunorreguladoras que son expresadas diferencialmente 

en líneas celulares de CG humanas en presencia de H. pylori. 

2. Evaluar la influencia de los principales factores de virulencia de H. pylori sobre la 

expresión de moléculas inmunorreguladoras en líneas celulares de CG humanas. 

3. Cuantificar el número de células que expresan algunas de las moléculas 

inmunorreguladoras que fueron expresadas diferencialmente en el sistema de cultivo 

in vitro y sus receptores en la mucosa gástrica murina infectada por H. pylori. 

4. Comparar la expresión génica de las moléculas inmunorreguladoras que fueron 

expresadas diferencialmente en el sistema de cultivo in vitro y sus receptores en tejido 

tumoral y tejido no tumoral adyacente de pacientes con ACG. 

 

Materiales y métodos 

Cepas de H. pylori y condiciones de cultivo bacteriano 

Se utilizaron las siguientes cepas de H. pylori: 

• 7.13 o B128 silvestre (WT, wild type): derivada de un pasaje en roedores de la cepa 

B128, la cual fue aislada de un paciente con úlcera gástrica y proviene del laboratorio de 

Richard Peek (Universidad de Vaderbilt, Nashville, Tennessee, EUA) (197,198). 
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• P12 silvestre (WT, wild type): aislada de un paciente con úlcera duodenal, proviene del 

laboratorio de Rainer Haas (Universidad Ludwig-Maximilians, Pettenkoferstr, 

München, Alemania) (199). 

• P12 ΔCagPAI: obtenida por transformación secuencial de plásmidos a partir de la cepa 

WT, proviene del laboratorio de Rainer Haas (Universidad Ludwig-Maximilians, 

Pettenkoferstr, München, Alemania) (199). 

• SSI (WT, wild type): aislada de pacientes con síntomas dispépticos de una clínica de 

gastroenterología de Sydney, Australia, y adaptada a ratón (donada por el Dr. James Fox, 

Massachusetts Institute Technology, Cambridge, EUA) (200,201). 

 

Estas cepas se encuentran almacenadas a -80°C y fueron cultivadas a 37°C en atmósfera 

microaerofílica (5% O2, 10% CO2 y 85% N2) en Agar Anaerobio de Wilkins-Chalgren 

(Oxoid) suplementado con eritrocitos humanos, vancomicina, trimetoprima, cefsulodina y 

anfotericina B. Para los co-cultivos in vitro se prepararon suspensiones a partir de cultivos 

de menos de 24 horas en solución salina estéril con una OD600 de 0.95-1.1. Para confirmar la 

morfología, movilidad y vitalidad de H. pylori, las suspensiones se observaron a 100X al 

fresco y se les realizó la prueba de ureasa con rojo de fenol. 

 

Líneas celulares de cáncer gástrico y condiciones de cultivo celular 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: 

• MKN74: línea epitelial gástrica humana derivada de un tumor gástrico secundario de 

tipo intestinal, E-cadherina positivo. 

• MKN45: línea epitelial gástrica humana derivada de un tumor gástrico secundario de 

tipo difuso, E-cadherina negativo. 

Estas se encuentran almacenadas en nitrógeno líquido y fueron cultivadas en medio RPMI 

1640 (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibióticos (penicilina, 

estreptomicina y ciprofloxacina), a 37ºC en una atmósfera humidificada con CO2 al 5%. 
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Condiciones de co-cultivos de líneas celulares de cáncer gástrico y H. pylori 

Los co-cultivos se realizaron a un MOI de 50 en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado 

con antibióticos (vancomicina) por diferentes intervalos de tiempo, a 37ºC en una atmósfera 

humidificada con CO2 al 5%. En todos los experimentos cada condición se montó por 

triplicado. 

 

Muestras gástricas humanas 

Las muestras gástricas humanas de tejido tumoral y no tumoral adyacente fueron recolectadas 

por los médicos especialistas del Servicio de Cirugía del Hospital Max Peralta de manera 

post-operatoria a partir del tejido resecado de 14 pacientes mayores de 18 años con ACG 

(esta es la cantidad de pacientes para los que se había recolectado material hasta el momento). 

Las muestras de tejido fresco de aproximadamente 0.5 cm3 se colocaron en un microvial con 

800 µL de la solución de RNAlater (Thermo Scientific), se mantuvieron fríos (4°C) durante 

el transporte y se almacenaron a -80°C hasta su extracción. 

 

Para la recolección y utilización de estas muestras se tramitó la aprobación por parte del 

Comité Ético Científico de la Universidad de Costa Rica (Anexo 3), el Comité Ético 

Científico Central de la Caja Costarricense del Seguro Social (Anexo 4) y el Consejo 

Nacional de Investigación en Salud (Anexo 5). 

 

Extracción de ARN 

El ARN de los co-cultivos y las muestras gástricas humanas se extrajo utilizando el reactivo 

Trizol (Invitrogen) según las indicaciones del fabricante, se cuantificaron por su absorbancia 

a 260nm (Nanodrop) y se almacenaron a -80°C hasta su utilización. 

 

Retrotranscripción 

La síntesis de ADNc a partir del ARN extraído se realizó con el kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) según las indicaciones del fabricante. 
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PCR cuantitativa 

Las PCRs cuantitativas (qPCR) se realizaron con el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix (Thermo Scientific) según las indicaciones del fabricante, con cebadores 

(primers) específicos para las moléculas inmunorreguladoras de interés diseñados con la 

plataforma en línea Primer-BLAST (Cuadro 1) a 0.3 mM. La expresión relativa con respecto 

a la condición control (células no infectadas y tejido no tumoral adyacente, en el modelo in 

vitro y en las muestras de tejido gástrico humano, respectivamente) se calculó usando el 

método comparativo ΔΔCt. Para la normalización de los datos se utilizaron los genes de 

referencia (housekeeping genes) HRPT1 para la línea celular MKN74, RPS20 para la línea 

celular MKN45 y HPRT1 para las muestras de tejido gástrico humano. Estos genes fueron 

elegidos por tener un valor de estabilidad aceptable mediante el análisis con el software 

NormFinder, por lo que para la interpretación de resultados se asume que tienen una 

expresión constante. 

 

Cuadro 1. Secuencia de los cebadores 

Gen Proteína Cebador hacia adelante Cebador reverso 

BTLA BTLA TGGGTCATACCGCTGTTCTGCA CTGCTTGCCATTTCGTCCTTGG 

CD276 B7-H3 CTGGCTTTCGTGTGCTGGAGAA GCTGTCAGAGTGTTTCAGAGGC 

HPRT1 HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

ICOS ICOS CCCATAGGATGTGCAGCCTTTG GGCTGTGTTCACTGCTCTCATG 

ICOSLG ICOSL GTTTCACTGCCTGGTGTTGAGC ACGACGGGCACGCTGAAGTTTG 

LGALS3 Gal-3 CCATCTTCTGGACAGCCAAGTG TATCAGCATGCGAGGCACCACT 

LGALS9 Gal-9 ACACCCAGATCGACAACTCCTG CAAACAGGTGCTGACCATCCAC 

RPS20 RPS20 AGGACCAGTTCGAATGCCTACC CTCATCTGGAAACGATCCCACG 

PDCD1 PD-1 AAGGCGCAGATCAAAGAGAGCC CAACCACCAGGGTTTGGAACTG 

PDCD1L1 PD-L1 TGCCGACTACAAGCGAATTACTG CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG 

PVR PVR CACTGTCACCAGCCTCTGGATA TCATAGCCAGAGATGGATACCTC 

TIGIT TIGIT TGGTGGTCATCTGCACAGCAGT TTTCTCCTGAGGTCACCTTCCAC 

TNFRSF9 TNFRSF9 TCTTCCTCACGCTCCGTTTCTC TGGAAATCGGCAGCTACAGCCA 

TNFRSF14 TNFRSF14 TTCTCTCAGGGAGCCTCGTCAT CTCACCTTCTGCCTCCTGTCTT 
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Tejidos gástricos murinos parafinados 

Los tejidos gástricos murinos parafinados fueron donados por el Instituto Finsen del Hospital 

Universitario de Copenhague, Dinamarca como parte del proyecto de postdoctorado del PhD. 

