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RESUMEN 

La infección por Helicobacter pylori representa un factor de riesgo clave en la 

carcinogénesis gástrica. Este estudio evaluó la expresión del punto de control inmunológico 

TNFRSF9 (CD137) en tejidos gástricos murinos infectados con H. pylori y en muestras 

humanas con adenocarcinoma gástrico. Se intentó estandarizar un protocolo de 

inmunohistoquímica, aunque el anticuerpo utilizado no mostró especificidad adecuada, por 

lo que se redirigió el análisis hacia la expresión de ARNm mediante PCR. En el modelo 

murino, no se observaron diferencias significativas en la expresión de TNFRSF9 según el 

tiempo de infección, grado de inflamación o carga bacteriana, aunque sí se detectó una mayor 

expresión en tejidos con metaplasia. En humanos, se evidenció una expresión 

significativamente mayor de TNFRSF9 en tejido tumoral respecto al no tumoral, sin 

diferencias entre tipos histológicos ni estadios tumorales. Estos hallazgos sugieren que 

TNFRSF9 podría estar asociado a procesos de transformación tisular y modulación 

inmunológica, lo que lo posiciona como un potencial biomarcador en cáncer gástrico. 
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ABSTRACT 

Helicobacter pylori infection is a major risk factor in gastric carcinogenesis. This study 

assessed the expression of the immune checkpoint protein TNFRSF9 (CD137) in gastric 

tissues from H. pylori-infected mice and human samples with gastric adenocarcinoma. 

Efforts to standardize an immunohistochemistry protocol were unsuccessful due to 

inadequate antibody specificity, leading to a transition toward mRNA expression analysis by 

PCR. In the murine model, no significant differences in TNFRSF9 expression were found 

based on infection duration, inflammation score, or bacterial load, although higher expression 

was observed in tissues with metaplasia. In human samples, TNFRSF9 expression was 

significantly elevated in tumor tissue compared to adjacent non-tumor tissue, with no 

differences across histological types or tumor stages. These findings suggest that TNFRSF9 

may be linked to tissue transformation and immune modulation, highlighting its potential as 

a biomarker in gastric cancer. 
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INTRODUCCIÓN 

MARCO DE REFERENCIA 

A. Cáncer gástrico 

1. Epidemiología del cáncer gástrico 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo el 

responsable de aproximadamente 1 de cada 6 muertes en el mundo (Bray et al., 2024). Según 

los datos más recientes del 2022, CG es el quinto cáncer con mayor incidencia (968 784 

casos) y el quinto más mortal a nivel mundial (660 175 muertes). Las incidencias más altas 

se observan en Asia, con 691 791 casos (tasa de incidencia corregida por edad por cada 100 

000 habitantes en un año (TIC): 8.7 y 71.4 % de los casos a nivel mundial), seguida por 

Europa con 135 610 casos (TIC: 6.6; 14.0 % de los casos a nivel mundial) y en tercer lugar 

Latinoamérica y el Caribe con 74 379 casos (TIC: 6.6; 7.7 % de los casos a nivel mundial). 

Adicionalmente, la incidencia a nivel mundial es mayor en hombres (627 458 casos, TIC: 

12.8) que en mujeres (341 326 casos, TIC: 6.0), siendo dos veces más común en los hombres 

que en las mujeres (Bray et al., 2024). La tasa de incidencia aumenta progresivamente con la 

edad, siendo los 68 años la edad promedio de diagnóstico (Rodríguez et al., 2024). Sin 

embargo, en los últimos años ha habido un aumento en el diagnóstico de menores de 50 años, 

sobre todo en las personas nacidas entre 1980 y 1994, en donde la incidencia es 

aproximadamente el doble que en las nacidas en la década de 1950 (Sundar et al., 2025). 

Los tres países con las TIC más altas de CG a nivel mundial son: Mongolia, con una 

TIC de 35.5 (1 000 casos), Japón, con una TIC de 27.6 (126 724 casos) y la República de 

Corea con una TIC de 27.0 (29 267 casos). En cuanto a la incidencia absoluta de CG, los 

países con mayor número de casos son: China, con 358 672 casos; Japón, con 126 724 casos; 

e India, con 64 611 casos. Respecto a la tasa de mortalidad corregida por edad (TMC), los 

tres países con los valores más altos por cada 100 000 habitantes son: Mongolia, con una 

TMC de 31.5 (854 muertes); Tayikistán, con 16.7 (1 021 muertes); e Irán, con 15.4 (13 845 

muertes). A nivel mundial, Costa Rica se ubica en el puesto 13 en TIC con 13.97 y en la 

posición 23 en TMC con 9.53 (Bray et al., 2024). 

En Costa Rica, el CG es el cuarto cáncer más común luego del cáncer de próstata, de 

piel no melanoma y de mama (Figura 1); y es el más mortal seguido por el cáncer colorrectal 
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y de próstata (Figura 2) (Bray et al., 2024). En el año 2022, las provincias con mayor tasa 

de incidencia por cada 100 000 habitantes en Costa Rica fueron, en el caso de las mujeres, 

San José (10.38), Puntarenas (8.39) y Alajuela (7.10). Además, en los hombres las tasas de 

incidencia más elevadas se registraron en San José (14.93), Puntarenas (12.69) y Guanacaste 

(10.71). Además, la tasa de incidencia en el sexo femenino (7.57) es menor en comparación 

a la masculina (11.54), lo cual concuerda con las estadísticas a nivel mundial (Ministerio de 

Salud de Costa Rica, 2023). Por otro lado, las tasas más elevadas de mortalidad por CG desde 

1990 al 2022 en Costa Rica se registran en el sur y el este de la Gran Área Metropolitana, así 

como en el cantón de Hojancha (provincia de Guanacaste) (Vanegas et al., 2025). 

 

 

Figura 1. Distribución de la incidencia de cáncer por tipo en Costa Rica, año 2022 

(International Agency for Research on Cancer, 2022) 
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Figura 2. Distribución de la mortalidad por tipo de cáncer en Costa Rica, año 2022 

(International Agency for Research on Cancer, 2022) 

Las tasas de supervivencia a los 5 años para el CG son de aproximadamente un 20% 

para la mayoría de los países en el mundo, con excepción de Japón, en donde la tasa es mayor 

al 70% para los CG en etapa I y II. Estas altas tasas pueden explicadas por la implementación 

desde hace varias décadas de programas de tamizaje poblacional en Japón. La sobrevida en 

los CG asociados con el virus de Epstein-Barr (que constituye un 9% de los casos) es mejor, 

mientras que no es de muy buen pronóstico en fumadores, ya que estos por lo general 

desarrollan otras complicaciones adicionales (Karimi et al., 2014). 

2. Clasificación del cáncer gástrico 

Existen varias clasificaciones histológicas del CG, entre las más conocidas están la de 

Lauren y la de la Organización Mundial de la Salud (OMS). La clasificación de Lauren es de 

las más utilizadas, en donde se dividen los adenocarcinomas en tres subtipos: intestinal, 

difuso y mixto. El CG intestinal es el tipo más común (aproximadamente 54% de los casos) 

y se caracteriza por glándulas visibles y cohesión entre las células tumorales. El segundo CG 

más predominante es el difuso, el cual comprende células poco cohesivas que infiltran 
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difusamente la pared gástrica con poca o sin formación de glándulas. Finalmente, el menos 

frecuente es el CG mixto, que agrupa todos aquellos con histología infrecuente (Cisło et al., 

2018; Machlowska et al., 2020). El CG intestinal ocurre principalmente en adultos mayores 

masculinos, mientras que el CG difuso es más común en jóvenes y no hay diferencias 

marcadas entre sexos. La patogénesis del CG difuso es menos entendida y presenta un mayor 

componente hereditario (Gullo & Carneiro, 2019). 

La clasificación del CG según la OMS se basa netamente en la apariencia histo-

morfológica y describe otros tumores gástricos además de los adenocarcinomas. Los 

adenocarcinomas se dividen en: papilar, tubular, mucinoso y carcinoma de células en anillo 

de sello. El adenocarcinoma tubular se subdivide en 3 categorías: bien diferenciado, 

moderadamente diferenciado y poco diferenciado (Lai et al., 2016). Comparando la 

clasificación de Lauren con la de la OMS, los adenomas tubulares y papilares están 

comprendidos en los CG intestinales, mientras que el carcinoma de células en anillo de sello 

y otros carcinomas poco cohesivos se clasifican como CG difuso (Cisło et al., 2018) 

(Refiérase al Cuadro 1). La clasificación de la OMS es ampliamente utilizada para el 

diagnóstico y descripción de neoplasias infrecuentes y es empleada por muchos estudios en 

donde se investigan las características del CG. El 95% de los CG son adenocarcinomas, 

seguido por linfomas gástricos (Rawla & Barsouk, 2019). El tipo de carcinoma más común 

es el adenocarcinoma tubular, seguido por el papilar y luego el mucinoso. El adenocarcinoma 

de células en anillo de sello comprende aproximadamente un 10% de CG (Berlth et al., 2014).  

Cuadro 1.  Clasificación de adenocarcinomas según el sistema de Lauren y de la 

Organización Mundial de la Salud (Berlth et al., 2014).  

Clasificación de Lauren Clasificación de la Organización Mundial de la Salud 

Tipo intestinal 

 

Adenocarcinoma papilar 

Adenocarcinoma tubular 

Adenocarcinoma mucinoso 

Tipo difuso Carcinoma de células en anillo de sello y otros 

carcinomas poco cohesivos 

Tipo mixto Carcinoma mixto 

Carcinoma adenoescamoso 

Carcinoma de células escamosas 

Adenocarcinoma hepatoide 

Carcinoma con estroma linfoide 

Coriocarcinoma 
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Clasificación de Lauren Clasificación de la Organización Mundial de la Salud 

Carcinosarcoma 

Carcinoma de células parietales 

Tumor maligno rabdoide 

Carcinoma mucoepidermoide 

Carcinoma de células de Paneth 

Carcinoma indiferenciado 

Carcinoma mixto adeno-neuroendocrino 

Tumor de seno endodérmico 

Carcinoma embrional 

Tumor gástrico puro de saco vitelino 

Adenocarcinoma oncocítico 

 

Los adenocarcinomas pueden ser subdivididos también de acuerdo con el sitio 

anatómico: cardias y no cardias (Rawla & Barsouk, 2019). El estómago se compone de cinco 

regiones principales: cardias, fondo, cuerpo, antro y píloro. El cardias conecta con el esófago 

y es donde ingresa el alimento al estómago. El fondo está conectado con el cardias y es la 

parte superior del estómago. Seguidamente se encuentra el cuerpo, que es la parte más grande 

del estómago. Más distal se encuentra el antro y finalmente, está el píloro, que drena en el 

duodeno (Chaudhry et al., 2021; Di Natale et al., 2023). En el mundo por lo general es más 

común el CG no cardias (que comprende el resto del estómago) que de cardias, teniendo en 

la mayoría de los países una relación promedio de 2 a 1 (Colquhoun et al., 2015).  

Los tumores gástricos también se pueden clasificar según su estadio, a través del 

sistema TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC). Esta clasificación exceptúa 

aquellos tumores que inician en la unión gastroesofágica, los que inician en el cardias y se 

extienden a la unión gastroesofágica, tumores gastrointestinales estromales y los linfomas, 

los cuales se categorizan de otra manera (American Cancer Society, 2021a). El sistema TNM 

clasifica a los pacientes según la profundidad de la infiltración del tumor (T), número de 

nódulos linfáticos metastásicos regionales (N) y el estado de metástasis a otras partes 

distantes del cuerpo (M). Luego de determinar la clasificación TNM, se le asigna un estadio, 

en donde la fase inicial del CG es el estado 0 (carcinoma in situ) y luego se categoriza del I 

al IV, en donde menor sea el número, hay menos expansión del cáncer (American Cancer 

Society, 2021a; M. Zhang et al., 2021).  
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La tasa de supervivencia a 5 años varía en gran medida según el estadio en la que se 

diagnostica el tumor. En etapas IA y IB, la tasa de supervivencia a 5 años luego de 

intervención quirúrgica es por lo general de un 94% y un 88%, respectivamente. Por el 

contrario, para tumores en fase IIIC tratados con cirugía, la tasa de supervivencia a 5 años es 

mucho menor, siendo solo un 18%. La mayoría de los casos que se diagnostica en fases 

metastásicas (estadio IV) tienen una tasa de supervivencia muy baja (Rawla & Barsouk, 

2019). 

3. Factores de riesgo del cáncer gástrico 

Los factores de riesgo del CG se pueden dividir en dos tipos: aquellos que no son 

modificables (como la edad, el género, etnia, historial familiar y presencia de síndromes 

predisponentes) y los modificables (consumo de tabaco, consumo excesivo de alcohol, dieta, 

exposición a radiación, infección con Helicobacter pylori, entre otros). Así mismo, se puede 

clasificar a los factores de riesgo por sitio anatómico: cáncer gástrico de cardias y cáncer 

gástrico no cardias) (Cavatorta et al., 2018). 

La mayoría de los CG son esporádicos, y aproximadamente un 3% de los CG presentan 

predisposición hereditaria. Se considera que el riesgo de padecer CG es 3 veces mayor en 

pacientes con historial familiar (Machlowska et al., 2020). Las mutaciones hereditarias de 

ciertos genes como el CDH1 incrementan el riesgo de CG, la pérdida de una de las copias 

del gen CDH1 resulta en CG hereditario difuso, en donde las células malignas proliferan 

debajo del revestimiento del estómago y, como consecuencia, hacen metástasis (Rawla & 

Barsouk, 2019). 

Otros factores de riesgo para CG de cardias y no cardias son la edad, ser del sexo 

masculino, fumar tabaco, consumir alcohol y tener exposición a radiación. La tasa de 

incidencia de CG aumenta progresivamente con la edad, la mayoría de los CG se dan entre 

los 55 y 80 años (Thrift & El-Serag, 2020). Aunque las tasas globales de cáncer gástrico han 

disminuido en las últimas décadas, estudios recientes han reportado un aumento en adultos 

jóvenes (Park et al., 2025). Este cambio podría estar vinculado a gastritis autoinmune y 

alteraciones en el microbioma gástrico, favoreciendo la aparición de tumores cercanos a la 

unión gastroesofágica (Bray et al., 2024). Por otro lado, no existe una razón clara, pero se ha 

visto que los hombres tienen de 2 a 5 veces más riesgo de tener CG que las mujeres. Se ha 
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observado que los sobrevivientes al desastre de Hiroshima y Nagasaki, así como los 

sobrevivientes a linfoma de Hodgkin, los cuales han tenido exposición a radiación, tienen 

mayor riesgo de CG (Cavatorta et al., 2018). Los fumadores poseen hasta un 60% más de 

riesgo a padecer CG, mientras que las fumadoras tienen un 20% más de probabilidad (Karimi 

et al., 2014).  

La obesidad y la enfermedad de reflujo gastroesofágico (ERG) son factores de riesgo 

de CG de cardias. Las personas con índices de masa corporal (IMC) menor a 25 tienen un 

menor riesgo de CG en comparación con aquellas que poseen un IMC entre 30 a 35 (que 

tienen el doble de riesgo) o un IMC mayor a 40 (los cuales tienen el triple de riesgo) 

(Cavatorta et al., 2018). Varios mecanismos han propuesto que la grasa abdominal puede 

directamente ocasionar ERG y también producir compuestos metabólicos como el factor 

similar a insulina y la leptina, que se han asociado con malignidades, probablemente 

favoreciendo su proliferación. El ERG está fuertemente asociado con el CG de cardias, 

llegando a tener un riesgo incrementado entre dos a cuatro veces; el ERG puede causar 

metaplasia columnar e intestinal con potencial progresión a adenocarcinoma (Karimi et al., 

2014). 

Dentro de los factores de riesgo de CG no cardias se encuentra la infección por 

Helicobacter pylori. Este microorganismo es considerado carcinógeno clase I de CG por la 

Organización Mundial de la Salud desde 1994 (Malfertheiner et al., 2023). Varios estudios 

epidemiológicos han evidenciado el papel de H. pylori en la carcinogénesis gástrica, se 

estima que un 90% de los casos de CG son ocasionados por H. pylori. La prevalencia global 

de H. pylori en adultos fue de aproximadamente 43% entre los años 2014 a 2020 

(Malfertheiner et al., 2023). La bacteria induce una gastritis crónica que activa vías 

proinflamatorias y sus factores de virulencia (como CagA, VacA, ADP‑heptosa) producen 

daño genómico y favorecen la inestabilidad genética y epigenética de las células epiteliales. 

Paralelamente genera pérdida de acidez que resulta en disbiosis lo cual permite la expansión 

de otros microorganismos pro‑oncogénicos y virus asociados (como el virus de Epstein-Barr 

(EBV), facilitando la progresión desde mucosa sana a metaplasia y cáncer gástrico (Wizenty 

& Sigal, 2025). 
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El EBV se asocia aproximadamente con 5 a 10% de los casos de CG. Un metaanálisis 

de 70 estudios indicó que el CG asociado con EBV es dos veces más común en hombres que 

en mujeres (Rawla & Barsouk, 2019). El CG asociado con EBV tiene características únicas 

y es de buen pronóstico debido a los avances en inmunoterapias. Los CG EBV positivos se 

caracterizan por la expresión de PD-L1 y PD-L2, lo cual favorece su respuesta a 

inmunoterapias como Pembrolizumab, que bloquea la interacción PD-1 y sus ligandos, como 

PD-L1 (S. T. Kim et al., 2018). 

El EBV por lo general permanece en fase latente sin replicación, sin embargo, durante 

el proceso de infección fomenta la metilación del ADN, la desregulación de señalización 

celular, la expresión génica aberrante y la conformación de un microambiente tumoral 

propicio para la proliferación de las células gástricas infectadas, lo que facilita la formación 

deCG. Por otro lado, en esta fase latente se expresan productos como EBERs, BARF-0, 

EBNA-1 y LMP2A, involucradas en la regulación a la baja de la familia miR-200, que 

resultan en una disminución de la expresión de E-cadherina, la cual es clave para la 

carcinogénesis gástrica inducida por EBV (Sun et al., 2020). 

Por otro lado, se ha visto que hay una asociación significativa entre el consumo de sal, 

alimentos encurtidos, carnes procesadas y ahumadas con un riesgo incrementado de padecer 

CG. Altas concentraciones de sal pueden destruir la barrera mucosa del estómago, lo cual 

puede generar un subsecuente daño e inducir cambios proliferativos o favorecer el efecto de 

otros carcinógenos como Helicobacter pylori (B. Wu et al., 2021). Un consumo elevado de 

sal puede aumentar el riesgo de CG hasta en un 22%. En las comidas ahumadas se forman 

hidrocarburos policíclicos aromáticos que se han relacionado con la carcinogénesis gástrica. 

Mientras que los alimentos procesados y encurtidos favorecen la formación de compuestos 

N-nitrosos (Karimi et al., 2014).  

4. Prevención y tratamientos del cáncer gástrico 

Dentro de las estrategias de prevención del CG se encuentra mejorar la dieta. Según la 

Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés), el 

consumo de frutas y una mayor ingesta de vegetales probablemente reduce el riesgo del CG. 

Las frutas y vegetales son fuentes ricas en folato, carotenoides, vitamina C, que pueden tener 

un papel protector (Machlowska et al., 2020). Así mismo, se recomienda reducir el consumo 
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de alimentos con mucha sal, encurtidos, ahumados o altamente procesados y disminuir el 

consumo de alcohol (Richa et al., 2022). 

Otra forma de prevención importante es la erradicación de las infecciones por H. pylori. 

En el ensayo aleatorizado de Linqu (China), con seguimiento 2011–2022 la erradicación 

confirmada de H. pylori se asoció con un riesgo relativo de cáncer gástrico de 0.81 (reducción 

del 19% en incidencia) frente al grupo control (Pan et al., 2024). La bacteria es capaz de 

generar gastritis, conllevando a una inflamación crónica de la mucosa gástrica, seguido por 

atrofia, displasia y finalmente cáncer (Eusebi et al., 2020). Una estrategia secundaria de 

prevención es la detección temprana, especialmente en países en donde la incidencia es alta. 

El estándar de oro para el diagnóstico de CG es la endoscopía, la cual tiene mejor sensibilidad 

que los métodos radiográficos (Machlowska et al., 2020).  

Para pacientes con CG que se encuentran localizados, por lo general se combina la 

intervención quirúrgica y quimioterapia o quimioradioterapia. La resección puede ser 

quirúrgica o mediante endoscopía, siendo menos invasiva la última técnica. Los pacientes 

candidatos a la remoción del tumor de forma endoscópica son aquellos en donde se encuentra 

bien diferenciado, con un tamaño menor o igual a 2 cm y sin invasión linfática y de la 

submucosa profunda (Joshi & Badgwell, 2021). Generalmente se emplean tres ciclos de 

epirubicina, cisplatino y fluoroacilo como quimioterapia pre y post operativa (Ilson, 2019). 

En los casos en donde el CG es irresecable o metastásico, como tratamiento se emplea 

solo quimioterapia o en combinación con inmunoterapia, medicamentos dirigidos o 

radioterapia. Los medicamentos dirigidos tienen como blanco factores de crecimiento como 

VEGF (Ramucirumab) y HER2 (Trastuzumab). Por otro lado, la inmunoterapia potencia la 

respuesta antitumoral, para esto se han creado medicamentos que tienen como blanco los 

puntos de control inmunológico, como el Pembrolizumab y Nivolumab, que han mostrado 

beneficio en pacientes de CG cuando se administran solos o en combinación con 

quimioterapia. Para el caso específico de las terapias sistémicas neoadyuvantes, si luego de 

este tratamiento la extensión del tumoral de CG ha disminuido lo suficiente, puede 

considerarse la resección quirúrgica, de lo contrario se continúa con los tratamientos 

sistémicos para prevenir su expansión y complicaciones posteriores (American Cancer 

Society, 2021b; Luo et al., 2025). 
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B. Helicobacter pylori 

1. Generalidades de Helicobacter pylori 

H. pylori es un bacilo Gram negativo, con forma espiral que prolifera en el ambiente 

ácido de la mucosa gástrica (Poh et al., 2016). Se encuentra colonizando aproximadamente 

más de la mitad de la población mundial, adquiriéndose por lo general en la niñez (Lamont, 

2022). Una vez establecida la infección, usualmente persiste de por vida a menos de que sea 

tratada (Thrift & Nguyen, 2021). A pesar de la alta prevalencia, la mayoría de las personas 

no presentan síntomas y no van a tener complicaciones. Solo un 30% desarrollan 

enfermedades gastrointestinales como gastritis, úlceras pépticas y con menor frecuencia CG 

y linfoma de tejido asociado a mucosas (Lamont, 2022).  

H. pylori se transmite principalmente de persona a persona, particularmente en países 

desarrollados, siendo las vías oral-oral, fecal-oral y gástrica-oral las más reconocidas. Sin 

embargo, en países en desarrollo con sanitización inadecuada, la transmisión a través de 

comida y agua contaminada podría ocurrir, generando un mayor contagio con el 

microorganismo. En muestras de comida se ha encontrado a la bacteria en leche, vegetales, 

carne, así como en tejidos gástricos de algunos animales como vacas y oveja (Almashhadany 

et al., 2024; Zamani et al., 2017).  

La transmisión oral-oral puede ocurrir por contacto directo como besos, compartir 

utensilios o contacto estrecho entre personas. Se ha observado que los individuos infectados 

pueden albergar H. pylori en la boca y la saliva, ya sea de forma permanente o transitoria. 

Por otro lado, la vía gastro-oral es posible debido a la presencia de la bacteria en el estómago 

y el duodeno, la cual puede facilitarse por mecanismos como la regurgitación o el vómito, lo 

que permite que H. pylori llegue a la boca y se transmita a otras personas mediante contacto 

oral. Finalmente, la transmisión fecal-oral puede ocurrir cuando heces contaminadas entran 

en contacto con alimentos o utensilios compartidos. Este tipo de contagio está estrechamente 

relacionado con condiciones de saneamiento deficiente o malas prácticas de manipulación de 

alimentos, especialmente en regiones donde la higiene es limitada (Almashhadany et al., 

2024). 

Los contagios son más prominentes en las zonas rurales en vías de desarrollo, en donde 

hay más de un 80% de prevalencia, mientras que en las zonas urbanas desarrolladas la 
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prevalencia es menor al 40%. Estas diferencias se atribuyen a diferencias en factores 

socioeconómicos y de higiene (Kayali, Manfredi, et al., 2018). Las prevalencias más altas se 

encuentran en América Central, América del Sur, ciertas partes de Asia y en Europa del Este 

(Thrift & Nguyen, 2021).  

H. pylori causa cambios en el estómago y en el duodeno al infectar el tejido que protege 

el estómago, esto conlleva a la liberación de enzimas y toxinas que luego dañan estos órganos 

y los hacen más vulnerables al ácido estomacal (Kayali, Manfredi, et al., 2018). 

2. Papel de Helicobacter pylori en carcinogénesis 

H. pylori fue clasificado como carcinógeno de tipo I desde 1994 por la IARC, lo que 

posiciona a esta bacteria como un agente etiológico en la carcinogénesis gástrica (Duan et 

al., 2025). Existen varios estudios en donde se evidencia que personas infectadas tienen hasta 

seis veces más riesgo de CG no cardias (Karimi et al., 2014). Se estima que es el causante de 

al menos un 75% de los adenocarcinomas. Interesantemente, aunque colonice a más de la 

mitad de la población mundial, solo un 1 a 3 % de los infectados van a presentar CG. Dentro 

de los posibles factores que pueden explicar esta baja incidencia de CG es la duración de la 

infección, la patogenicidad de la bacteria, los polimorfismos en genes que codifican por 

moléculas pro- o anti-inflamatorias del hospedero y la dieta (Poh et al., 2016).  

La patogénesis del CG por H. pylori se da gracias a: (1) la acción indirecta de los 

procesos inflamatorios crónicos generados por la colonización de la bacteria y (2) la acción 

directa de sus factores de virulencia (Karimi et al., 2014). La activación sostenida de la vía 

NF-κB en células epiteliales gástricas, inducida por intermediarios del LPS de H. pylori como 

la ADP-heptosa a través del eje ALPK1/TIFA, promueve la expresión de citocinas 

proinflamatorias como IL-8 y la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, 

que generan daño genético y favorecen la inestabilidad genómica. NF-κB también potencia 

la supervivencia celular y la proliferación desregulada, contribuyendo a la carcinogénesis 

gástrica. Además, esta activación induce la secreción de quimioquinas como CCL2, que 

reclutan monocitos, macrófagos y células dendríticas al sitio de infección, estableciendo un 

entorno inflamatorio crónico que facilita la persistencia de H. pylori y la transformación 

maligna del epitelio (Zhang et al., 2020). 
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Así mismo, ocurre una metilación aberrante del ADN de las células epiteliales gástricas 

paralelamente a la infección por H. pylori. La inflamación crónica conlleva a un aumento en 

el recambio celular, en donde luego de varios años se pueden acumular suficientes errores 

mitóticos para generar CG (Ishaq & Nunn, 2015). Este mecanismo fue inicialmente descrito 

por Correa, en donde explica que la inflamación crónica genera gastritis superficial que luego 

progresa a gastritis atrófica, seguido por metaplasia intestinal (en donde el epitelio gástrico 

adquiere un fenotipo intestinal), continuando con displasia y culminando con carcinoma 

invasivo (Correa & Houghton, 2007). 

Los factores de virulencia más conocidos son el gen A asociado a citotoxina (cagA) y 

la toxina A vacuolizante (vacA), los cuales se han asociado con lesiones precancerosas 

gástricas (Ishaq & Nunn, 2015). Se ha visto que especialmente las H. pylori CagA positivas 

generan un mayor riesgo en el CG no cardial (Thrift & Nguyen, 2021). CagA actúa como 

una proteína oncogénica que interactúa con múltiples proteínas de señalización del 

hospedero, causando una desregulación. En un estudio in vitro con células del epitelio 

gástrico se observó que CagA puede por sí mismo promover la transformación maligna de 

las células al dotarles la capacidad de proliferación sostenida, evasión de los supresores de 

crecimiento, resistencia a la muerte celular e inestabilidad genómica (Takahashi-Kanemitsu 

et al., 2020). Adicionalmente, CagA induce en las células una producción incrementada de 

interleuquina 8, la cual produce respuestas inflamatorias intensas y la generación de radicales 

libres que pueden generar más daño (Brasil-Costa et al., 2022). 