Warner Alpízar, en el cual se obtuvo aprobación para el manejo y uso experimental de los 

animales del “Animal Experiments Inspectorate” (número de permiso: 2010/561-1394) del 

Instituto Finsen del Hospital Universitario de Copenhague. Para la utilización de los tejidos 

previamente parafinados en este proyecto, se tramitó el permiso ante el Comité Institucional 

para el Cuidado y Uso de los Animales de la Universidad de Costa Rica (Anexo 6). A 

continuación, se describirán los procedimientos que se realizaron en Dinamarca para la 

obtención de estos tejidos. 

 

Se adquirieron ratones C57BL/6 hembra libres de patógenos de cinco a seis semanas de edad 

de Taconic (Silkeborg, Dinamarca) y se alojaron en condiciones específicas libres de 

patógenos (incluidos H. pylori y otras especies del género Helicobacter) en el bioterio del 

Departamento de Medicina Experimental, Universidad de Copenhague, con comida 

esterilizada en autoclave (Laboratory Autoclavable Rodent Diet 5010, LabDiet) y agua ad 

libitum. Cabe destacar que el bioterio tiene un programa de monitoreo exhaustivo para 

verificar si hay patógenos. Para los experimentos, se eligieron ratones entre 6 y 8 semanas 

de edad y se trasladaron a una sección experimental. 

 

La cepa SS1 (adaptada a ratón) de H. pylori se cultivó en placas de agar chocolate a 37°C en 

condiciones microaerofílicas (5% O2, 10% CO2 y 85% N2). Cuarenta y ocho horas después 

del primer subcultivo, se suspendió en medio NaCl al 0,85% (p/v) (bioMérieux) y se ajustó 

a un estándar de turbidez McFarland de 3 (108 UFC/mL). Se inoculó a los ratones una dosis 

única de aproximadamente 108 UFC en 0,2 mL de NaCl al 0,85% por sonda oral (agujas 

desechables para alimentación animal de 20 G y 3,8 cm, Fisher Scientific). Los ratones de 

control recibieron 0,2 mL de solución salina. Posterior a la inoculación, los ratones se 

mantuvieron en grupos de 3 ratones por 3, 6, 10, 14, 20, 25 y 30 semanas. 

 

Para el aislamiento del tejido gástrico, los ratones se anestesiaron inicialmente mediante 

inyección i.p. de 0,1 mL/10 g de una mezcla 1:1 de Dormicum (Midazolam 5 mg/mL) e 
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Hypnorm (Fluanison 5 mg/mL y Fentanyl 0,1 mg/mL), y posteriormente perfundido con PBS 

frío, seguido de perfusión con 4% de paraformaldehído en PBS. Los estómagos resecados se 

abrieron a lo largo de la curvatura mayor, se lavaron con PBS y se cortaron longitudinalmente 

en cuatro franjas, que se extendían desde el ante-estómago escamoso hasta el duodeno. Estas 

tiras se fijaron durante la noche en paraformaldehído al 4% y se embebieron en parafina. 

 

Inmunohistoquímica 

A partir del tejido parafinado murino se realizaron cortes histológicos de 4 um con 

portaobjetos cargados, los cuales se desparafinaron en xileno y se hidrataron en una serie 

gradual de diluciones de etanol y agua. Los cortes se pretrataron en un procesador de 

microondas a 98°C durante 15 minutos en una solución buffer de pH 9,0 (Tris 10 mM, EGTA 

0.5 mM). Posteriormente, la actividad de la peroxidasa endógena se bloqueó mediante 

incubación en solución de peróxido de hidrógeno al 1% durante 15 minutos. Adicionalmente, 

para las tinciones de PD-1 se bloqueó con albúmina sérica bovina al 5% durante 30 minutos. 

Seguidamente, se agregó el anticuerpo primario (PD-1, Abcam, ab214421, IgG de conejo, 

diluido 1:1600; PD-L1, R&D Systems, AF1019, IgG de cabra, diluido 1:400) y se incubó a 

4°C durante la noche. Al día siguiente, se agregó el anticuerpo secundario para la tinción de 

PD-L1 (Anti-IgG de cabra, R&D Systems, BAF017, IgG de conejo, diluido 1:200) y se 

incubó 45 minutos a temperatura ambiente. La detección para ambas tinciones (PD-1 y PD-

L1) se realizó con anti-IgG de conejo conjugados con polímeros fusionados con peroxidasa 

de rábano picante (Dako, EnVision K4002) incubado por 45 minutos a temperatura ambiente. 

Cada paso de incubación fue seguido por lavados en TBS que contenía Triton X-100 al 0,5% 

(v/v). Finalmente, las reacciones se visualizaron incubando las secciones con el sustrato 

cromogénico DAB (Dako) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y contrateñidas 

con hematoxilina de Mayer. Para el conteo de las células inmunológicas positivas, se 

seleccionaron dos campos con un aumento de 20X en la región anatómica del cuerpo de la 

mucosa y submucosa gástrica donde se observó el mayor número de células positivas. 
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Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se ejecutaron en GraphPadPrism 7.02 (EUA). Se realizó la prueba 

H de Kruskal-Wallis para comparar varios grupos con la prueba de Dunn para comparaciones 

múltiples entre cada grupo experimental y el grupo control. Se realizó la prueba de Mann-

Whitney para comparar dos grupos. Se estableció una relación significativa cuando p<0.05. 

 

Resultados 

H. pylori induce la expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en 

líneas celulares de cáncer gástrico 

Las líneas celulares de CG MKN74 y MKN45 se cultivaron en presencia de la cepa 7.13 de 

H. pylori (fenotipo silvestre) por diferentes intervalos para evaluar la expresión génica de las 

siguientes moléculas inmunorreguladoras: PD-L1, PVR, B7-H3, ICOSLG, TNFRSF14, 

TNFRSF9, Gal-3 y Gal-9. En ambas líneas celulares, se observó un aumento de varias de 

estas moléculas al exponerse a la bacteria aunque con una cinética algo distinta (Figuras 2 y 

3). En la línea celular MKN74 hubo aumentos significativos en la expresión génica de la 

mayoría de las moléculas analizadas (PD-L1, PVR, ICOSL, TNFRSF14, TNFRSF9 y Gal-

3) a las 24 horas post-exposición (hpe), mientras que en la línea celular MKN45 aumentaron 

significativamente dos (B7-H3 y TNFRSF14) a las 24 hpe. Adicionalmente, en la línea 

celular MKN45 hubo un aumento significativo más temprano de dos moléculas 

inmunorreguladoras: PD-L1 a las 4 hpe y ICOSL a las 2 hpe. Además, en ambas líneas 

celulares, TNFRSF9 tuvo un pico de expresión a las 8 hpe. En síntesis, la cepa silvestre 7.13 

de H. pylori induce la expresión génica de la mayoría de las moléculas inmunorreguladoras 

aquí analizadas en las líneas celulares MKN74 y MKN45. 
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Figura 2. Expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en la línea celular MKN74. 

Niveles relativos de ARNm de (A) PD-L1 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0008), (B) PVR 

(Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0012), (C) B7-H3 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0039), 

(D) ICOSL (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0086), (E) TNFRSF14 (Prueba H de Kruskal-

Wallis con p=0.0008), (F) TNFRSF9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0027), (G) Gal-3 (Prueba 

H de Kruskal-Wallis con p=0.0024) y (H) Gal-9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0643) en 

células expuestas a H. pylori 7.13WT por diferentes intervalos de tiempo en comparación con células 

no expuestas. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

 



32 

 

 

 

Figura 3. Expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en la línea celular MKN45. 

Niveles relativos de ARNm de (A) PD-L1 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0064), (B) PVR 

(Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0409), (C) B7-H3 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0013), 

(D) ICOSL (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0006), (E) TNFRSF14 (Prueba H de Kruskal-

Wallis con p=0.0044), (F) TNFRSF9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0017), (G) Gal-3 (Prueba 

H de Kruskal-Wallis con p=0.0031) y (H) Gal-9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0139) en 

células expuestas a H. pylori 7.13WT por diferentes intervalos de tiempo en comparación con células 

no expuestas. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 
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La sobreexpresión génica de moléculas inmunorreguladoras inducida por 

H. pylori es dependiente de CagPAI 

Como ya se mencionó, las cepas de H. pylori que portan la región CagPAI son consideradas 

más patogénicas y están relacionadas con un mayor riesgo de CG, comparado con cepas 

negativas para esta región génica (23,24). Para evaluar si CagPAI tiene relevancia o no en la 

inducción de las moléculas imunorreguladoras analizadas, se expuso la línea celular de CG 

MKN74 a las cepas P12 WT y P12 ΔCagPAI (deficiente de CagPAI) por intervalos de tiempo 

seleccionados a partir de los experimentos anteriores (i.e. 4, 12 y 24 hpe) y se midieron los 

niveles relativos de ARNm. Al igual que con la cepa 7.13 WT, la expresión de PD-L1, PVR, 

ICOSL, TNFRSF14, TNFRSF9 y Gal-9 aumentó significativamente en la línea celular 

MKN74 a las 24 hpe en presencia de la cepa P12WT. Por el contrario, en las células expuestas 

a la cepa P12 mutante, que carece de CagPAI, la expresión génica de estas moléculas fue 

similar que en las células control (no infectadas) (Figura 4). A las 12 hpe, la expresión de 

algunas de estas moléculas inmunorreguladoras sí fue inducida de manera significativa por 

la cepa mutante, pero en todos los casos esta inducción fue leve y no sostenida en el tiempo, 

pues regresó a niveles basales a las 24 hpe. Entonces, según estos resultados, la inducción de 

las moléculas inmunorreguladoras analizadas en esta investigación por parte de H. pylori es 

dependiente de CagPAI. 

 



34 

 

 

 

Figura 4. Expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en la línea celular MKN74 al 

exponerse a cepa mutante de H. pylori. 

Niveles relativos de ARNm de (A) PD-L1 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001), (B) PVR 

(Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001), (C) B7-H3 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p=0.0004), 

(D) ICOSL (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001), (E) TNFRSF14 (Prueba H de Kruskal-

Wallis con p=0.0001), (F) TNFRSF9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001), (G) Gal-3 (Prueba 

H de Kruskal-Wallis con p<0.0001) y (H) Gal-9 (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001) en la 

línea celular MKN74 expuesta a H. pylori P12WT y P12ΔCagPAI por diferentes intervalos de tiempo 

en comparación con células no expuestas. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 
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H. pylori induce la infiltración de células inmunológicas positivas para PD-

1 y PD-L1 en la mucosa y submucosa gástrica murina 

Para confirmar los hallazgos obtenidos en el sistema de cultivo in vitro y evaluar la cinética 

de expresión, se realizaron tinciones de inmunohistoquímica en tejidos gástricos murinos 

infectados con H. pylori durante diferentes intervalos para algunas de las moléculas 

inmunorreguladoras, y sus receptores; específicamente, para aquellas con expresión más 

elevada y para los cuales se contaba con anticuerpos primarios para esta metodología. Es 

importante mencionar que, en estos mismos bloques de tejido, se había demostrado 

previamente que la inoculación con H. pylori de los ratones provoca la infiltración de células 

inmunitarias en la mucosa y submucosa, lo cual se ve exacerbado con el tiempo de infección 

(202). Primero, se estudió el eje PD-1/PD-L1. Se determinó que el número de células 

inmunológicas positivas para PD-1 que infiltran la mucosa y submucosa gástrica aumenta en 

función del tiempo post-inoculación de los ratones (Figura 5A y 5B). En paralelo, en el marco 

de un trabajo final de graduación, se realizaron tinciones contra PD-L1 y se encontró la 

misma tendencia: una mayor cantidad de células inmunológicas positivas para PD-L1 

infiltrando la mucosa y submucosa en función del tiempo post-inoculación (Anexo 2). Estos 

resultados, en conjunto, indican que: 1) la inflamación crónica desencadenada por H. pylori 

induce la expresión de PD-1 y su ligando en las células inmunológicas que infiltran la mucosa 

y submucosa gástrica murina, y 2) que el grado de infiltración con células positivas para el 

eje PD-1/PD-L1 aumenta con el tiempo post-inoculación. Dado que la cinética de expresión 

de PD-1 y PD-L1 eran concordantes, se procedió a determinar la posible correlación de 

ambos y, efectivamente, se encontró una correlación significativa entre la cantidad de células 

inmunológicas positivas para PD-1 y PD-L1 que infiltran la mucosa y submucosa gástrica 

murina (Figura 5C). 
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Figura 5. Expresión proteica de PD-1 en la mucosa y submucosa gástrica murina en ratones 

colonizados con H. pylori. 

(A) Cuantificación del número de células PD-1 positivas en mucosa y submucosa gástrica murina a 

las 3, 6, 10, 14, 20, 25 y 30 semanas post-inoculación con la cepa SS1 de H. pylori (Prueba H de 

Kruskal-Wallis con p=0.0040; *p<0.05). (B) Tinciones de inmunohistoquímica para PD-1 en mucosa 

y submucosa gástrica murina a las 3, 10, 14, 20 y 30 semanas post-inoculación de la cepa SS1 de H. 

pylori. Los cuadros en las microfotografías corresponden a las regiones ampliadas en las 

microfotografías que se muestran al lado derecho. (C) Regresión lineal simple entre el número de 

células inmunológicas positivas para PD-1 y el número de células inmunológicas positivas para PD-

L1 en la mucosa y submucosa gástrica murina (p=0.0002; R2=0.5539). 
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También, se intentó analizar la expresión proteica de TNFRSF14 y PVR en tejidos gástricos 

murinos infectados con H. pylori, dado que se encontraron anticuerpos primarios 

comercialmente disponibles para los cuales había alguna indicación de que podían ser usados 

para inmunohistoquímica en tejido parafinado. Se adquirieron, entonces, los anticuerpos 

primarios para TNFRSF14 (Abcam, ab47677) y PVR (Abcam, ab233102); sin embargo, tras 

múltiples intentos no se logró estandarizar las tinciones para estos. Se probaron diferentes 

tipos de recuperación antigénica: solución buffer de pH 9,0 (Tris 10 mM, EGTA 0.5 mM) a 

98°C, solución buffer de pH 6,0 (Citrato de sodio 10mM) a 98°C y Proteinasa K a 37°C con 

diferentes tiempos de incubación. Esto se combinó con variaciones en la dilución del 

anticuerpo primario (para TNFRSF14 se probaron diluciones desde 1:500 hasta 1:3000 y 

para PVR entre 1:200 y 1:1500). 

 

En el caso de TNFRSF14 (Figura 6), se obtuvo una tinción prácticamente homogénea del 

tejido, cuya intensidad disminuye al disminuir la concentración del anticuerpo primario, pero 

sin diferencias evidentes (no convincentes de su especificidad) entre las diferentes células 

que conforman la mucosa gástrica, tampoco entre tejido infectado y no infectado. 