Además del gen cagA, también se han asociado a la patogenicidad de H. pylori los 

genes vacA, iceA y babA (Dadashzadeh et al., 2017). La proteína VacA es una toxina 

multifuncional que induce vacuolización, formación de canales de membrana, desregulación 

la función endosomal/lisosomal, apoptosis e inmunomodulación. A diferencia del cagA, el 

vacA este está presente en todas las cepas de H. pylori, sin embargo, es muy polimórfica. El 

genotipo s1m1 es más virulento por su mayor capacidad de producir la toxina vacuolizante 

y por lo tanto genera más inflamación y daño en la mucosa gástrica, siendo mayor el riesgo 

de CG (Brasil-Costa et al., 2022). 

Adicionalmente, otro factor de virulencia es la γ-glutamil-transpeptidasa (GGT) de H. 

pylori, que es una enzima clave para su persistencia, ya que modula la respuesta inmunitaria 
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del huésped. Cuando cataliza la hidrólisis de compuestos γ-glutamil, genera metabolitos 

como el glutamato, el cual activa receptores en células dendríticas e inhibe la señalización de 

cAMP, promoviendo un fenotipo tolerogénico. Esto reduce la producción de citocinas 

proinflamatorias como IL-6 y favorece la diferenciación de células T reguladoras (Tregs), lo 

que permite a la bacteria evadir la respuesta inmune y mantener una colonización crónica del 

epitelio gástrico que puede facilitar la progresión hacia lesiones precancerosas (Zhang et al., 

2020). 

3. Diagnóstico y tratamiento de Helicobacter pylori 

El diagnóstico de H. pylori se puede hacer por métodos invasivos como la detección 

histológica en la mucosa gástrica y el cultivo y también por métodos no invasivos, como la 

detección de antígenos en heces, la detección molecular en heces, la prueba de urea en aliento 

y detección serológica de anticuerpos (esta última ya no está recomendada para diagnóstico 

debido a que los anticuerpos pueden persistir por varios años) (Crowe, 2019; Q. Zhang et al., 

2023). 

En las pruebas histológicas se obtiene una biopsia de la mucosa gástrica y se le realizan 

tinciones con hematoxilina-eosina (HE), Giemsa modificado, Warthin-Starry, Genta o 

inclusive tinciones inmunohistoquímicas, para visualizar el microorganismo. Las tinciones 

más recomendadas son las de HE y Giemsa debido a su simplicidad y consistencia, aunque 

la inmunohistoquímica es útil en ciertas situaciones debido a su alta sensibilidad y 

especificidad. La histología tiene varias limitaciones, ya que es más costosa en comparación 

a las pruebas serológicas (por requerir endoscopía e histopatología), el tiempo para el 

diagnóstico es mayor, la detección depende del analista y la densidad del microorganismo 

varía según la zona que se haya muestreado (Lee & Kim, 2015).  

Las pruebas serológicas se basan en que las personas infectadas con el microorganismo 

suelen desarrollar anticuerpos IgG, IgA e IgM contra H. pylori, y la mayoría de estos ensayos 

están orientados a detectar anticuerpos de tipo IgG. Esta prueba no se puede emplear para el 

monitoreo de la efectividad del tratamiento por la persistencia de los anticuerpos a pesar de 

la erradicación del microrganismo, a diferencia de la prueba de antígeno en heces y la 

detección de urea en aliento (Kayali, Aloe, et al., 2018). Por otro lado, la detección de 
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antígenos en heces se hace a través de una mezcla de anticuerpos monoclonales capaces de 

detectar la presencia de H. pylori en el momento de realizar la prueba (Crowe, 2019).  

La prueba de urea en aliento es útil para el diagnóstico inicial y para el seguimiento de 

tratamiento, esta prueba se basa en el hecho de que los humanos no poseen la enzima ureasa, 

y de poseerla, se debe a la presencia de microorganismos ureasa positivos, como H. pylori. 

La ureasa es capaz de romper la urea en amonio y en dióxido de carbono, el amonio es 

empleado por H. pylori para neutralizar el ácido gástrico. Para la prueba, se emplea urea con 

carbones marcados, la cual en presencia de H. pylori, se va a degradar y el dióxido de carbono 

marcado es exhalado por el paciente y puede ser detectado con un espectrómetro de masas 

relación gas-isotipo (medición de isótopo 13C) o un equipo de ionización (medición de 

isótopo 14C) (Sankararaman & Moosavi, 2021).   

Las sensibilidades y especificidades de las pruebas varían, siendo la más específica la 

detección histológica con un 99% y con una sensibilidad de 95%, con muestreos adecuados 

e interpretación apropiada. El cultivo se caracteriza por tener una alta sensibilidad de 100%, 

mientras que la especificidad varía entre el 85 al 95%. La detección de urea en aliento tiene 

una especificidad y sensibilidad de más de 95%, considerándose el estándar de oro en los 

métodos no invasivos. Por otro lado, la detección de antígeno de H. pylori en heces tiene una 

sensibilidad de 96% y una especificidad del 97%. La detección serológica de anticuerpos 

tiene sensibilidad entre 76 al 84% y una especificidad del 79 al 90% (Hussein et al., 2021; 

Lee & Kim, 2015). Finalmente, la detección molecular de H. pylori en heces tiene una 

sensibilidad de 92% y una especificidad de 96% aproximadamente (Q. Zhang et al., 2023). 

Las personas que presentan historial de úlcera péptica, úlcera gástrica o úlcera duodenal 

debido a H. pylori deben ser tratadas para evitar la reaparición de úlceras y permitir que las 

actuales sanen. Del mismo modo, toda persona con una prueba positiva por H. pylori debe 

ser tratada. La mayoría de los regímenes de tratamiento implica la ingesta de varios 

medicamentos, incluyendo antibióticos y un inhibidor de bomba de protones por 2 semanas 

(Lamont, 2024). Dentro de los antimicrobianos más empleados se encuentran: claritromicina, 

amoxicilina, metronidazol, bismuto, tetraciclina, levofloxacina y nitroimidazol (Randel, 

2018). 
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Es importante indicar que la erradicación de H. pylori no siempre previene el CG o 

permite una regresión de las lesiones preneoplásicas. La infección por este microorganismo 

puede dejar lesiones atróficas extensas que pueden permanecer, aunque se elimine H. pylori, 

lo cual es un factor de riesgo importante de CG. Como consecuencia, luego de la erradicación 

de la bacteria se debe dar seguimiento para asesorar una posible conversión a CG (Ishaq & 

Nunn, 2015). 

C. Puntos de control inmunológico 

1. Puntos de control inmunológico 

Los puntos de control inmunológicos (PCI) son vías de transducción de señal 

estimulatorias o inhibitorias que mantienen la auto-tolerancia y asisten en la respuesta 

inmune.  El primer PCI inhibitorio se descubrió en 1987 y se nombró antígeno 4 del linfocito 

T citotóxico (CTLA-4) (Dobosz & Dzieciątkowski, 2019). Otros ejemplos de vías 

inhibitorias ampliamente estudiadas es el eje compuesto por el receptor 1 de muerte celular 

programada 1 (PD-1) y el ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1) (Marin-Acevedo 

et al., 2021). 

La expresión de CTLA-4 es regulada positivamente luego de que se da una señalización 

a través del receptor de las células T (TCR), con el objetivo de atenuar efectivamente la 

activación de las células T luego de que se haya dado una respuesta. CTLA-4 compite con la 

molécula coestimuladora CD28 por los ligandos B7 en la célula presentadora de antígenos, 

en donde CTLA-4 tiene mayor avidez y afinidad por estos ligandos. La regulación por la 

molécula CTLA-4 es fundamental para la tolerancia, tanto así que se ha visto que en modelos 

murinos en donde hay una deleción de este gen, los ratones mueren a las 3 a 4 semanas de 

edad (Wei et al., 2018). 

PD-1 limita la respuesta de las células T activadas para prevenir autoinmunidad. Este 

se une a los ligandos PD-L1 o PD-L2 que, al ser reconocidos por los linfocitos T CD8+, se 

activan vías de señalización que conllevan a apoptosis y a la disminución de la proliferación 

de las células T y la producción de citoquinas. A diferencia de CTLA-4, los ligandos de PD-

1 (PD-L1 y PD-L2) están expresados significativamente en células tumorales de muchos 

tipos de cáncer (Ventola, 2017). PD-L1 es una molécula transmembrana que funciona como 
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un factor pro-tumoral, ya que atenúa la respuesta inmune hacia células tumorales y activa 

señales proliferativas y de supervivencia en las células tumorales (Han et al., 2020). 

2. Bloqueadores de punto de control inmunológico 

A pesar de los grandes avances en terapias contra el cáncer, siguen muriendo pacientes, 

por lo que se requieren tratamientos más efectivos, y dentro de estos, la inmunoterapia ha 

sido uno de los más prometedores. La inmunoterapia contra el cáncer busca reactivar la 

respuesta inmune antitumoral, resultando idealmente en la erradicación del cáncer (Ventola, 

2017). Bajo condiciones homeostáticas, existe un equilibrio entre señales proinflamatorias y 

antiinflamatorias, regulado por PCI, que incluyen vías inhibitorias y estimuladoras que 

modulan directamente la función de las células inmunes. Sin embargo, las células malignas 

alteran este equilibrio promoviendo un estado inmunosupresor que favorece la evasión 

inmune y el crecimiento tumoral. Para lograrlo, las células tumorales reclutan linfocitos 

Tregs, inducen tolerancia y/o apoptosis de las células T, disminuyen la expresión de 

antígenos tumorales y secretan citoquinas inmunosupresoras que estimulan los PCI 

inhibitorios, contribuyendo a un microambiente tumoral altamente inmunosupresor (Marin-

Acevedo et al., 2021).  

Recientemente se han empleado los bloqueadores de punto de control inmunológico 

(BPCI) para el tratamiento de los tumores debido a su gran eficacia terapéutica y efectos 

prolongados. A diferencia de otros tratamientos como la quimioterapia, los BPCI son bien 

tolerados (Ventola, 2017). Se han visto mejoras en pacientes con un gran rango de cánceres 

como melanoma metastásico, cáncer de pulmón de células no pequeñas y carcinoma de 

células no renales, en donde se emplean anticuerpos monoclonales humanizados que se 

dirigen en contra de receptores inhibitorios como CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3 y ligandos 

como PD-L1, de tal manera que se mejora la actividad antitumoral del sistema inmune 

(Franzin et al., 2020). 

El inicio de las inmunoterapias con BPCI es reciente, siendo el primer BPCI en ser 

aprobado por la FDA el Ipilimumab (anti-CTLA-4) en el 2011 (Marin-Acevedo et al., 2021). 

Actualmente, hay 12 BPCI aprobados por la FDA: 2 inhibidores de CTLA-4 (Ipilimumab y 

Tremelimumab), 6 inhibidores de PD-1 (Nivolumab, Pembrolizumab, Cemiplimab, 

Dostarlimab, Retifanlimab y Toripalimab), 3 inhibidores de PD-L1 (Atezolizumab, 
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Durvalumab y Avelumab) y un inhibidor de LAG-3 (Relatlimab) (Alsaafeen et al., 2025). 

Los BPCIs bloquean las señales inhibitorias que impiden la activación correcta de los 

linfocitos T reactivos contra tumores, de tal manera que puedan reconocer los antígenos 

tumorales y montar una respuesta efectiva (Wei et al., 2018). 

Actualmente, para el CG los principales blancos terapéuticos para BPCI están dirigidos 

contra PD-1, PD-L1 y CTLA-4. Entre los fármacos anti-PD-1, Nivolumab ha sido aprobado 

por la FDA como tratamiento de primera línea en combinación con quimioterapia. 

Pembrolizumab, otro anti-PD-1, ha sido aprobado como tercera línea para pacientes con 

expresión positiva de PD-L1 (Puntuación combinada positiva (CPS) ≥1) y como primera 

línea en aquellos con inestabilidad microsatelital alta (MSI-H) o deficiencia en reparación de 

ADN (dMMR) (Luo et al., 2025). Esta última condición se caracteriza por una alteración en 

los genes encargados de corregir errores de apareamiento de bases nitrogenadas durante la 

replicación del ADN, lo que genera una acumulación de mutaciones, especialmente en 

regiones repetitivas del genoma conocidas como microsatélites. Como resultado, los tumores 

dMMR presentan una alta carga mutacional y una mayor expresión de neoantígenos, lo que 

favorece la infiltración de células T positivas para PD-L1 y una mejor respuesta a la 

inmunoterapia (Joshi & Badgwell, 2021). Además, Pembrolizumab está aprobado en 

combinación con Trastuzumab y quimioterapia para pacientes HER2 positivos (Luo et al., 

2025). 

En cuanto a los inhibidores de PD-L1, estos se encuentran en fases clínicas avanzadas. 

Atezolizumab, ha mostrado eficacia en combinación con quimioterapia en pacientes con 

cáncer gástrico resecable no metastásico, mientras que Avelumab y Durvalumab que han 

tenido resultados mixtos. Por otro lado, los inhibidores de CTLA-4 como Ipilimumab y 

Tremelimumab, que también están en fases clínicas avanzadas, han demostrado actividad 

antitumoral cuando se combinan con otros BPCI o quimioterapia, aunque su uso en 

monoterapia no ha sido satisfactorio. Actualmente, se investigan diversas combinaciones de 

ICI con terapias dirigidas, anticuerpos conjugados, virus oncolíticos e inmunomoduladores, 

con el objetivo de mejorar la eficacia terapéutica y superar la resistencia tumoral (Luo et al., 

2025). 



18 

 

 

Los cánceres gástricos positivos para EBV constituyen un subtipo molecular distinto, 

caracterizado por una infiltración abundante de linfocitos T CD8+ y una sobreexpresión de 

los ligandos PD-L1 y PD-L2. Esta expresión elevada de moléculas inmunorreguladoras 

sugiere una mayor susceptibilidad al bloqueo de PD-1, lo que convierte a estos tumores en 

candidatos potenciales para inmunoterapia con inhibidores de puntos de control 

inmunológico. Diversos estudios han reportado respuestas robustas en tumores EBV 

positivos tratados con anti-PD-1 (Joshi & Badgwell, 2021). En este contexto, una alta 

expresión de PD-L1 y PD-1 se ha asociado con mejor pronóstico en pacientes con cáncer 

gástrico positivo para EBV (Cisło et al., 2018).  

 

D. TNFRSF9 

1. Generalidades de TNFRSF9 

El miembro 9 de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral 

(TNFRSF9) es también conocido como 4-1BB o CD137. Se descubrió en 1989 y fue descrito 

primeramente como una proteína localizada en la superficie de las células T citotóxicas y 

cooperadoras activadas (Glorieux & Huang, 2019). TNFRSF9 es una proteína de membrana 

tipo I glicosilada, su región extracelular está compuesta por cuatro dominios repetidos ricos 

en cisteína; en la parte citoplasmática, posee un motivo de unión para factores asociados al 

receptor de TNF (TRAF) (Singh et al., 2024). 