 

En el caso de PVR (Figura 7), aunque lejos de ser convincente, la tinción sugiere que esta 

molécula podría ser expresada en las células parietales de la mucosa gástrica, así como en 

células inmunológicas infiltrantes ante la infección por H. pylori. Es, sin embargo, muy 

cuestionable que siendo PVR una proteína de membrana se haya observado una tinción muy 

intensa en el núcleo de las células parietales cuando se utilizan altas concentraciones del 

anticuerpo (1:200), lo cual dejaba de observarse al diluir más el anticuerpo. De hecho, al usar 

menor concentración de anticuerpo también se perdía por completo la tinción en las células 

inmunológicas. 

 

En síntesis, tras un largo proceso de optimización, los anticuerpos adquiridos para realizar 

las tinciones inmunohistoquímicas para TNFRSF14 y PVR no demostraron ser lo 

suficientemente específicos para llevar a cabo estudios avocados a comprender el patrón y la 

cinética de expresión de estos dos inmunorreguladores en tejido gástrico murino. 
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Figura 6. Tinciones de inmunohistoquímica con diferentes diluciones del anticuerpo 

primario anti-TNFRSF14 en mucosa gástrica murina infectada y no infectada por la cepa SS1 

de H. pylori a un aumento de 10X. 
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Figura 7. Tinciones de inmunohistoquímica con diferentes diluciones del anticuerpo 

primario anti-PVR en mucosa gástrica murina infectada y no infectada por la cepa SS1 de H. 

pylori. Los cuadros en las microfotografías corresponden a las regiones ampliadas en las 

microfotografías que se muestran al lado derecho. 
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Los ejes PVR/TIGIT, ICOSL/ICOS, TNFRSF14/BTLA y TNFRSF9/ 

TNFSF9 tienen una mayor expresión génica que el eje PD-L1/PD-1 en 

adenocarcinomas gástricos humanos 

Para determinar si las moléculas inmunorreguladoras con mayor sobreexpresión en presencia 

de H. pylori en el modelo in vitro son expresadas en el microambiente tumoral del CG en 

humanos, se midieron los niveles de ARNm normalizando con HPRT1 (housekeeping gene). 

Para esto, se trabajó con el ARN aislado del tejido gástrico tumoral de 14 pacientes, en los 

cuales se determinó que los niveles de ARNm de los ligandos PVR, ICOSL y TNFRSF14 

tienden a ser mayores que los de PD-L1, y en el caso de PVR y TNFRSF14 la diferencia es 

estadísticamente significativa (Figura 8A). Asimismo, en el caso de los receptores, los 

niveles de ARNm de TIGIT, ICOS, BTLA y TNFRSF9 tienden a ser más altos en 

comparación con PD-1, con significancia estadística para TIGIT, ICOS y TNFRSF9 (Figura 

8B). Estos resultados apuntan a que los ejes PVR/TIGIT, ICOSL/ICOS, TNFRSF14/BTLA 

y TNFSF9/TNFRSF9 tienen una mayor expresión génica que el eje PD-L1/PD-1 en CG. 

 

Al comparar los niveles de ARNm normalizado con HPRT1 entre tejido tumoral y tejido no 

tumoral adyacente al cáncer, no se encontró una diferencia significativa en la expresión de 

las moléculas inmunorreguladoras (Figura 8C). Al analizar estos datos por paciente en un 

mapa de calor, graficando los niveles de ARNm normalizado con HPRT1 en tejido de cáncer 

relativo a tejido no canceroso adyacente (Figura 8D), es de notar que el patrón de expresión 

de las moléculas inmunorreguladoras presenta una variabilidad (heterogeneidad) importante 

entre pacientes. De ese mismo análisis, se desprende que los pacientes con expresión elevada 

de al menos una molécula inmunorreguladora en tejido canceroso, respecto al no tumoral, 

generalmente sobreexpresan simultáneamente varias de estas moléculas. Esto es 

particularmente evidente en los pacientes 4, 6, 9 y 16 (Figura 8D). 
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Figura 8. Expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en muestras de pacientes con 

CG. 

(A) Nivel de ARNm de PD-L1, PVR, ICOSL y TNFRSF14 normalizado con HPRT1 en tejido 

gástrico tumoral (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001; **p<0.01; ****p<0.0001). (B) Nivel 

de ARNm de PD-1, TIGIT, ICOS, BTLA y TNFRSF9 normalizado con HPRT1 en tejido gástrico 

tumoral (Prueba H de Kruskal-Wallis con p<0.0001; *p<0.05; ***p<0.001). (C) Nivel de ARNm de 

PD-L1 (Prueba de Mann-Whitney con p ajustado=0.7872), PD-1 (Prueba de Mann-Whitney con p 

ajustado=0.8363), PVR (Prueba de Mann-Whitney con p ajustado=0.2746), TIGIT (Prueba de Mann-

Whitney con p ajustado=0.9820), ICOSL (Prueba de Mann-Whitney con p ajustado=0.8236), ICOS 

(Prueba de Mann-Whitney con p ajustado=0.8363), TNFRSF14 (Prueba de Mann-Whitney con p 

ajustado=0.7272), BTLA (Prueba de Mann-Whitney con p ajustado=0.7872) y TNFRSF9 (Prueba de 
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Mann-Whitney con p ajustado=0.7272) normalizado con HPRT1 en tejido gástrico tumoral y no 

tumoral adyacente. (D) Gráfico de calor de los niveles de ARNm de PD-L1, PD-1, PVR, TIGIT, 

ICOSL, ICOS, TNFRSF14, BTLA y TNFRSF9 normalizados con HPRT1 en tejido gástrico tumoral 

relativo a tejido no tumoral adyacente. 

 

Discusión 

Los modelos con líneas celulares de CG expuestas a H. pylori son ampliamente utilizados 

para estudiar aspectos muy diversos del papel que juega esta bacteria en la patogénesis del 

CG. H. pylori genera una infección que, en ausencia de tratamiento, persiste por años o 

incluso de por vida, lo cual se atribuye en parte a la manipulación que ejerce la bacteria sobre 

las respuestas inmunológicas innatas y adaptativas del hospedero. En esta investigación, se 

hizo uso de este modelo in vitro con el fin de dilucidar si H. pylori modula la expresión de 

un grupo específico de moléculas inmunorreguladoras para las cuales hay poca o nula 

información en el contexto de la infección por esta bacteria y la carcinogénesis gástrica. 

 

Más específicamente, en este proyecto se determinó el efecto de la infección por H. pylori 

sobre el nivel y la cinética de expresión de inmunorregulares de carácter co-inhibitorio (i.e. 

PD-1/PD-L1, B7-H3, Gal-3 y Gal-9), co-estimulador (i.e. ICOS/ICOSL y TNFRSF9) o con 

función dual (i.e. PVR y TNFRSF14). Las moléculas co-inhibitorias mencionadas son PCI 

que desencadenan vías de inhibición de Teffs, induciendo su agotamiento, y potencian la 

función inmunosupresora de Tregs, por lo cual están implicadas en la generación de 

microambientes tumorales inmunosupresores. Las moléculas co-estimuladoras aquí 

estudiadas son comúnmente expresadas en respuesta a estímulos inflamatorios y contribuyen 

a la activación de Teffs y Tregs, siendo estos últimos actores protagónicos en la creación de 

un microambiente inmunosupresor. Por último, la interacción de PVR y TNFRSF14 con los 

receptores TIGIT y BTLA, respectivamente, les confiere una actividad co-inhibitoria (como 

PCI); sin embargo, la interacción de PVR y TNFRSF14 con otros receptores genera 

señalización co-estimuladora. 

 

Los resultados del presente proyecto revelaron que las cepas silvestres 7.13 y P12 de H. 

pylori, ambas CagPAI+, inducen de manera significativa la expresión génica de varias de las 
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moléculas inmunorreguladoras en las líneas celulares de CG MKN45 y MKN74. En general, 

las moléculas cuya función es clásicamente co-inhibitoria fueron sobreexpresadas de manera 

tardía, cerca de las 24 hpe, mientras que el pico máximo de expresión de las moléculas 

consideradas clásicamente co-estimuladoras se alcanzó más tempranamente, cerca de las 8 

hpe. Esto refleja el comportamiento biológico esperable de estas moléculas: ante un estímulo 

inmunológico se desencadena una reacción proinflamatoria en la cual es crucial la 

participación de moléculas co-estimuladoras y, eventualmente, esta reacción es controlada 

por las moléculas co-inhibitorias (38). 

 

Interesantemente, la inducción de las moléculas con un rol dual también se da de manera 

tardía, lo cual sugiere que en el contexto de la infección por H. pylori cumplen un rol co-

inhibidor. Es importante, sin embargo, tener en cuenta que aquí se trabajó con un modelo in 

vitro y que, como ya se mencionó, en el caso de moléculas con función dual, la actividad co-

inhibitoria o co-estimulatoria depende en gran medida de las interacciones con distintos 

receptores. En este sentido, el hallazgo obtenido en este sistema de cultivo in vitro podría no 

ser recapitulado en sistemas in vivo, dada la complejidad de interacciones que se pueden dar 

entre los distintos componentes del microambiente tisular. 

 

Otra observación que deriva de los análisis cinéticos de expresión realizados en el sistema de 

cultivo in vitro, es que la expresión de las moléculas co-estimuladoras sobreexpresadas 

tempranamente no siempre disminuía en las etapas tardías. Lo anterior fue particularmente 

evidente para TNFRSF9, que aumentó de forma sostenida o mantuvo un nivel alto de 

expresión a lo largo de los experimentos. A partir de esta observación se podría especular 

que esta molécula tiene una participación activa y más prolongada en diferentes etapas de la 

infección por H. pylori. Un estudio reciente en 21 tipos de tumores (incluido el CG) demostró 

que los Tregs TNFRSF9+ son una de las poblaciones de linfocitos T CD4+ infiltrantes con 

mayor protagonismo en el microambiente tumoral, esto basado en las siguientes variables: la 

distribución en el tejido, los fenotipos transcripcionales, la proliferación y la expansión clonal 

(41). Con esto en mente, en un futuro, sería relevante dilucidar in vivo cuáles células del 

microambiente tisular expresan TNFRSF9 en el transcurso de la infección por H pylori. 
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Al comparar los niveles de expresión génica de las moléculas inmunorreguladoras en las dos 

líneas celulares de CG (MKN74 y MKN45) expuestas a la cepa silvestre 7.13 de H. pylori, 

se evidencian diferencias en la cinética de expresión de dichas moléculas. Estas líneas 

celulares fueron escogidas precisamente porque derivan de subtipos histológicos de ACG 

diferentes, con etiología distinta, y de esta manera nuestro modelo incluye cierta variabilidad 

genética y molecular inherente en ambas líneas celulares. El hecho de que haya un aumento 

de expresión significativo de las moléculas inmunorreguladoras en dos líneas celulares 

diferentes en presencia de H. pylori refuerza su posible relevancia e inclina a seguirlas 

estudiando en el contexto de esta infección. 

 

Un resultado relevante de este estudio fue que la expresión de todas las moléculas 

inmunorreguladoras analizadas regresó a sus niveles basales cuando las líneas celulares se 

co-cultivaron con la cepa de H. pylori negativa para CagPAI. Varios autores han reportado 

que la proteína CagA participa de forma activa en la regulación de la respuesta inflamatoria 

contra H. pylori (18), lo cual va en línea con el resultado mencionado. La región génica 

CagPAI comprende más de 30 genes (24), por lo que un aspecto pendiente de analizar en 

futuros estudios es si este efecto se debe a que en las cepas deficientes de CagPAI la 

citotoxina oncogénica CagA no es translocada a las células epiteliales, en este caso las células 

cultivadas, o si hay otros genes de CagPAI implicados. 

 

A pesar de lo anterior, la mayoría de estas moléculas fueron inducidas de manera leve a 12 

hpe con la cepa mutante para CagPAI, en algunos casos a niveles significativamente más 

altos que la cepa silvestre, aunque en todos los casos la expresión retornó a estados basales a 

las 24 hpe. Este comportamiento apunta a que otros componentes de la bacteria podrían 

inducir estas moléculas inmunorreguladoras de manera temporal ante la infección por H. 

pylori. Además, esto concuerda con lo reportado en la literatura en relación con el hecho de 

que la respuesta inmunológica contra cepas CagPAI positivas es más intensa que contra las 

cepas CagPAI negativas (203). 

 

A partir de los datos obtenidos en el modelo in vitro, se concluye que las moléculas PD-L1, 

PVR, ICOSL, TNFRSF14 y TNFRSF9 son las que podrían tener una mayor inducción en 
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respuesta a la infección por H. pylori. Es importante destacar que, de estas, únicamente PD-

L1 había sido relacionada anteriormente con la bacteria; hasta donde sabemos, no existía 

ningún estudio sobre las otras cuatro en el contexto de esta infección. Sí se ha visto que la 

cantidad de Tregs ICOS+ y de células dendríticas plasmacitoides ICOSL+ (asociadas al 

reclutamiento de Tregs ICOS+ al tejido tumoral (104)) es significativamente mayor en tejido 

tumoral de pacientes de CG que son positivos para H. pylori (100,105). También, se reportó 

que la erradicación de la bacteria pre-operatoriamente en los pacientes se traduce en una 

disminución en la densidad de Tregs ICOS+ infiltrando el tumor (105). Estos grupos de 

investigación proponen que el tratamiento con antibióticos podría funcionar como un tipo de 

inmunoterapia que modula el microambiente tumoral inmunológico en CG. 

 

Como se detalló en la introducción de esta tesis, en investigaciones anteriores de otros autores 

se relacionó B7-H3, Gal-3 y Gal-9 con la infección por H. pylori. En nuestro estudio, estas 

tres moléculas fueron analizadas y se demostró que sí son inducidas en presencia de la 

bacteria; sin embargo, su inducción fue notablemente menor que para las otras moléculas 

inmunorreguladoras arriba discutidas. Esto refleja que la inducción de moléculas 

inmunorreguladora en respuesta a la infección por H. pylori es compleja y heterogénea. 

También, resalta la importancia de analizar la cinética de expresión de varias de estas 

moléculas paralelamente en el mismo modelo in vitro, ya que un análisis global permite 

comprender mejor las interrelaciones para luego dilucidar cuáles podrían tener mayor 

relevancia en sistemas in vivo. Si bien nuestros resultados no apuntan a que Gal-3 y Gal-9 

sean las moléculas inmunorreguladoras más relevantes en el contexto de la infección por H. 

pylori, sus receptores co-inhibidores LAG3 y TIM3, respectivamente, son de los más 

reconocidos en el microambiente tumoral inmunosupresor de muchos tipos de cáncer, 

incluido el CG (128,129). Con esto en mente, es importante mencionar que ambos receptores 

son afines a otros ligandos (no estudiados en este trabajo) que también desencadenan vías 

supresoras, por lo que sería relevante incluir estos otros ligandos en futuros estudios. 