Actualmente, se describe como un receptor inmune coestimulatorio altamente 

regulado, expresado en distintas células inmunes como las células NK, linfocitos T y B, 

células dendríticas y macrófagos. Adicionalmente, también puede expresarse de forma 

inducible en neutrófilos activados, especialmente en contextos de inflamación sistémica. 

Estudios recientes en modelos murinos han demostrado que la señalización de TNFRSF9 en 

neutrófilos regula funciones efectoras clave de la inmunidad innata, como la fagocitosis y la 

actividad microbicida, contribuyendo de manera activa a la respuesta inflamatoria tisular 

(Tran et al., 2021).  Por otro lado, también se ha observado en células endoteliales linfáticas 

activadas o hipóxicas y en células endoteliales de tumores (Fröhlich et al., 2020).  

Los receptores de TNFRSF activan diversas funciones celulares, desde la producción 

de interferones tipo 1 hasta la modulación de la supervivencia de las células T activadas por 
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antígeno. TNFRSF9 en específico, participa en la expansión, adquisición de funciones 

efectoras, supervivencia y desarrollo de células T de memoria. El ligando principal de 

TNFRSF9, conocido como TNFSF9, 4-1BBL o CD137L, se expresa predominantemente en 

poblaciones de células presentadoras de antígenos profesionales. Su unión con TNFRSF9 

activa vías de señalización intracelular a través de TRAF1 y TRAF2, que a su vez estimulan 

las rutas de NF-κB, AKT, p38 MAPK y ERK. Estas vías inducen la expresión de genes 

relacionados con la supervivencia celular que codifican para survivina, Bcl-2, Bcl-XL y Bfl-

1, y reducen la expresión de la proteína proapoptótica Bim (Ward-Kavanagh et al., 2016).  

TNFRSF9 se expresa rápidamente en células T CD4+ y CD8+ tras el reconocimiento 

antigénico. La coestimulación simultánea de TNFRSF9 y del receptor de células T (TCR) en 

células T activadas genera señales que promueven la proliferación, supervivencia, formación 

de memoria y una mayor función efectora, incluyendo citotoxicidad y producción de 

citocinas. Este efecto es más marcado en células T CD8+ que en CD4+, convirtiendo a 

TNFRSF9 en un blanco terapéutico particularmente atractivo para el tratamiento contra el 

cáncer. Esta coestimulación es esencial para evitar la eliminación clonal o la anergia, 

fenómenos que limitan que las células T respondan a los antígenos presentados por células 

tumorales (Hashimoto, 2021). 

La estimulación de TNFRSF9 en células inmunes del microambiente tumoral tiene 

efectos diversos (Hashimoto, 2021): 

• Células NK: la expresión de TNFRSF9 es inducida por IL-2 e IL-15, que promueve 

en las células NK la proliferación y producción de IFN-γ, que luego apoya en la 

activación de las células T. 

• Células T CD8+: Promueve su proliferación, supervivencia, función citotóxica 

(perforina y granzima) y formación de células T de memoria (CD8+ Tm). 

• Células T CD4+ y CD8+: Producen IL-2 e IFN-γ tras la activación. 

• Células T reguladoras: Su respuesta a TNFRSF9 es ambigua; puede inducir su 

proliferación y cambiar su función a citotóxica o mantener su función 

inmunosupresora. 

• Monocitos: la estimulación de TNFRSF9 induce la producción de TNF-α e IL-8, 

suprime la producción de IL-10 y favorece su diferenciación a células dendríticas 
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(DCs). En DCs el reconocimiento de TNFSF9 promueve la producción de IL-12 e 

IL-6. Por otro lado, la señalización de TNFRSF9 también puede polarizar a los 

monocitos hacia un fenotipo de macrófago M2 y promover la apoptosis de células B. 

• Células B: La estimulación de TNFRSF9 favorece la producción TNF-α y TNF-β, y 

también favorece la proliferación y supervivencia de células B, pero no contribuye al 

cambio de clase. 

 

Figura 3. El papel de TNFRSF9 en las células inmunitarias dentro del microambiente 

tumoral (Hashimoto, 2021). 

 

2. Papel de TNFRSF9 en enfermedades 

En el estudio de Cho et al. (2021) se observó que una baja expresión de TNFRSF9 en 

células T reguladoras infiltradas en el tumor (TI-Tregs) se correlaciona con una mejor 

supervivencia y una mayor respuesta clínica a inhibidores de punto de control inmunitario, 

específicamente anti-PD-1, en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas. Estos 

hallazgos sugieren que TNFRSF9 podría potenciar la actividad inmunosupresora de las 

Tregs dentro del microambiente tumoral, contribuyendo a la evasión inmunológica del 

tumor. 

Por otro lado, se describe en el trabajo de Glorieux & Huang (2019) que la interacción 

de TNFRSF9 en células presentadoras de antígeno activadas con su ligando TNFSF9, puede 

inducir una activación bidireccional. Este mecanismo no solo estimula la maduración de las 
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células presentadoras de antígenos, sino que también promueve la activación y supervivencia 

de células T efectoras, fortaleciendo la inmunidad antitumoral. 

Adicionalmente, se ha identificado que TNFRSF9 actúa como un supresor tumoral en 

el cáncer de mama. La expresión de TNFRSF9 se encuentra significativamente disminuida 

en tejidos tumorales, lo que favorece la progresión de la enfermedad, ya que esta regulación 

negativa de TNFRSF9 promueve la fosforilación de p38 y la sobreexpresión de PAX6, 

eventos que contribuyen a la proliferación, supervivencia e invasión de células cancerosas 

(Xu, 2025). Por el contrario, la sobreexpresión de TNFRSF9 en un modelo murino inyectado 

con células MCF-7 (células de cáncer de mama) transfectadas con el vector pLV-TNFRSF9 

redujo de manera significativa el tamaño tumoral y la malignidad a nivel histológico, en 

comparación con el grupo control. Este efecto se asoció con mayor expresión proteica de 

TNFRSF9 y menor expresión de Bcl-2 y PAX6, lo que respalda su potencial como blanco 

terapéutico en inmunoterapia para cáncer de mama (Liu et al., 2022). 

En modelos de infección por el virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), se ha 

demostrado que la ausencia de TNFSF9 provoca una disminución de dos a tres veces en la 

cantidad de células T CD8+ en comparación con ratones de tipo silvestre, aunque estos 

conservan la capacidad de generar linfocitos citotóxicos y eliminar la infección aguda. Esta 

reducción también se ha observado en modelos murinos infectados con influenza y 

gammaherpesvirus, lo que refuerza el papel de TNFSF9 en la optimización de la respuesta 

antiviral. En humanos, las deficiencias en TNFRSF9 se han asociado principalmente con 

respuestas comprometidas de células T CD8+ frente a infecciones virales. La activación de 

TNFSF9 favorece la supervivencia de las células T, promueve su proliferación y mantiene 

respuestas inmunes efectivas, principalmente mediante la supresión de la muerte celular. 

(Singh et al., 2024). 

Sin embargo, también se ha observado que la interacción entre TNFSF9 y TNFRSF9 

puede inducir señales inhibitorias en células T, suprimiendo su activación y proliferación. En 

condiciones tolerogénicas, las células T activadas expresan niveles elevados de TNFSF9 

junto con TNFRSF9, lo que permite que TNFSF9 permanezca en la superficie de las células 

T activadas e interactúe en forma trans con células presentadoras de antígenos que expresan 

TNFRSF9. Esta interacción puede conducir a la supresión de las células T, aunque los 
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mecanismos moleculares que median estas señales negativas aún no se comprenden 

completamente. Estos hallazgos resaltan la complejidad del papel de TNFRSF9 en la 

regulación de la inmunidad durante infecciones, y su potencial como blanco terapéutico 

requiere una comprensión precisa de su dinámica funcional (Singh et al., 2024). 

3. Opciones terapéuticas: agonistas de TNFRSF9 

Según Cho et al. (2021) la inhibición directa de TNFRSF9 para suprimir células T 

reguladoras infiltradas en el tumor (TI-Tregs) debe abordarse con precaución. La eficacia de 

los anticuerpos bloqueadores de TNFRSF9 en el control del crecimiento tumoral parece 

depender del microambiente tumoral. Por ejemplo, en entornos inmunosupresores con alta 

proporción de Tregs y escasa presencia de células T CD8+, el bloqueo de TNFRSF9 podría 

favorecer la activación inmunitaria antitumoral al reducir la inmunosupresión. En contraste, 

en microambientes tumorales inmunogénicos, donde predominan las células T CD8+ sobre 

las Tregs, el uso de anticuerpos agonistas de TNFRSF9 podría potenciar la respuesta 

inmunitaria al estimular la supervivencia y función de las células T efectoras. Como 

consecuencia, es importante conocer la composición celular del microambiente tumoral antes 

de aplicar estrategias terapéuticas dirigidas a TNFRSF9, ya que el equilibrio entre células T 

efectoras e inmunosupresoras puede determinar si el bloqueo o la activación de TNFRSF9 

será beneficioso para potenciar la inmunidad antitumoral. 

En el contexto oncológico, se ha observado que la inmunoterapia agonista dirigida 

contra TNFRSF9 tiene la capacidad de eliminar tumores como el sarcoma Ag104A, que es 

poco inmunogénico, y el mastocitoma P815, que tiene una capacidad elevada para inducir o 

promover la formación de tumores (Chester et al., 2018). Esto sugiere que el bloqueo de 

TNFRSF9 puede tener efectos en ciertos tipos de cáncer. 

Actualmente hay dos anticuerpos agonistas del TNFRSF9, el Urelumab y el 

Utomilumab, los cuales no se emplean aún en la clínica debido a la posible toxicidad 

hepática, en el caso de Urelumab, o por la menor eficacia de Utomilumab (H. Zhang et al., 

2020). A pesar de la limitación de la actividad clínica de Urelumab a una dosis tolerable, 

dicha hepatotoxicidad puede reducirse mediante la administración intratumoral de los 

anticuerpos agonistas, disminuyendo la exposición sistémica (Chester et al., 2018). 

Adicionalmente, Urelumab, ha sido evaluado tanto como monoterapia como en combinación 
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con otros fármacos (incluyendo Rituximab, Cetuximab, Elotuzumab y Nivolumab) a dosis 

bajas, sin provocar toxicidad hepática. En particular, su combinación con Rituximab en 

pacientes con linfoma no Hodgkin refractario o en recaída ha demostrado ser segura y bien 

tolerada, además de mejorar la respuesta inmunitaria del huésped (Mascarelli et al., 2021). 

Por otro lado, se están desarrollando nuevas generaciones de anticuerpos agonistas de 

TNFRSF9 con mecanismos de acción diferenciados para mejorar la eficacia antitumoral y 

reducir la toxicidad sistémica. Entre ellos se encuentran anticuerpos IgG1 como EU101, 

AGEN2373, ADG206 y HOT-1030, que varían en su afinidad por receptores Fcγ y en los 

dominios de unión, lo que influye en su capacidad agonista. También hay anticuerpos IgG4 

como ADG106, ATOR-1017, PE0116 y CTX-471, que dependen del entrecruzamiento con 

receptores Fcγ y difieren en su capacidad para bloquear la interacción con TNFSF9. 

Finalmente, algunos anticuerpos como LVGN6051 y STA551 incorporan mutaciones en la 

región Fc para mejorar la selectividad tumoral y minimizar efectos adversos, activándose 

preferentemente en microambientes tumorales con alta concentración de ATP (Singh et al., 

2024). 
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JUSTIFICACIÓN 

Según las estadísticas del 2022, el cáncer gástrico (CG) a nivel mundial es el quinto 

cáncer más común con 968 784 nuevos casos (4.8%) y la quinta causa de muerte con 660 175 

muertes (6.8%) (Bray et al., 2024; International Agency for Research on Cancer, 2022). Entre 

los años 2000 y 2020, las tasas de incidencia y mortalidad por cáncer gástrico disminuyeron 

en la mayoría de los grupos étnicos, aunque en mujeres blancas, hispanas y personas 

indígenas americanas y nativas de Alaska, las tendencias fueron estables o crecientes. Para 

2040, se proyecta un aumento significativo tanto en la incidencia (15.5% en hombres y 12.1% 

en mujeres) como en la mortalidad (18.9% en hombres y 10.6% en mujeres) (Huang et al., 

2024). Estos datos reflejan la persistente carga global del cáncer gástrico y su posible 

incremento en las próximas décadas, lo que resalta la importancia de estudiar aspectos 

relacionados con la génesis, progresión del cáncer gástrico, así como potenciales 

biomarcadores diagnósticos, pronósticos y predictivos de respuesta a terapia de relevancia 

clínica. 

El CG tiene una etiología compleja, que involucra factores ambientales, genéticos y 

microbiológicos en su patogénesis. Entre estos últimos, destaca Helicobacter pylori, una 

bacteria Gram negativa cuyo reservorio natural es el estómago humano. Desde 1994, la 

Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer (IARC) la clasificó como 

carcinógeno del grupo I (Duan et al., 2025). Se estima que entre un 2-3% de los individuos 

con H. pylori desarrollan eventualmente CG y que aproximadamente el 50% de la población 

mundial alberga esta bacteria (Díaz et al., 2018; Duan et al., 2025). Considerando su alta 

prevalencia y que está implicada en el desarrollo de CG, es esencial profundizar en los 

mecanismos mediante los cuales H. pylori contribuye al desarrollo del CG, con el fin de 

avanzar en estrategias de prevención, diagnóstico y tratamiento más efectivos.  

Los pacientes con CG en etapas tempranas por lo general no presentan síntomas o estos 

son inespecíficos, lo que se refleja en el hecho de que más de un 70% de los pacientes se 

presentan con CG avanzado al momento del diagnóstico (Tan, 2019). Los tratamientos 

actuales han permitido que la tasa de supervivencia a los 5 años posteriores al diagnóstico 

sea de un 60% para el CG en etapa IA, 80% para los tumores IB; para los tumores en fase 

III, la tasa de supervivencia a los 5 años varía entre el 18 a 50% (Sexton et al., 2020). Lo 
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anterior recalca la necesidad de identificar marcadores biológicos que permitan predecir la 

evolución del CG y/o que puedan ser utilizados como nuevos blancos terapéuticos. 