 

El modelo experimental in vivo de carcinogénesis gástrica con ratones C57BL/6 expuestos a 

la cepa SSI de H. pylori permite estudiar la evolución de la infección por esta bacteria en 

etapas pre-cancerígenas (ya que no desarrollan cáncer). Las primeras lesiones (i.e. gastritis) 
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se observan a partir de las 10 semanas posterior a la inoculación de la bacteria. En este 

proyecto, este modelo se utilizó para evaluar la expresión proteica, mediante 

inmunohistoquímica, de las moléculas inmunorreguladoras que, según los resultados del 

modelo in vitro, tienen una mayor expresión ante la infección por H. pylori. Además, se 

pretendía analizar la expresión proteica de los receptores con los que interactúan estas 

moléculas, ya que, como se detalló anteriormente, está bien descrito que esta interacción es 

necesaria para ejercer su función inmunorreguladora. Por cuestiones presupuestarias, 

únicamente se evaluaron las siguientes moléculas: PD-L1, PD-1, PVR y TNFRSF14. 

 

En el modelo animal, se observó una tendencia creciente (y significativa) del número de 

células inmunológicas positivas para PD-L1 y PD-1 que infiltran la mucosa y submucosa 

gástrica de los ratones experimentales en función del tiempo de infección por H. pylori. Es 

de notar que a pesar de haber mucha variabilidad intragrupal en los conteos y un bajo número 

de ratones incluidos en este análisis (n=3) la tendencia es apreciable y significativa. Es de 

esperar que al aumentar el número de ratones en cada grupo la tenencia observada sea 

estadísticamente más robusta. Estos resultados concuerdan con los de Aydin et al., quienes 

reportaron en humanos un aumento de PD-1 y PD-L1 en lesiones pre-cancerígenas que 

progresan a CG, aunque cabe mencionar que obtuvieron una correlación negativa entre las 

cepas de H. pylori positivas para CagA y la expresión génica de PD-L1 (204), lo cual no 

concuerda con nuestros resultados obtenidos en el modelo in vitro. 

 

Es importante mencionar que a pesar de que la inducción de la expresión proteica de PD-L1 

ante la infección por H. pylori en el modelo animal se observó mayoritariamente en células 

inmunológicas, lo cual complementa los resultados de Wu et al. que describen la inducción 

de PD-L1 en macrófagos (205), en algunos ratones también se observó tinción de PD-L1 en 

células epiteliales gástricas (Anexo 2B). Aunque fueron pocos los ratones en los que se 

observaron células epiteliales PD-L1 positivas (razón por la cual no se realizó el conteo en 

dichas células), esta observación es relevante ya que en el microambiente tumoral de CG la 

expresión de PD-L1 se observa tanto en células inmunológicas como en células tumorales, 

por lo que la inducción temprana de PD-L1 en células epiteliales gástricas podría ser un factor 

facilitador de la transformación celular. No obstante, Mommersteeg et al. reportaron una baja 
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expresión de PD-L1 en las células de las glándulas metaplásicas en comparación con las 

glándulas gástricas normales adyacentes en biopsias humanas (206), lo cual, junto con 

nuestras observaciones, sugieren que el papel de PD-L1 en etapas pre-cancerígenas es más 

importante en células inmunológicas del microambiente tisular gástrico que en las células 

epiteliales en proceso de transformación propiamente. 

 

PD-L1 y PD-1 actúan como ligando y receptor, respectivamente, por lo que su función 

inhibitoria depende de la presencia de ambas en el mismo microambiente tisular y que puedan 

interactuar. Al no tener la posibilidad de realizar tinciones dobles para visualizar la 

localización cercana de las células positivas para PD-L1 y PD-1, se realizó un análisis de 

correlación linear simple, el cual evidenció una correlación positiva entre el número de 

células positivas para ambas moléculas. En otras palabras, conforme aumentan las células 

positivas para el receptor, también aumentan las células positivas para el ligando. 

Presumiblemente, estas células podrían estar interactuando en el tejido gástrico de animales 

infectados por H. pylori y, por ende, contribuyendo al establecimiento de un microambiente 

inmunosupresor. Este análisis además tiene la ventaja de que no es afectado por la 

variabilidad intragrupal. Sin embargo, aunque se obtuvo una correlación significativa 

(p=0.0002), el bajo n y la inherente variabilidad interindividual biológica hacen que la 

correlación tenga un bajo nivel de ajuste (R2=0.5539). 

 

Con respecto a las tinciones de inmunohistoquímica que no se lograron estandarizar, 

tomando en cuenta que tanto PVR como TNFRSF14 son moléculas con un rol dual en la 

inmunorregulación y que su función depende del receptor con el que interactúen, se propone 

que, para un futuro, la estrategia más adecuada para complementar los resultados obtenidos 

en el modelo in vitro utilizando los tejidos parafinados de ratones, sería realizar tinciones de 

inmunohistoquímica de BTLA y TIGIT, los receptores con función supresora de PVR y 

TNFRSF14, respectivamente. Esto si se consiguen comercialmente los anticuerpos 

adecuados. Otra estrategia sería utilizar técnicas alternativas, como el Western Blot o la 

citometría de flujo, para lo cual habría que repetir los experimentos con nuevos ratones. 
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El propósito de estudiar moléculas inmunorreguladoras en el contexto de la infección por H. 

pylori es identificar candidatos moleculares que podrían ser importantes en el proceso de 

carcinogénesis gástrica. A partir de nuestros resultados in vitro, PVR, ICOSL, TNFRSF14 y 

TNFRSF9 resaltan como candidatos potencialmente atractivos para investigar más a fondo 

en este contexto. Por esto, de forma preliminar, se analizó la expresión génica de estas 

moléculas, así como de los receptores TIGIT, ICOS y BTLA, en tejido tumoral de 14 

pacientes operados por CG que se están recolectando actualmente en el marco del proyecto 

que engloba a esta tesis. Dicho análisis reveló que la expresión de los ejes PVR/TIGIT, 

ICOS/ICOSL, TNFRSF14/BTLA y TNFSF9/TNFRSF9 en el tejido tumoral de los pacientes 

fue mayor que la de PD-L1/PD-1. Este es un resultado particularmente interesante porque 

sugiere que otras moléculas inmunorreguladoras podrían tener un papel más importante en 

el microambiente tumoral de CG que PD-L1/PD-1, las cuales en la actualidad cuentan con 

terapias de bloqueo aprobadas para su uso clínico en varios tipos de cáncer, incluyendo el 

CG. En un futuro, estas podrían convertirse en nuevos blancos terapéuticos de la 

inmunoterapia, por lo que el hallazgo preliminar aquí mencionado debe servir de base para 

estudiar estas moléculas con mayor profundidad, al menos en el contexto de la carcinogénesis 

gástrica. 

 

Como se detalló en la introducción, muchas de estas moléculas inmunorreguladoras sí habían 

sido estudiadas en el contexto de CG por otros autores, en donde en general se han 

relacionado con etapas avanzadas y mal pronóstico. Sin embargo, son muy pocas las 

investigaciones que han evaluado de forma global y comparado el patrón de expresión para 

varias de estas moléculas al mismo tiempo, como lo realizamos en este estudio. Cabe 

mencionar que, al analizar la expresión génica en todo el tejido, no es posible discernir las 

subpoblaciones celulares que expresan cada molécula, ni en qué medida contribuyen al 

microambiente. Entonces, es necesario utilizar otras estrategias metodológicas para evaluar 

la expresión de esas moléculas a nivel proteico, así como la contribución en las distintas 

subpoblaciones celulares del microambiente, además de aspectos funcionales, mecanísticos 

y las implicaciones biológicas y clínicas. 

 



50 

 

 

Interesantemente, de los cuatro ejes de moléculas inmunorreguladoras que mostraron mayor 

relevancia en el contexto de la infección por H. pylori en los estudios in vitro y que además 

se expresan más que PD-1/PD-L1 en tumores gástricos, ninguno es considerado como un 

PCI clásico. En el caso de PVR y TNFRSF14, son moléculas cuya función depende del 

receptor con el que interactúen, mientras ICOS y TNFRSF9 cumplen un rol inmunosupresor 

porque son moléculas co-estimuladoras de Tregs. Es indiscutible que los BPCI han venido a 

revolucionar el tratamiento del cáncer, no obstante, hay otras estrategias que permiten la 

revitalización de la respuesta anti-tumoral a las que se les debería prestar mayor atención. De 

hecho, en un estudio que realizó secuenciación de ARN de una sola célula de tumores 

gástricos, no encontraron un cluster celular típico de Tex CD8+, los marcadores de 

agotamiento (como PD-1 y TIGIT) tenían una baja expresión en linfocitos T CD8+ y, por el 

contrario, encontraron una población significativa de Tregs (207). Esto, junto con el estudio 

mencionado anteriormente que destacó la población de Tregs TNFRSF9+ como una de las 

más relevantes en el microambiente tumoral de tumores como el CG (41), sugiere 

fuertemente que, en el contexto de las inmunoterapias, por lo menos en lo que respecta al 

CG, se deberían explorar los Tregs y sus moléculas inmunorreguladoras como blanco 

terapéutico, lo cual hasta el momento no ha sido investigado. 

 

Al comparar la expresión génica de estas moléculas inmunorreguladoras en tejido tumoral 

con tejido no tumoral adyacente, no se observa una diferencia significativa. Estos resultados 

pueden deberse a que el tejido no tumoral deriva de una zona adyacente, no tan distante, de 

la masa tumoral, lo cual implica que podría haber influencia de las subpoblaciones celulares 

del microambiente tumoral sobre la conformación celular y el patrón de expresión de 

moléculas inmunorreguladoras en ese tejido gástrico no neoplásico. Además, al ser 

moléculas que probablemente son inducidas en el tejido adyacente colonizado por H. pylori, 

al menos así se desprende de los análisis in vitro realizados en este proyecto, la expresión en 

tejido tumoral y no tumoral adyacente podría ser similar. De hecho, de los 14 pacientes de 

CG para los que se analizó la expresión de moléculas inmunorreguladoras arriba 

mencionados, 13 resultaron positivos para H. pylori por cultivo a partir de las biopsias 

gástricas. En concordancia con nuestro resultado, un estudio con mayor cantidad de muestras 

que también comparó la expresión génica de tejido tumoral de CG relativo a tejido no tumoral 
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adyacente no reportó diferencia significativa para PD-1, PD-L1 o TIGIT (208). 

Posiblemente, lo ideal sería comparar la expresión génica en tejido tumoral relativa a tejido 

gástrico de pacientes sanos que no estén colonizados por H. pylori. No obstante, en el mapa 

de calor (Figura 8C) se puede observar que en algunos pacientes sí hay sobreexpresión de 

algunas de estas moléculas en tejido tumoral relativo a tejido no tumoral adyacente, entre las 

que destaca TNFRSF9. Además, en el mapa de calor (Figura 8C) se aprecia que hay una 

variabilidad importante en la expresión relativa de moléculas inmunorreguladoras entre los 

pacientes, lo cual es de esperarse ya que el CG se caracteriza por tener una gran 

heterogeneidad epidemiológica, histológica, molecular e inmunológica (8,9,209–211), lo 

cual tiene repercusiones importantes a nivel clínico. 

 

Otro aspecto muy importante de resaltar del análisis realizado con el tejido de los pacientes 

de CG es el hecho de que varias moléculas potencialmente inmunorreguladoras se expresen 

en forma simultánea en el mismo tumor. Esto es relevante de considerar a la luz de estudios 

que han demostrado que la co-expresión de varios PCI podría contribuir a explicar el hecho 

de que las terapias de BPCI no confieran el beneficio deseado en todos los pacientes (145). 

Por ende, debería caracterizarse cuáles moléculas inmunorreguladoras predominan en el 

microambiente tumoral de cada paciente y cuáles son las poblaciones celulares que las 

expresan, con el fin de que los pacientes obtengan el máximo beneficio de las inmunoterapias 

con estos blancos terapéuticos. Estudios como el nuestro reflejan que la conformación del 

microambiente tumoral, así como la dinámica compleja de las interacciones heterotípicas 

entre los componentes celulares y no celulares que coexisten en dicho microambiente, es 

todavía una nebulosa que no comprendemos en su totalidad. Aunque lo que se sabe hasta el 

momento respecto a la conformación del microambiente tumoral se ha traducido en un 

beneficio clínico importante para muchos pacientes con diferentes tipos de cáncer, todavía 

hay un gran camino por recorrer. 

 

Tomando en cuenta lo reportado en la literatura y los resultados obtenidos en esta 

investigación, en la Figura 9 de esta tesis se hace una propuesta simplificada del contexto 

inmunológico (de células linfoides, específicamente) en la carcinogénesis gástrica. De 

acuerdo con esta propuesta, la colonización de la mucosa gástrica con cepas de H. pylori 
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CagPAI+ desencadena una inflamación aguda que recluta y activa Teffs, tanto CD4+ como 

CD8+ (18). La ineficacia de esta respuesta inflamatoria para eliminar la bacteria provoca una 

inflamación crónica y persistente que induce la expresión de moléculas inmunorreguladoras 

que inducen un estado de agotamiento en los Teffs (PD-1/PD-L1, PVR/TIGIT, 

TNFRSF14/BTLA) y aumentan las capacidades inmunosupresoras de Tregs (ICOSL/ICOS, 

TNFRSF9, TIGIT). Consecuentemente, esto lleva a la generación de un microambiente 

inmunosupresor muy tempranamente en la carcinogénesis gástrica. El proceso de 

transformación de las células de la mucosa gástrica se da, entonces, en un microambiente 

donde predominan las poblaciones de Tex y Tregs que dificultan el establecimiento de una 

respuesta anti-tumoral eficiente, favoreciendo el desarrollo y la progresión tumoral. 

 

 

Figura 9. Propuesta del contexto inmunológico de células linfoides en la carcinogénesis 

gástrica. 

(A) La colonización de la mucosa gástrica con cepas de H. pylori CagPAI+ desencadena una 

inflamación aguda que recluta y activa Teffs. (B) La inflamación crónica y persistente contra cepas 

de H. pylori CagPAI+ induce la expresión de moléculas inmunorreguladoras (co-inhibidoras en color 

rojo y co-estimuladoras en color morado) tanto en linfocitos T como en células epiteliales y APC. 

Estas moléculas contribuyen al establecimiento de un microambiente inmunosupresor al disminuir y 
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desactivar las poblaciones de Teffs y, a la vez, reclutar y activar poblaciones de Tregs. (C) El proceso 

de transformación de las células de la mucosa gástrica se da en ese microambiente inmunosupresor 

donde predominan las poblaciones de Tex y Tregs que impiden el establecimiento de una respuesta 

anti-tumoral eficiente, favoreciendo el desarrollo y la progresión tumoral. APC: célula presentadora 

de antígenos; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; TCR: receptor de linfocito T; Teffs: 

linfocitos T efectores; Tex: linfocitos T agotados; Tregs: linfocitos T reguladores. 

Conclusiones 

H. pylori induce la expresión de diferentes moléculas inmunorreguladoras en las líneas 

celulares de CG MKN74 y MKN45, principalmente PD-L1, PVR, ICOSL, TNFRSF14 y 

TNFRSF9. Esta inducción es dependiente de CagPAI y podría estar relacionada con la 

actividad de la citotoxina CagA. Además, la cinética de expresión de las moléculas difiere 

en las dos líneas celulares de CG analizadas, lo cual refleja el hecho de que, al derivarse de 

subtipos histológicos de CG distintos, las líneas celulares tienen características genéticas y 

moleculares diferentes. Algunas moléculas inmunorreguladoras tienen un pico de expresión 

temprano a las 2-8 hpe (i.e. ICOSL y TNFRSF9) mientras que otras se elevan tardíamente a 

las 24 hpe (i.e. PD-L1, PVR y TNFRSF14). Esto último concuerda con el curso natural de 

una respuesta inmunológica ante un estímulo inflamatorio: primero hay una participación 

importante de las moléculas co-estimuladoras y luego estas son sustituidas por moléculas co-

inhibidoras. 