Los bloqueadores de punto de control inmunológico (BPCI) son una estrategia de la 

inmunoterapia que ha revolucionado el tratamiento de tumores. Hasta la fecha, la FDA ha 

aprobado el uso de BPCI dirigidos contra cuatro moléculas diferentes: CTLA-4, PD-1, PD-

L1 y LAG-3 (Alsaafeen et al., 2025). Estos novedosos tratamientos han logrado aumentar la 

sobrevida de los pacientes con cáncer, generando respuestas muy eficaces, duraderas y un 

perfil de seguridad manejable (Rotte et al., 2018). Los pacientes que responden tienen una 

regresión significativa del tumor (Bagchi et al., 2021). Sin embargo, esta respuesta favorable 

en pacientes que reciben BPCI se observa en un 40–70 % en ciertas neoplasias malignas, 

como el melanoma, el linfoma de Hodgkin y los tumores con alta inestabilidad de 

microsatélites (MSI-H), mientras que en la mayoría de los demás tipos de cáncer puede ser 

tan baja como entre el 10 % y el 25 % (Alsaafeen et al., 2025). En CG estas terapias se han 

utilizado principalmente en fases avanzadas (Kono et al., 2020). No obstante, la tasa de 

respuesta es limitada, siendo menos del 20%, lo cual reitera la importancia de buscar nuevas 

estrategias (Joshi & Badgwell, 2021). 

Actualmente, se han descrito más de 40 puntos de control inmunológico (PCI), pero 

pocos se han estudiado en CG. Dentro de estos puntos de control, se encuentra el miembro 9 

de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFRSF9, llamado también 

4-1BB o CD137), el cual es un nuevo blanco atractivo para la inmunoterapia contra el cáncer 

porque en modelos murinos se ha visto que su activación estimula fuertemente a los linfocitos 

T CD8+, promoviendo su proliferación, producción de citocinas y resistencia a la apoptosis. 

Además, puede modular funciones inmunosupresoras y facilitar la infiltración de células 

inmunes al tumor (Fröhlich et al., 2020). 

A pesar del creciente interés en los PCI, son escasos los estudios que han explorado su 

relación con H. pylori en el contexto de la carcinogénesis gástrica. En particular, poco se ha 

investigado sobre cómo esta bacteria podría influir en la expresión de TNFRSF9, un PCI con 

potencial terapéutico. Por ello, este estudio busca dilucidar si H. pylori regula la expresión 

de TNFRSF9 en modelos murinos infectados en distintos intervalos de tiempo, así como 

evaluar su expresión en tejido gástrico de pacientes con adenocarcinoma gástrico. 



26 

 

 

Los modelos murinos son ventajosos porque son animales pequeños, de bajo costo, se 

reproducen rápido y pueden ser genéticamente manipulados (Cheon & Orsulic, 2011). A 

diferencia de los modelos de cáncer genéticamente definidos, los modelos de ratones en 

donde se induce el cáncer con carcinógenos presentan una mayor inestabilidad genómica, 

resultando en un microambiente fisiológicamente más relevante. 

En esta investigación se utilizaron ratones C57BL/6 que se han inoculado con 

Helicobacter pylori, un modelo ampliamente empleado para estudiar la patogénesis del 

cáncer. Aunque la infección crónica por H. pylori en ratones no conduce típicamente al 

desarrollo de adenocarcinoma gástrico, este modelo reproduce alteraciones patológicos 

tempranas y respuestas inmunológicas comparables a las observadas en infecciones 

humanas, como la inflamación crónica y cambios epiteliales (K. Zhang et al., 2025). En 

conjunto, estas características permiten investigar los mecanismos moleculares e 

inmunológicos que preceden al desarrollo del cáncer gástrico humano. 
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PROBLEMA 

Aunque H. pylori es un impulsor clave de la carcinogénesis gástrica, no se conoce 

cómo la infección modifica la expresión del gen de TNFRSF9 (un regulador clave en células 

T) en la mucosa gástrica de un modelo murino infectado. Del mismo modo, en humanos con 

adenocarcinoma gástrico tampoco se ha determinado si existe un cambio en la expresión de 

este punto de control inmunológico entre tejido tumoral y no tumoral. Esta falta de evidencia 

limita la comprensión del papel de TNFRSF9 en la inflamación, la metaplasia y la progresión 

tumoral, así como su potencial utilidad como biomarcador o diana terapéutica. 
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PREGUNTA 

¿Cómo varía la expresión del punto de control inmunológico TNFRSF9 en tejido gástrico de 

un modelo murino infectado con Helicobacter pylori y en pacientes con adenocarcinoma 

gástrico? 
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OBJETIVOS 

A. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la expresión del punto de control inmunológico TNFRSF9 en un modelo de 

ratones infectados por H. pylori y en muestras gástricas humanas de tejido tumoral para 

comprender su posible participación en los procesos inflamatorios y de transformación tisular 

asociados a la patogénesis del cáncer gástrico. 

B. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Caracterizar histológicamente los tejidos murinos mediante tinción hematoxilina-

eosina e inmunohistoquímica para detectar H. pylori. 

2. Evaluar la expresión de Tnfrsf9 en tejido gástrico de modelos murinos infectados con 

H. pylori, mediante la cuantificación relativa de su transcripción (ARNm). 

3. Determinar la expresión proteica de TNFRSF9 mediante inmunohistoquímica en 

modelos murinos infectados con H. pylori. 

4. Determinar la expresión relativa de ARNm de TNFRSF9 en muestras gástricas de 

pacientes con adenocarcinoma gástrico. 
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MARCO METODOLÓGICO 

A. Materiales 

Muestras de ratones para estandarización de inmunohistoquímica 

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 (Alpízar-Alpízar et al., 2020), en el cual se obtuvo aprobación para 

el manejo y uso experimental de los animales del “Animal Experiments Inspectorate” del 

Instituto Finsen del Hospital Universitario de Copenhague (número de permiso: 2010/561-

1394 y proyecto P12-165, Anexo 3). Los ratones C57BL/6 fueron obtenidos de Taconic 

(Silkeborg, Dinamarca).  

Se utilizaron hembras con edades de entre 6 a 8 semanas que, mediante monitoreo por 

PCR, se determinó que no estaban infectadas con especies del género Helicobacter que 

colonizan rutinariamente los ratones de bioterios. Para lograr lo anterior, se alimentó a los 

ratones con comida estéril autoclavada, se mantuvieron en condiciones controladas y se 

monitorearon por patógenos. 

Se utilizó la cepa SS1 de H. pylori para inocular a los ratones, la cual está adaptada para 

la infección en ratones y es cagA+, vacA+, pero sin funcionalidad de la isla de patogenicidad 

de cag (cag PAI) (Crabtree et al., 2002). Esta cepa se cultivó en placas de agar chocolate a 

37 °C en condiciones microaerofílicas (5% O2, 10% CO2 y 85% N2). Luego de 48 horas, se 

recolectó y resuspendió la cepa en 0.85% (m/v) de NaCl y se ajustó a un McFarland de 3 

(~108 UFC/mL). Los ratones fueron inoculados con una dosis única de 108 bacterias (UFC) 

en 0.2 mL de 0.85% NaCl vía oral con una jeringa. Por otro lado, los ratones controles que 

no iban a ser infectados recibieron 0.2 mL de salina.  

Cumplido el tiempo y las condiciones que se definieron (3, 6, 10, 14, 20, 25, 30 semanas 

post-inoculación con H. pylori o salina), se les aplicó eutanasia a los ratones para extraer el 

tejido gástrico. Los estómagos resecados fueron abiertos y cortados longitudinalmente, para 

luego ser fijados durante la noche en una solución de 4% de paraformaldehído y 

posteriormente fueron parafinados. Por último, el tejido fue cortado en secciones de 3 μm 



31 

 

 

para la determinación de la expresión de la proteína TNFRSF9 mediante 

inmunohistoquímica. 

Muestras de ratones para detección de TNFRSF9 con PCR tiempo real 

Para la realización de los experimentos con el modelo murino, se utilizó la cepa de 

ratones C57BL/6, adquirida en el año 2014 a través de Harlan Laboratories (actualmente 

Envigo), en el marco de los proyectos de investigación B3-205 y B3-766. Esta cepa se 

mantuvo en racks ventilados (Techniplast) dentro de las instalaciones del Laboratorio de 

Ensayos Biológicos (LEBi-UCR), bajo condiciones estándar de iluminación, temperatura y 

humedad. Se realizó un monitoreo periódico para determinar el estatus de infección por 

Helicobacter spp., y al momento de los experimentos, los animales estaban libres de bacterias 

del género Helicobacter. Las jaulas, el material de cama y el alimento fueron esterilizados, y 

se proporcionó agua esterilizada de manera ilimitada. Todo el manejo de los animales se 

llevó a cabo conforme a las normas establecidas por la CICUA de la Universidad de Costa 

Rica, bajo los permisos CICUA-23-2018 (Anexo 4) y CICUA-56-2018 (Anexo 5). 

La cepa bacteriana utilizada para la inoculación fue Helicobacter pylori SS1, adaptada 

a la fisiología gástrica del ratón, la cual fue donada por el Dr. James Fox del Massachusetts 

Institute of Technology (MIT). La inoculación se realizó por vía oral (gavage), administrando 

0.2 mL de una suspensión bacteriana en solución salina de NaCl al 0.85%, con una 

concentración aproximada de 109 unidades formadoras de colonias (CFU). Los ratones del 

grupo control recibieron el mismo volumen de solución salina sin bacterias. 

Las cepas de H. pylori se incubaron 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 

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. 

Para la preparación de la suspensión bacteriana y la inoculación de los animales, se 

siguieron protocolos estándar previamente descritos en la sección anterior. Los ratones 

fueron distribuidos en los grupos experimentales correspondientes y se llevaron a cabo 

estudios de cinética de infección, para lo cual se practicó eutanasia en distintos puntos 
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temporales, entre las 10 y 50 semanas posteriores a la inoculación (un segmento longitudinal 

del estómago resecado fue colocado en la solución RNAlater y almacenado a 4 °C. Esto con 

el objetivo de estabilizar el ARN hasta la extracción de ARN. 

Cuadro 2). Seguidamente, se extrajo el tejido gástrico, en donde un segmento 

longitudinal del estómago resecado fue colocado en la solución RNAlater y almacenado a 4 

°C. Esto con el objetivo de estabilizar el ARN hasta la extracción de ARN. 

Cuadro 2. Condiciones experimentales de los ratones C57BL/6 empleados para estudio con 

PCR 

Grupo N ratones H. pylori Eutanasia 

1 4 + 
10 semanas post 

inoculación 

2 5 + 
20 semanas post 

inoculación 

3 5 + 
30 semanas post 

inoculación 

4 4 + 
40 semanas post 

inoculación 

Control 5 - 50 semanas 

 

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 postoperatoria a partir del tejido resecado de 38 pacientes mayores de 18 años con 

adenocarcinoma gástrico. Esto se realizó en el marco de un proyecto registrado ante la 

Vicerrectoría de Investigación con el número 810-B9-473. 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 6), el Comité Ético Científico Central de la Caja 

Costarricense del Seguro Social (Anexo 7) y el Consejo Nacional de Investigación en Salud 

(Anexo 8). 

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 frías 

(4°C) durante el transporte y se almacenaron a -80 °C hasta su extracción. 



33 

 

 

La caracterización histopatológica según su clasificación Lauren y estadio fue realizada 

por médicos especialistas del Servicio de Cirugía del Hospital Max Peralta.  

B. Metodología 

En el Anexo 1 y Anexo 2 se incluyen los materiales y reactivos necesarios para ejecutar 

la metodología. 

1. Procedimiento 

a. Estandarización de protocolo de inmunohistoquímica para detección de TNFRSF9 

en mucosa gástrica 

Desparafinación del tejido 

Las láminas con tejido parafinado fueron sumergidas en xileno durante un 

período de 30 a 40 minutos. Luego, se procedió a la hidratación mediante una serie de 

inmersiones sucesivas en alcohol, de la siguiente forma: dos veces en etanol al 99%, 

dos veces en etanol al 96% y, finalmente, una vez en etanol al 70%. Después, las 

láminas se enjuagaron con agua de grifo durante 5 minutos. 

Recuperación del antígeno 

Para la recuperación del antígeno, se ensayaron dos métodos con el fin de 

determinar con cuál se obtenían mejores resultados. El primero fue un método 

enzimático, en el cual las láminas se sumergieron en 50 mL de buffer para proteinasa 

K (precalentado a 37 °C durante al menos 2 horas), al que se le añadieron 12.5 μL de 

proteinasa K (20 mg/mL). Las muestras se incubaron a 37 °C durante 15 minutos. El 

segundo método consistió en una recuperación inducida por calor, mediante la 

inmersión de las láminas en un buffer de pH 9.0 (TEG 10 mM con 0.5 mM EDTA) o 

pH 6.0 (citrato 10 mM), seguido de una incubación de 15 minutos a 98 °C en el 

procesador de tejidos. Posteriormente, se dejaron enfriar durante 20 minutos. 

Bloqueo de peroxidasa endógena 

Tras la recuperación antigénica, las láminas se enjuagaron con agua de grifo 

durante 5 minutos. Para bloquear la actividad de la peroxidasa endógena, se 

sumergieron en una solución de peróxido de hidrógeno al 1% durante 15 minutos. 

Luego, se realizó un nuevo enjuague con agua de grifo por 5 minutos. 
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Las láminas se trasladaron a una solución atemperada de TBS-T al 0.5%. 

Posteriormente, se montaron sobre placas de cubierta Shandon y se colocaron en el 

soporte correspondiente (soporte Shandon). Se realizaron dos enjuagues adicionales 

con TBS-T al 0.5%. 

Bloqueo con albúmina sérica bovina 

Para algunas tinciones se realizó bloqueo con albúmina sérica bovina al 5% 

durante 30 minutos. Luego se realizaron dos enjuagues con TBS-T al 0.5%. 

Adición de anticuerpo primario y secundario 

El anticuerpo primario anti-TNFRSF9 (PA5-116949 de Thermofisher) se diluyó 

en Antibody Diluent (S3022, Dako) en diferentes concentraciones (1:100, 1:200, 

1:400, 1:600, 1:800, 1:1000, 1:1200, 1:1500, 1:2000 y 1:2500) para determinar la 

dilución óptima. A cada lámina se le aplicaron 100 μL de la dilución correspondiente 

del anticuerpo primario. Luego, se colocó la tapa del soporte Shandon y se fijó con 

cinta adhesiva. Las láminas se incubaron durante la noche a 4 °C en el refrigerador. 

Finalizada la incubación, se retiró el soporte Shandon del refrigerador y se dejó 

a temperatura ambiente durante 30 a 40 minutos. Posteriormente, se realizaron dos 

enjuagues con TBS-T al 0.5% a temperatura ambiente. A continuación, se aplicaron 

100 μL (equivalente a 2 gotas) del anticuerpo secundario anti-conejo (EnVisionRabbit, 

K4003 de Dako) a cada lámina, seguido de una incubación de 45 minutos. Luego, se 

repitieron dos enjuagues con TBS-T al 0.5%. 

Adición de sustrato cromogénico y contraste de tinción 

Para la detección, se preparó el sustrato cromogénico DAB siguiendo las 

indicaciones del fabricante. A cada lámina se le aplicaron 150 μL de esta solución y se 

incubaron durante 9 minutos. Posteriormente, se enjuagaron dos veces con agua Milli-

Q. 

Para el contraste de la tinción, se añadieron 2 gotas de hematoxilina a cada 

lámina, con una incubación de 30 segundos, seguida de un enjuague con agua de grifo. 

Las láminas se desmontaron del soporte Shandon y se transfirieron a un frasco con 

agua de grifo, donde se enjuagaron durante 5 a 10 minutos. 
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Deshidratación de tejidos 

El proceso de deshidratación se llevó a cabo mediante una serie de inmersiones 

en alcohol: una vez en etanol al 70%, dos veces en etanol al 96% y, finalmente, dos 

veces en etanol al 99%. Luego, se añadió el medio de montaje y se colocaron los 

cubreobjetos. Las láminas se dejaron secando al aire durante un día y, posteriormente, 

se almacenaron a temperatura ambiente. 

Finalmente, se evaluaron los parámetros experimentales para determinar cuáles 

ofrecían los mejores resultados en la tinción inmunohistoquímica con el anticuerpo 

anti-TNFRSF9. 

b. Detección de TNFRSF9 en mucosa gástrica murina y humana mediante PCR tiempo 

real 

Extracción de ARN 

La extracción de ARN se llevó a cabo utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez obtenidos, los ARN fueron 

cuantificados mediante espectrofotometría, evaluando su absorbancia a 260 nm con el 

equipo Nanodrop. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta su 

utilización. 

 

Retrotranscripción 

Para eliminar restos de ADN genómico, el ARN extraído se trató con el kit DNase 

treatment and removal (Ambion) siguiendo las indicaciones del fabricante. La síntesis 

de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN extraído se realizó utilizando el kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), siguiendo las 

instrucciones proporcionadas por el fabricante. Este paso permitió obtener el material 

genético necesario para los análisis de expresión génica. 

PCR cuantitativa 

Las reacciones de PCR cuantitativa (qPCR) se llevaron a cabo con el reactivo 

PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) junto con cebadores 

(primers, Cuadro 3 y Cuadro 4) específicos para los genes de interés de HPRT1, TBP, 

RPS20 y TNFRSF9. Para la normalización de los datos, se utilizó HRPT1 como gen 
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de referencia (constitutivo o “housekeeping”), al ser el que tiene mayor estabilidad 

tanto en humanos como en ratones, asegurando la confiabilidad de los resultados 

obtenidos. La expresión relativa de los genes se calculó en comparación con la 

condición control, utilizando el método comparativo ΔΔCt. 

 

Cuadro 3. Secuencias de cebadores empleadas en la PCR cuantitativa en humanos 

Gen Proteína Cebador hacia adelante Cebador reverso 

HPRT1 HPRT1 
TGACACTGGCAAAAC

AATGCA 

GGTCCTTTTCACCAGC

AAGCT 

TNFRSF9 TNFRSF9 
TCTTCCTCACGCTCCG

TTTCTC 

TGGAAATCGGCAGCT

ACAGCCA 

TBP TBP 
GGGCATTATTTGTGCA

CTGAGA 

GCCCAGATAGCAGCA

CGGT 

RPS20 RPS20 
AGGACCAGTTCGAAT

GCCTACC 

CTCATCTGGAAACGAT

CCCACG 

 

Cuadro 4. Secuencias de cebadores empleadas en la PCR cuantitativa en ratones 

Gen 
Proteín

a 
Cebador hacia adelante Cebador reverso 

Hprt1 HPRT1 
CTGGTGAAAAGGACCTCTC

GAAG 

CCAGTTTCACTAATGACACA

AACG 

Tnfrsf

9 

TNFRS

F9 

CCAAGTACCTTCTCCAGCAT

AGG 

GCGTTGTGGGTAGAGGAGC

AAA 

Tbp TBP 
CTACCGTGAATCTTGGCTGT

AAAC 

AATCAACGCAGTTGTCCGTG

GC 

Rps2

0 
RPS20 

GCAACGTGAAGTCGCTGGA

GAA 

CCTTCACCACAAGGTGTTTT

TCTG 

 

Cuadro 5. Índices de estabilidad para diferentes genes housekeeping 

Gen Índice de estabilidad en humanos Índice de estabilidad en ratones 

HPRT1/ Hprt1 0.008 0.005 

TBP/ Tbp 0.025 0.006 

RPS20/ Rps20 0.037 0.008 
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c. Tinción de hematoxilina eosina para determinación de morfología de tejidos murinos 

analizados por PCR 

Las láminas con tejido inmerso en parafina fueron desparafinadas mediante la 

inmersión en xileno durante un período de 30 a 40 minutos. Posteriormente, se realizó 

el proceso de hidratación a través de una serie de inmersiones sucesivas en las 

siguientes soluciones: dos veces en etanol al 99%, dos veces en etanol al 96% y una 

vez en etanol al 70%. Luego, las láminas se enjuagaron con agua de grifo durante 5 

minutos. 

A continuación, se tiñeron con hematoxilina de Mayer mediante una inmersión 

de 5 minutos, seguida de un nuevo enjuague con agua de grifo por el mismo período. 

Posteriormente, se sumergieron en eosina amarilla al 1% durante 3 minutos y se 

enjuagaron nuevamente con agua de grifo por 1 minuto. El proceso de deshidratación 

se llevó a cabo en orden inverso: una vez en etanol al 70%, dos veces en etanol al 96% 

y dos veces en etanol al 99%. Las láminas se dejaron secar durante 10 minutos y se 

montaron con medio de montaje y cubreobjetos. Finalmente, se dejaron secando al aire 

durante un día y se almacenaron a temperatura ambiente. 

Estas láminas se emplearon para analizar la morfología e inflamación (Cuadro 

6) del tejido murino. 

 

Cuadro 6. Criterio para determinar puntaje de inflamación en láminas de tejido murino 

gástrico (Rogers, 2012). 

Puntaje Característica observada 

0 Ausencia de inflamación 

1+ 
Pequeñas islas irregulares o multifocales de células inflamatorias en la 

mucosa y/o submucosa 

2+ 
Los infiltrados comienzan a fusionarse en múltiples campos microscópicos de 

alta potencia (objetivo 40x) 

3+ Láminas expansivas y/o folículos linfoides en la capa mucosa o submucosa 

4+ Extensión de la inflamación a la capa muscular propia y/o adventicia 
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d. Tinción de inmunohistoquímica para la detección de H. pylori en los tejidos murinos 

analizados por PCR 

La tinción inmunohistoquímica para la detección de H. pylori se realizó 

siguiendo un protocolo similar al utilizado para la estandarización de la 

inmunohistoquímica dirigida a TNFRSF9. La principal diferencia radicó en el uso del 

anticuerpo primario, empleándose un anticuerpo policlonal de conejo anti-H. pylori 

(B0471, Dako) diluido a una concentración de 1:250 (Cn stock: 0.24 g/L). 

Adicionalmente, la recuperación de antígeno se realizó con proteinasa K por 15 min a 

37 °C 

Estas láminas se emplearon para determinar el puntaje de infección de H. pylori 

de acuerdo con el Cuadro 7. 

 

Cuadro 7. Criterio para determinar puntaje de infección en láminas de tejido murino gástrico 

Puntaje Característica observada 

0 Ausencia de bacterias 

1+ Pocas bacterias en pocas glándulas 

2+ Poca densidad en muchas glándulas 

3+ Muchas bacterias en pocas glándulas 

4+ Muchas bacterias en muchas glándulas 

 

e. Análisis estadístico  

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el software GraphPad Prism 

versión 7.02 (GraphPad Software, EE. UU.). Se llevaron a cabo comparaciones entre 

los distintos grupos experimentales mediante pruebas estadísticas como Mann 

Whitney, Kruskal-Wallis, Wilcoxon y pruebas post-hoc como la de Dunn, según la 

naturaleza de los datos. Se consideró que existía una diferencia estadísticamente 

significativa cuando el valor de p fue menor a 0.05. 
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RESULTADOS 

A) Caracterización histológica de los tejidos murinos mediante tinción hematoxilina-

eosina e inmunohistoquímica para detectar H. pylori 

En el Cuadro 8 se muestra un resumen de la caracterización histológica, estado de 

infección, puntajes de inflamación (según Cuadro 6) e infección (según Cuadro 7) por H. 

pylori de los ratones analizados. 

Cuadro 8. Resumen de hallazgos histológicos en tejidos gástricos murinos según infección 

por H. pylori, puntaje inflamatorio y caracterización microscópica. 

Código Semanas 
Cultivo 

H. pylori 

Puntaje de 

H. pylori 

Puntaje de 

inflamación 
Caracterización histológica 

ITCG0079 10 Positivo 4+ 4+ Metaplasia mucosa focalizada en el cuerpo 

distal con infiltración severa generalizada 

en la mucosa y submucosa 

ITCG0081 10 Positivo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0082 10 Positivo 2+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0083 10 Positivo 1+ 3+ Focos de metaplasia mucosa con infiltración 

entre moderada y robusta multifocal 

ITCG0063 20 Negativo 4+ 3+ Metaplasia mucosa con un foco grande 

cerca de la región de transición 

escamocolumnar con infiltración robusta en 

la mucosa generalizada 

ITCG0066 20 Negativo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0067 20 Negativo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0069 20 Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0070 20 Positivo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0058 30 Positivo 1+ 1+ Metaplasia mucosa focalizada cerca de la 

región de transición escamocolumnar con 

leve infiltración a nivel basal de la mucosa 

ITCG0059 30 Positivo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0060 30 Positivo 1+ 4+ Metaplasia mucosa e hiperplasia multifocal 

con infiltración severa en mucosa y en 

submucosa de manera multifocal 

ITCG0061 30 Negativo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0062 30 Positivo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0071 40 Positivo 4+ 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0072 40 Positivo 4+ 1+ Mucosa gástrica normal con leve 

infiltración en mucosa en focos específicos 

ITCG0073 40 Positivo 3+ 2+ Mucosa gástrica normal con infiltración 

moderada en mucosa en la parte distal del 

cuerpo 

ITCG0075 40 Positivo 4+ 2+ Mucosa gástrica normal con infiltración 

moderada en mucosa focalizada 
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Código Semanas 
Cultivo 

H. pylori 

Puntaje de 

H. pylori 

Puntaje de 

inflamación 
Caracterización histológica 

ITCG0046 Control Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0047 Control Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0048 Control Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0049 Control Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

ITCG0050 Control Negativo 0 0 Mucosa gástrica normal 

B) Evaluación de la expresión de Tnfrsf9 en tejido gástrico de modelos murinos 

infectados con H. pylori 

i. Expresión de ARNm de Tnfrsf9 en tejidos gástricos de ratones infectados con 

H. pylori en función del tiempo de infección 

La expresión relativa del ARNm de Tnfrsf9 se comparó con la del gen constitutivo Hrpt1 

con el fin de determinar la variabilidad en la expresión de Tnfrsf9, considerando la expresión 

de Hrpt1 como un punto de referencia estable. 

Se midió la expresión génica de Tnfrsf9 en los tejidos de ratones no infectados e 

infectados con H. pylori por 10, 20, 30 y 40 semanas (Figura 4, Kruskal-Wallis con p = 

0.1789). Se determinó que no hay diferencia significativa en la expresión de ARNm de la 

molécula inmunoreguladora entre los 5 grupos evaluados (p > 0.05). 
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Figura 4. Expresión relativa de ARNm de Tnfrsf9 en tejido gástrico de ratones no infectados 

y ratones infectados con Helicobacter pylori en distintos tiempos post-infección. Se muestran 
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valores individuales y la mediana de cada grupo (n = 25; prueba de Kruskal-Wallis, p = 

0.1789). 

ii. Expresión de ARNm de Tnfrsf9 en función de la inflamación en tejidos 

gástricos de ratones 

Una vez clasificadas las láminas según su puntaje de inflamación, se procedió a 

comparar contra la expresión relativa ARNm de Tnfrsf9 (Figura 5, Kruskal-Wallis con p = 

0.0288). Los datos a nivel global fueron significativos (p <0.05). 
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Figura 5. Expresión relativa de ARNm de Tnfrsf9 en tejido gástrico de ratones según el 

puntaje de inflamación histológica. Se muestran valores individuales y la mediana de cada 

grupo (n = 23; Kruskal-Wallis, p = 0.0288). 

Sin embargo, al realizar la prueba post-hoc de Dunn, se determinó que no hay diferencia 

significativa entre ninguno de los grupos. 

iii. Expresión de ARNm de Tnfrsf9 en función de la morfología de tejidos 

gástricos de ratones 

Luego de realizar una caracterización morfológica de los tejidos, se compararon los 

resultados de ARNm entre los tejidos con morfología gástrica normal y aquellos que 

presentaron metaplasia (Figura 6, Mann Whitney 1-cola, p = 0.0010). La diferencia entre 

ambos grupos resultó ser significativa. 
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Figura 6. Expresión relativa de ARNm de Tnfrsf9 en tejido gástrico de ratones según la 

morfología histológica observada. Se muestran valores individuales y la mediana de cada 

grupo (n = 23; prueba de Mann-Whitney unilateral, p = 0.0010). 

 

iv. Expresión de ARNm de Tnfrsf9 en función de la infección por H. pylori en 

tejidos gástricos de ratones 

Una vez clasificadas las láminas según se puntaje de infección, se procedió a comparar 

contra la expresión relativa ARNm de Tnfrsf9 (Figura 7, Kruskal-Wallis con p = 0.0199). 

Los datos a nivel global fueron significativos (p <0.05). 
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Figura 7. Expresión relativa de ARNm de Tnfrsf9 en tejido gástrico de ratones según el 

puntaje de inflamación por Helicobacter pylori. Se muestran valores individuales y la 

mediana de cada grupo (n = 23; prueba de Kruskal-Wallis, p = 0.0199). 