 

La infección de la mucosa gástrica murina por H. pylori provoca un aumento en el número 

de células inmunológicas infiltrantes positivas para PD-L1 y su receptor PD-1. Además, estas 

dos poblaciones celulares correlacionan entre sí, lo cual sugiere que están ejerciendo su 

función co-inhibidora. Esto implicaría que se estaría generando un microambiente 

inmunosupresor muy tempranamente en la secuencia de eventos preneoplásicos que culmina 

con CG. En este sentido, la expresión elevada de moléculas inmunorreguladoras como las 

mencionadas en respuesta a la infección por H. pylori en los modelos in vitro e in vivo 

posiblemente contribuye a explicar la relación de esta infección con el riesgo de desarrollar 

CG, específicamente porque facilita la conformación de un microambiente inmunológico 

pretumoral que propicia la génesis y progresión del CG. 
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PVR/TIGIT, ICOSL/ICOS, TNFRSF14/BTLA y TNFRSF9 se expresan genéticamente en 

mayor medida en biopsias de tumores de ACG humano en comparación con PD-L1 y PD/1. 

La expresión de otras moléculas reguladoras, además del eje PD-1/PD-L1, podría contribuir 

a explicar la poca o nula respuesta de muchos pacientes con ACG al tratamiento con BPCI, 

por lo que debería valorarse la caracterización de su expresión en pacientes que son 

candidatos para esta estrategia terapéutica. También, estos resultados sugieren que estas otras 

moléculas inmunorreguladoras sean valoradas en un futuro como posibles nuevos blancos 

terapéuticos de la inmunoterapia en ACG. Si bien es cierto que la inmunoterapia tiene 

estrategias que han revolucionado el tratamiento en cáncer, algunos enfoques todavía están 

muy poco estudiados. En el caso del ACG, basándose en los resultados de esta investigación, 

se sugiere explorar más a fondo el papel inmunosupresor de moléculas inmunorreguladoras 

diferentes de PD-L1/PD-1 y de las poblaciones celulares de Tregs en el microambiente 

tumoral. 

 

La expresión génica de moléculas inmunorreguladoras en tejido tumoral de ACG es 

altamente variable entre pacientes. Esto refuerza la importancia de la medicina de precisión, 

con la cual se caracterizan celular y molecularmente los tumores para elegir cuáles pacientes 

pueden obtener beneficios de distintas terapias. Además, refuerza la necesidad de 

complementar las investigaciones de nuevas estrategias terapéuticas con la implementación 

de biomarcadores que permitan generar algoritmos eficaces en pronóstico y predicción. 

 

El análisis simultáneo de varias moléculas inmunorreguladoras permite dilucidar cuáles de 

estas podrían tener mayor relevancia en el contexto en estudio. En el contexto de los tumores 

malignos, todavía queda mucho por investigar para comprender en su totalidad el papel de 

estas moléculas en la generación de microambientes inmunosupresores en cada tipo de 

cáncer. Esta investigación refleja la importancia de evaluar las moléculas 

inmunorreguladoras que están presentes durante el proceso carcinogénico y propiamente en 

el microambiente tumoral en el contexto de cada tipo de cáncer para así identificar posibles 

blancos terapéuticos de la inmunoterapia. 
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Anexos 

Anexo 1 - Moléculas inmunorreguladoras: nombres, acrónimos y 

sinónimos (en inglés) 

Receptor Ligand 

Gene 
Protein 

Acronym 
Name CD Protein Family Gene 

Protein 

Acronym 
Name CD 

Protein 

Family 

PDCD1 PD-1 
Programmed 

Cell Death 1 
CD279 

Immunoglobulin 

superfamily 
PDCD1L1 

PD-L1  

Programmed 

Cell Death 

Ligand 1 CD274 B7 family 

B7-H1 
B7 homolog 

1 

CTLA4 CTLA-4 

Cytotoxic T-

Lymphocyte 

Associated 

Protein 4 

CD152 
CD28 family 

(Ig superfamily) 

CD80 B7-1 

T-

Lymphocyte 

Activation 

Antigen 

CD80 

CD80 B7 family 

CD86 B7-2 

T-

Lymphocyte 

Activation 

Antigen 

CD86 

CD86 B7 family 

TIGIT TIGIT 

T Cell 

Immunoreceptor 

with Ig and 

ITIM Domains 

 
Immunoglobulin 

superfamily 
PVR 

PVR 
Poliovirus 

Receptor 
CD155 

Nectin / 

Nectin-like 

family (Ig 

superfamily) 
Necl-5 

Nectin-Like 

Protein 5 

Unknown CD276 B7-H3 
B7 homolog 

3 
CD276 B7 family 

ICOS ICOS 
Inducible T Cell 

Co-stimulator 
CD278 

CD28 family 

(Ig superfamily) 
ICOSLG 

ICOSL 

Inducible T 

Cell Co-

stimulator 

Ligand 
CD275 B7 family 

B7-H2 
B7 homolog 

2 

BTLA BTLA 

B And T 

Lymphocyte 

Attenuator 

CD272 
Immunoglobulin 

superfamily 
TNFRSF14 

TNFRSF14 

Tumor 

Necrosis 

Factor 

Receptor 

Superfamily 

Member 14 
CD270 

TNF 

Receptor 

Superfamily 

HVEM 

Herpes Virus 

Entry 

Mediator 

TNFRSF9 

TNFRSF9 Tumor Necrosis 

Factor Receptor 

Superfamily 

Member 9 

CD137 
TNF Receptor 

Superfamily 
TNFSF9 

TNFSF9 

Tumor 

Necrosis 

Factor 

Superfamily 

Member 9 
 

TNF 

Superfamily 

4-1BB 4-1BBL 
4-1BB 

Ligand 

LAG3 LAG-3 

Lymphocyte 

Activating Gene 

3 Protein 

CD223 
Immunoglobulin 

superfamily 
LGALS3 Gal-3 Galectin 3  

Galectin 

family 

HAVCR2 

TIM-3 

T-Cell 

Immunoglobulin 

and Mucin 

Domain-

Containing 

Protein 3 
CD366 TIM family LGALS9 Gal-9 Galectin 9  

Galectin 

family 

HAVCR-

2 

Hepatitis A 

Virus Cellular 

Receptor 2 
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Anexo 2 - Expresión proteica de PD-L1 en mucosa y submucosa gástrica 

murina al colonizarse con H. pylori 

 

 

(A) Cuantificación del número de células PD-L1 positivas en mucosa y submucosa gástrica murina a 

las 3, 6, 10, 14, 20, 25 y 30 semanas post-inoculación de la cepa SS1 de H. pylori (Prueba H de 

Kruskal-Wallis con p=0.0221). (B) Tinciones de inmunohistoquímica para PD-1 en mucosa y 

submucosa gástrica murina donde se observa que hay células inmunológicas (flechas negras) y células 

epiteliales gástricas (flechas moradas) positivas. Fuente: Estos resultados son parte del Trabajo Final 

de Graduación del estudiante de Licenciatura en Microbiología y Química Clínica Eugenio Calvo 

Monge que pretende defender en julio del 2023. 
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Anexo 3 – Aprobación del Comité Ético Científico de la Universidad de 

Costa Rica 
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Anexo 4 – Aprobación del Comité Ético Científico de la Caja Costarricense 

del Seguro Social 
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Anexo 5 – Aprobación del Consejo Nacional de Investigación en Salud 
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Anexo 6 – Aprobación del Comité Institucional del Cuido y Uso de 

Animales de la Universidad de Costa Rica 

 