Sin, embargo, luego de realizar la prueba post-hoc de Dunn, se determinó que no hay 

diferencia significativa entre ninguno de los grupos. 

 

C) Determinación de la expresión proteica de TNFRSF9 mediante inmunohistoquímica 

en modelos murinos infectados con H. pylori. 

 

i. Estandarización de la tinción inmunohistoquímica contra TNFRSF9 en tejido 

gástrico murino 

Se realizó una optimización de la tinción inmunohistoquímica contra TNFRSF9 para 

luego caracterizar la expresión de la proteína TNFRSF9 en tejido gástrico murino infectado 

con H. pylori. Inicialmente se probaron los métodos enzimáticos e inducidos por calor para 

la recuperación antigénica con el fin de determinar con cuál se obtenían mejores resultados. 

Para ambos métodos, la incubación se llevó a cabo durante 15 minutos; en el caso del método 

enzimático (con proteinasa K), se añadieron 2 minutos adicionales para permitir la 

estabilización de la temperatura dentro de la incubadora. Debido a que se obtuvieron 
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resultados similares con ambas metodologías, se optó por utilizar el método enzimático con 

proteinasa K (20 mg/mL) debido a su mayor practicidad.  

Seguidamente, se procedió a evaluar la dilución más apta de anticuerpo primario anti-

TNFRSF9. Se ensayaron variaciones de la técnica de inmunohistoquímica según el Cuadro 

9. 

Cuadro 9. Condiciones evaluadas para la optimización de la tinción inmunohistoquímica 

con el anticuerpo primario PA5-116949 (S = Semanas)   

Dilución del 

anticuerpo 

Técnica de recuperación de 

antígeno y tiempo de 

incubación 

Descripción y origen de los tejidos 

utilizados 

1/100 Buffer TEG 15 min y 

Proteinasa K 15 min 

Ratones infectados por 14 S y no 

infectados de la misma edad. 

1/400 Buffer TEG 15 min Ratón de 14 S infectado 

1/800 Buffer TEG 15 min Ratón de 30 S infectado 

1/200 Buffer Citrato 15 min Ratón de 14 S infectado 

Ratón de 30 S infectado 

1/400 Proteinasa K 15 min Ratón de 14 S infectado 

Ratón de 30 S infectado 

1/600 Proteinasa K 15 min Ratón no infectado 

Ratón de 14 S infectado 

Ratón de 30 S infectado 

1/800 Proteinasa K 15 min Ratón no infectado 

Ratón de 14 S infectado 

Ratón de 30 S infectado 

1/1200 Proteinasa K 15 min Ratón infectado 

Ratón no infectado 

1/1500 Proteinasa K 15 min Ratón infectado 

Ratón no infectado 

1/2000 Proteinasa K 15 min Ratón infectado 

Ratón no infectado 

1/2500 Proteinasa K 15 min Ratón infectado 

Ratón no infectado 

A partir de los resultados obtenidos, se concluyó que el anticuerpo primario anti-

TNFRSF9 elegido no presentó la especificidad necesaria para realizar estudios destinados a 

describir la cinética de expresión proteica y el patrón de expresión de esta molécula 

inmunoreguladora en tejido gástrico de ratones. Se observó que este no teñía específicamente 
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células inmunológicas, sino a otras estructuras como fibroblastos y otras células o estructuras 

del tejido que no corresponden con lo que se espera en cuando la función de dicha molécula. 

Por lo tanto, no se realizó la caracterización de la expresión proteica de TNFRSF9 mediante 

inmunohistoquímica y se enfocó la investigación al análisis de la expresión del gen que 

codifica por TNFRSF9 a través de PCR en tejido murino y humano. 

 

D) Expresión de ARNm de TNFRSF9 en muestras gástricas de pacientes con 

adenocarcinoma gástrico 

Se analizaron los niveles de expresión de ARNm de TNFRSF9 en muestras gástricas 

emparejadas (tejido tumoral y no tumoral) de pacientes con cáncer gástrico, estratificadas 

según el tipo histológico y el estadio clínico de la enfermedad.  

i. Expresión de ARNm de TNFRSF9 en tejido tumoral y no tumoral de humanos 

con cáncer de estómago 

A pacientes con cáncer de estómago se le extrajo tejido tumoral y no tumoral adyacente 

al tumor para realizar la medición de la expresión relativa de ARNm de TNFRSF9. Estos 

datos se analizaron estadísticamente mediante la prueba de Wilcoxon pareada de una cola y 

se determinó una diferencia significativa entre la expresión de esta molécula entre el tejido 

tumoral y no tumoral (Figura 8, p = 0.0353).  
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Figura 8. Expresión relativa de ARNm de TNFRSF9 en tejido gástrico tumoral y no tumoral 

de pacientes humanos. Se muestran valores individuales y la mediana de cada grupo (n = 80; 

prueba de Wilcoxon pareada unilateral, p = 0.0353). 

ii. Expresión de ARNm de TNFRSF9 en diferentes tipos histológicos de cáncer 

gástrico en humanos 

Los pacientes incluidos en este estudio fueron catalogados anteriormente según su 

estadio y de acuerdo con la clasificación de Lauren de cáncer gástrico por médicos patólogos 

del Hospital Max Peralta (  
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Cuadro 10). La expresión relativa de ARNm de TNFRSF9 se comparó entre estas 

categorías y no se halló una diferencia significativa entre los diferentes tipos histológicos 

(Figura 9, Kruskal-Wallis, p = 0.7508). 
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Cuadro 10. Resumen de hallazgos histológicos en los pacientes de cáncer gástrico del 

Hospital Max Peralta. 

Código ITCG Clasificación Lauren Estadio Comentarios 

ITCG-002 T Mixto IB N/A 

ITCG-003 T Difuso IB N/A 

ITCG-004 T Difuso IIB N/A 

ITCG-005 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-006 T Intestinal IIA N/A 

ITCG-007 T Difuso IIB N/A 

ITCG-008 T Difuso IA N/A 

ITCG-009 T Neuroendocrino IIIB N/A 

ITCG-010 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-011 T Difuso IIA N/A 

ITCG-012 T Intestinal IIIB N/A 

ITCG-013 T Difuso IIIC Carcinoma de 

células en anillo de 

sello 

ITCG-014 T Difuso IIB Linitis plástica 

ITCG-015 T Difuso IIA N/A 

ITCG-016 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-017 T Intestinal IA N/A 

ITCG-018 T Mixto IIA Carcinoma 

mucinoso 

ITCG-020 T Difuso IA N/A 

ITCG-021 T Difuso IIA N/A 

ITCG-022 T Difuso IA N/A 

ITCG-023 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-026 T Mixto IIIA N/A 

ITCG-027 T Mixto IIIA N/A 

ITCG-028 T Sin neoplasia N/A N/A 

ITCG-029 T Difuso IB N/A 

ITCG-030 T Difuso IIA N/A 

ITCG-031 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-032 T Intestinal IA N/A 

ITCG-035 T Intestinal IIB N/A 

ITCG-036 T Difuso IA N/A 

ITCG-037 T Difuso IA Carcinoma de 

células en anillo de 

sello 

ITCG-038 T Intestinal IB N/A 

ITCG-039 T Intestinal IIA N/A 

ITCG-040 T Difuso IIIA N/A 
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Código ITCG Clasificación Lauren Estadio Comentarios 

ITCG-041 T Mixto IIIB N/A 

ITCG-043 T Intestinal IA N/A 

ITCG-046 T Intestinal IIIA N/A 

ITCG-047 T Difuso IA N/A 

ITCG-051 T Difuso IB N/A 
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Figura 9. Distribución de la expresión relativa de ARNm de TNFRSF9 en tejido gástrico 

humano según el tipo histológico de cáncer. Se muestran valores individuales y la mediana 

de cada grupo (n = 38; prueba de Kruskal-Wallis, p = 0.7508). 
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iii. Expresión de ARNm de TNFRSF9 en diferentes etapas de cáncer gástrico en 

humanos 

Se realizó una comparación de la expresión relativa del ARNm de TNFRSF9 mediante 

una prueba de Mann Whitney bilateral entre pacientes con cáncer gástrico en etapas 

tempranas (I y II) y avanzadas (III) (  
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Cuadro 10) y se determinó que no había diferencias significativas (Figura 10, p = 

0.5588). 

Tem
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Figura 10. Expresión relativa de ARNm de TNFRSF9 en tejido gástrico humano según la 

etapa clínica del cáncer. Se muestran valores individuales y la mediana de cada grupo (n = 

38; prueba de Mann-Whitney bilateral, p = 0.5588). 
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DISCUSIÓN 

En esta sección se discuten los hallazgos obtenidos en el modelo murino infectado con 

H. pylori y en las muestras humanas de adenocarcinoma gástrico, con el objetivo de 

interpretar la expresión del gen de TNFRSF9 en estos contextos. Dado que este receptor 

coestimulador participa en la activación y modulación de distintas poblaciones 

inmunológicas, resulta relevante analizar cómo su expresión se comporta en cada una de las 

condiciones evaluadas y contrastar estos resultados con lo descrito en la literatura. Asimismo, 

se consideran las limitaciones metodológicas y biológicas del estudio, con el fin de 

comprender de manera integral los factores que pudieron influir en los patrones observados. 

En el trabajo se realizó un análisis de ARNm de Tnfrsf9 en tejidos gástricos murinos 

infectados con H. pylori. Se observó que los niveles relativos de expresión de ARNm de 

Tnfrsf9 fueron muy similares entre los ratones no infectados y los infectados con H. pylori, 

lo que sugiere que la infección crónica no indujo una regulación diferencial de este marcador 

inmunológico en las condiciones evaluadas. Una posible causa raíz de esta ausencia de 

variación podría estar relacionada con la selección del gen de referencia utilizado para la 

normalización. Para determinar los niveles relativos de expresión del gen de TNFRSF9, se 

comparó su expresión con la del gen constitutivo de HPRT1. Este enfoque es fundamental 

principalmente en técnicas moleculares que evalúan pequeñas discrepancias en el contenido 

de ARNm y proteínas, ya que el uso de controles endógenos precisos para estandarizar la 

expresión de estas es esencial para representar correctamente los datos (Townsend et al., 

2019). 

La enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) desempeña un papel 

esencial en la generación de nucleótidos de purina a través de la vía de rescate. Esta enzima 

convierte la hipoxantina en inosina monofosfato (IMP) y la guanina en guanosina 

monofosfato (GMP). Una deficiencia de HPRT se asocia a la acumulación de ácido úrico en 

exceso, lo que puede provocar enfermedades como artritis, formación de depósitos y cálculos 

renales. Además, la falta de esta enzima está vinculada a trastornos neurológicos graves 

(incluyendo deficiencia cognitiva, parálisis cerebral espástica, movimientos involuntarios) y 

a comportamientos autolesivos. También puede ocasionar alteraciones sanguíneas como la 

anemia megaloblástica (Vinokurov et al., 2023). 
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La enzima HPRT, por lo tanto, es una proteína fundamental debido a la demanda 

constante de nucleótidos esenciales para la síntesis de ADN y derivados de nucleótidos como 

fuente de energía celular. Por esta razón, la enzima HPRT se produce de manera estable como 

un gen constitutivo, y consecuentemente, se encuentra en bajos niveles en todos los tejidos 

somáticos. Gracias a su función de mantenimiento celular, el gen de HPRT suele emplearse 

como un control endógeno estándar en análisis de expresión génica y de niveles proteicos 

(Townsend et al., 2019). 

Aunque tradicionalmente se ha considerado al HPRT1 como un gen constitutivo o de 

mantenimiento, investigaciones recientes han revelado que sus niveles de expresión pueden 

variar significativamente entre tejidos malignos y normales (Sedano et al., 2020). Como 

consecuencia, se plantea que HPRT1 podría no ser un gen de referencia adecuado para 

investigaciones oncológicas, debido a la inconsistencia en su expresión entre tejidos 

tumorales y normales. 

Según los estudios realizado por Sedano et al. (2020) y Townsend et al. (2019), los 

niveles de expresión de HPRT1 fueron más elevados en tipos específicos de cáncer 

originados en distintos órganos, en comparación con su expresión agregada en tejidos 

normales. Este aumento fue significativo en varios tipos de cáncer, incluyendo riñón, 

pulmón, colon, esófago, próstata, carcinoma endometrial del cuerpo uterino, vejiga y mama, 

entre otros. En particular, se observó una sobrerregulación de HPRT1 en muestras de cáncer 

de mama. 

Los niveles elevados del gen de HPRT1 en los tumores pueden contribuir a la evasión 

inmunológica y promoviendo un microambiente tumoral inmunosupresor. Esta 

sobreexpresión se debe a que HPRT1 participa en la vía de rescate de purinas, esencial para 

la síntesis de ADN en células con alta tasa de proliferación, como las cancerosas. Además, 

su actividad favorece la producción de adenosina, una molécula que suprime la respuesta 

inmune antitumoral, al reducir la infiltración de linfocitos B y T CD4+ y CD8+, macrófagos, 

neutrófilos y células dendríticas (Sedano et al., 2020). 

HPRT1 ha demostrado regular genes inmunomoduladores como PD-1, lo que refuerza 

su papel en la evasión inmunológica. Su expresión elevada en regiones de proliferación activa 

dentro de los tumores sugiere una implicación directa en el crecimiento celular, mientras que 
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su interacción con redes de ARN no codificante alteradas en cáncer fortalece su vínculo con 

la progresión tumoral (Sedano et al., 2020). Además, se ha asociado con la activación de vías 

oncogénicas como MMP1/PI3K/AKT, promoviendo la progresión tumoral a través de 

mecanismos moleculares activos (T. Wu et al., 2022). 

Rho et al. (2010) llevaron a cabo un estudio con el objetivo de identificar los genes de 

referencia más estables para la normalización en estudios de expresión génica mediante RT-

qPCR en investigaciones sobre cáncer gástrico humano. Para ello, se evaluaron seis genes 

candidatos: ACTB, GAPDH, RPL29, B2M, HPRT1 y 18S ARNr, en tejidos tumorales, tejidos 

gástricos normales y líneas celulares de cáncer gástrico. Los resultados mostraron que RPL29 

y B2M fueron los más estables en tejidos, B2M y GAPDH fueron óptimos en líneas celulares, 

y ACTB junto con 18S ARNr resultaron adecuados para estudios que combinan tejidos y 

líneas celulares. En contraste, el gen HPRT1 presentó una expresión variable, por lo que no 

se recomienda como único gen de referencia. 

Para la normalización de los datos en este estudio, los genes de referencia fueron 

seleccionados previamente mediante el software NormFinder (disponible en 

https://www.moma.dk/software/normfinder). El gen con el mejor índice de estabilidad fue el 

de HRPT1 tanto para el tejido gástrico humano como para el murino (0.008 y 0.005, 

respectivamente; refiérase al Cuadro 5). Si bien en este estudio se empleó el gen más 

adecuado entre los analizados, existe la posibilidad de que existan otros genes más adecuados 

para evaluar la expresión de Tnfrsf9 en tejidos gástricos. Por ello, se sugiere considerar el 

uso de Rpl29 y B2m en futuros estudios, tal como recomiendan Rho et al. (2010) con el fin 

de garantizar una normalización precisa y confiable en los análisis de expresión génica. 

Una limitación importante del estudio es que las muestras analizadas provienen de 

animales distintos, dado que había que sacrificar a los ratones para obtener las muestras de 

estómago, lo que puede introducir variabilidad en los resultados. Aunque se procuró 

mantener condiciones experimentales constantes entre los grupos y se utilizaron ratones 

singénicos de la misma cepa (C57BL/6), cada individuo tiene características biológicas 

propias que podrían influir en la expresión de Tnfrsf9. La variabilidad interindividual ha sido 

documentada anteriormente en modelos genéticamente homogéneos como los ratones 

C57BL/6J, donde se han observado diferencias significativas en la producción de anticuerpos 

https://www.moma.dk/software/normfinder
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frente a un mismo antígeno (Vidal, 2017). Esto sumado al reducido tamaño de la muestra, 

dificulta la comparación directa entre los grupos de ratones, por lo que es posible que algunos 

resultados reflejen variaciones individuales más que efectos de la infección. 

Por otra parte, también es posible que no se haya observado una diferencia en la 

expresión de ARNm de Tnfrsf9 en los tejidos gástricos de ratones por la naturaleza de este 

gen. De acuerdo con Fröhlich et al. (2020) y Dawicki & Watts (2004), tanto en estudios in 

vitro e in vivo (incluyendo modelos murinos en los que se aislaron linfocitos de ganglios 

linfáticos y bazo) se ha demostrado que la expresión de este punto de control inmunológico 

está estrictamente regulada y aumenta a partir de las 12 horas tras la estimulación de los 

linfocitos T, alcanzando un nivel máximo alrededor de las 24 horas. Esta expresión puede 

mantenerse hasta por 5 días, dependiendo del tipo específico de estímulo recibido. Tomando 

en cuenta lo anterior, es probable que estos intervalos hayan sido demasiado amplios para 

capturar las fluctuaciones transitorias en la expresión de Tnfrsf9, que las mediciones se 

realizaron en intervalos aproximados de 10 semanas (desde la semana 10 hasta la semana 40 

post-infección con H. pylori), lo que podría explicar la ausencia de diferencias detectables. 

Singh et al. (2024) describen que la expresión del gen de TNFRSF9 es inducible y se 

restringe principalmente a células T activadas, tanto CD8+ como CD4+. También puede 

inducirse en células NK, células B, monocitos y células dendríticas tras su activación. Como 

molécula coestimuladora inducible, TNFRSF9 potencia la respuesta de las células T frente a 

los antígenos. Una vez expresado y trimerizado por su ligando (TNFSF9), TNFRSF9 recluta 

proteínas adaptadoras TRAF a sus motivos citosólicos, iniciando la señalización 

coestimuladora. 

Dado que Tnfrsf9 se expresa principalmente en células inmunes activadas y su 

expresión en células epiteliales gástricas normales es muy baja o ausente, es posible que la 

señal específica provenga mayoritariamente del infiltrado inmune y haya quedado diluida al 

realizar el análisis por PCR sobre muestras de tejido gástrico total sin separar previamente el 

infiltrado inmune. Esto podría contribuir a que no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos con diferentes tiempos de infección con H. pylori, ya que la proporción de 

células inmunes activadas pudo haber sido baja en las muestras, limitando la capacidad de 

detectar cambios en la expresión de este gen inducible. 
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Otro factor que puede explicar que no se hayan observado diferencias en la expresión 

de ARNm, es que en infecciones persistentes por H. pylori se puede inducir un estado de 

tolerancia inmunológica o agotamiento funcional de las células T. Zhang et al. (2024) observa 

que en su experimento con gerbos hay una desensibilización de receptores tipo Toll (TLR), 

particularmente de TLR6, en células epiteliales gástricas causada por H. pylori, reduciendo 

la producción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β e IL-8 y favoreciendo la tolerancia 

inmunológica. 

Estudios han demostrado que la estimulación de TLR1–TLR2 en células T CD8+ 

aumenta la expresión de Tnfrsf9 en ratones, y que esta regulación depende de la vía de 

señalización MyD88. La ausencia de TLR2 o MyD88 reduce significativamente la expresión 

de la Tnfrsf9 y su efecto coestimulador (Joseph et al., 2016). Consecuentemente, tomando en 

cuenta el estudio realizado por Zhang et al. (2024), existe la posibilidad de que H. pylori, 

como mecanismo de evasión en infecciones persistentes, pueda inducir desensibilización de 

TLR, lo que afectaría negativamente la expresión de moléculas coestimuladoras como 

TNFRSF9. 

Por otro lado, la investigación realizada por Fröhlich et al. (2020) determina que el 

TNFRSF9 puede estar regulado por metilación del ADN en su región promotora, lo que afecta 

su transcripción. Por ejemplo, en melanoma, se ha demostrado que la hipermetilación del 

promotor de TNFRSF9 se asocia con menor expresión génica en el infiltrado inmunológico, 

lo que correlaciona con menor densidad de linfocitos T, menor actividad inmunitaria y peor 

respuesta a inmunoterapia anti-PD-1. Este hallazgo posiciona a la metilación de TNFRSF9 

como un posible biomarcador epigenético predictivo de la respuesta inmunológica hacia la 

terapia con anti-PD-1. 

La hipermetilación del ADN puede ser inducida por la infección crónica por H. pylori, 

la cual ha sido asociada con alteraciones epigenéticas en genes supresores de tumores. Las 

regiones promotoras de estos genes, así como de genes de reparación del ADN, suelen 

contener secuencias ricas en citosina y guanina conocidas como islas CpG (CGI). Cuando 

estas regiones se hipermetilan, se bloquea la unión de factores de transcripción, lo que 

conduce al silenciamiento génico o a la pérdida de expresión (Muhammad et al., 2019). 
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La infección por H. pylori genera una intensa respuesta inflamatoria en la mucosa 

gástrica, caracterizada por la sobreexpresión de citocinas como IL-1β, las cuales han sido 

implicadas en la inducción de niveles aberrantes de metilación del ADN (Muhammad et al., 

2019). En este escenario, existe la posibilidad de que el gen de Tnfrsf9 estaba sujeto a una 

regulación epigenética similar, en la cual su expresión se vea inhibida como consecuencia de 

la hipermetilación inducida por la infección crónica por H. pylori o por los mecanismos 

activados durante la intensa respuesta inflamatoria. 

Adicionalmente, mecanismos postranscripcionales también pueden influir en la 

expresión de Tnfrsf9. Factores como los microARNs (miARNs) pueden modular la 

estabilidad y eficiencia de traducción de los ARNm al unirse a la región 3′-UTR del ARNm 

de genes blanco, lo cual puede provocar la supresión de la traducción o la degradación de 

estos (Ali Syeda et al., 2020). En el contexto de la infección por H. pylori, se ha demostrado 

que esta bacteria puede alterar la expresión de miARNs mediante la modificación epigenética 

de sus promotores y la interferencia en su procesamiento (Libânio et al., 2015). 

Estas etapas adicionales de regulación podrían contribuir a la ausencia de diferencias 

observadas en los niveles de ARNm de Tnfrsf9, a pesar de posibles variaciones funcionales 

inducidas por la infección. Es posible que, inicialmente la infección estimule la transcripción 

de ARNm de Tnfrsf9; sin embargo, en fases crónicas de la infección, podría activarse la 

expresión de ciertos miARNs que promuevan la degradación del ARNm. Este mecanismo 

post-transcripcional limitaría la acumulación de ARNm detectable, dificultando la 

observación de cambios significativos mediante técnicas como la PCR. 

Los resultados obtenidos sugieren que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, 

la expresión de Tnfrsf9 a nivel de ARNm en tejido gástrico murino no presenta variaciones 

detectables durante la infección por H. pylori. Asimismo, el análisis se realizó sobre tejido 

total, sin separación de poblaciones celulares inmunes activadas, lo que probablemente 

diluyó la señal específica de Tnfrsf9. Además, se debe considerar que Tnfrsf9 es un gen 

inducible y de expresión transitoria, cuya regulación dinámica podría no haber sido captada 

debido a los intervalos de muestreo amplios utilizados. A esto se suma la posibilidad de que 

su expresión esté modulada por mecanismos epigenéticos, como la metilación de la región 

promotora del ADN, y post-transcripcionales, como la acción de microARNs que afectan la 
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estabilidad o traducción del ARNm, sin necesariamente modificar sus niveles detectables por 

PCR.  

Para mejorar la sensibilidad y precisión en estudios futuros, se recomienda considerar 

varias estrategias metodológicas. Además, se pueden realizar muestreos más frecuentes, 

especialmente en las etapas tempranas de la infección, con el fin de capturar mejor la 

dinámica de expresión de Tnfrsf9. También, sería beneficioso aplicar técnicas de aislamiento 

de células inmunes, como citometría de flujo, para evitar la dilución de señales específicas 

en el análisis de tejido total. Finalmente, de manera complementaria, se recomienda evaluar 

directamente la metilación del promotor de Tnfrsf9, determinar la presencia de marcadores 

de agotamiento, la presencia de microARNs reguladores y la estabilidad del ARNm de 

Tnfrsf9, ya que estos factores podrían estar modulando la expresión de Tnfrsf9, por lo que no 

se reflejan variaciones en los niveles de transcripción detectados por PCR. 

Por otro lado, los resultados obtenidos muestran que la expresión de Tnfrsf9 en tejidos 

gástricos murinos infectados con H. pylori varió significativamente de forma global tanto en 

función del puntaje de inflamación como del puntaje de infección, según lo determinado por 

la prueba de Kruskal-Wallis. Esta es una prueba no paramétrica que compara 3 o más grupos 

independientes y se basa en los rangos de los datos, en lugar de sus valores originales, para 

hacer esta comparación. Esta prueba evalúa si las medianas de los grupos son iguales 

(hipótesis nula), luego de ordenar los datos y asignarles rangos (Rizk, 2023). Esta variación 

sugiere que la expresión de Tnfrsf9 está influenciada por el grado de inflamación tisular y la 

carga bacteriana, ya que la prueba de Kruskal-Wallis indica que al menos uno de los grupos 

en cada análisis difiere en su distribución respecto a los demás.  

Sin embargo, al aplicar la prueba post hoc de Dunn para comparaciones múltiples entre 

pares de grupos, no se identificaron diferencias estadísticamente significativas entre 

combinaciones específicas de los puntajes, tanto para el de infección, como para el de 

inflamación. Lo anterior puede explicarse por la corrección aplicada en la prueba de Dunn 

(como el ajuste de Bonferroni), la cual reduce errores tipo I (falsos positivos), pero reduce la 

potencia estadística para detectar diferencias puntuales. Esta prueba post hoc es apropiada 

cuando los tamaños de muestra de los grupos son iguales (Juarros-Basterretxea et al., 2024). 

Para este estudio se tiene la limitante de que los tamaños de muestra para ciertos grupos son 
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pequeños y también que la cantidad de muestras por grupo no es igual para todos los análisis 

debido a la naturaleza variable de la respuesta inmune y colonización de la bacteria. 

A pesar de que no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos, se identificaron ciertas tendencias relevantes. En el análisis de infección por H. 

pylori, el grupo con puntaje de 1+ de infección mostró niveles más altos de expresión de 

Tnfrsf9, siendo la muestra correspondiente a las 10 semanas de post-inoculación la que 

demostró un mayor incremento en los niveles de ARNm. De manera preliminar, este hallazgo 

podría reflejar parte de la fase de activación inmunológica temprana discutida anteriormente. 

Sin embargo, debido a que este comportamiento se observó en solo un grupo experimental, 

de 10 semanas post inoculación, es posible que se trate de una excepción en la que la 

respuesta inmunológica inicial persistió más allá de lo esperado. Este planteamiento se ve 

reforzado por la presencia de infiltrado inflamatorio importante (3+) en la misma muestra. 

Posiblemente, si se hubiesen obtenido muestras en etapas más tempranas de la infección, se 

hubiese podido observar cuando inicialmente se da la exacerbación de la respuesta inmune, lo 

que podría haber permitido detectar diferencias significativas entre los grupos evaluados. 

En el análisis realizado respecto al puntaje de inflamación, se observó así mismo una 

tendencia, aunque no haya significancia estadística, que sugiere que a medida que aumenta 

la inflamación, también lo hacen los valores detectados por PCR de Tnfrsf9. Esto podría 

indicar una mayor expresión génica asociada con procesos inflamatorios. Como se mencionó 

anteriormente, TNFRSF9 se expresa principalmente en células inmunológicas tras su 

activación (Singh et al., 2024), por lo que resulta coherente que, a mayor infiltración 

inmunológica, reflejada con el puntaje de inflamación), mayor sea la cantidad de ARNm 

detectado. No obstante, en los casos en donde hay un puntaje de inflamación de 4+, esta 

relación no se mantiene, lo que podría deberse posiblemente a un fenómeno de tolerancia 

inmunológica o agotamiento funcional inducido por H. pylori (X. Zhang et al., 2024). En 

estos escenarios, aunque haya una presencia considerable de células inmunológicas capaces 

de expresar Tnfrsf9, estas podrían estar en un estado disfuncional, limitando la expresión de 

TNFRSF9.  

Cabe destacar que, en el análisis de expresión génica realizado mediante PCR en tejidos 

gástricos murinos, se observó una diferencia estadísticamente significativa (p = 0.0010) entre 
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los tejidos con morfología normal y aquellos que presentaban metaplasia, según la prueba de 

Mann-Whitney de una cola. Los tejidos con metaplasia mostraron una mayor expresión 

relativa de ARNm de Tnfrsf9, lo que sugiere una posible asociación entre la transformación 

tisular y la activación inmunológica. En la metaplasia hay reemplazo de células diferenciadas 

por otro tipo de células maduras diferenciada que no está presente en el tejido. Es importante 

mencionar que en modelos murinos como C57BL/6, la infección por H. pylori genera tipo 

específico de metaplasia conocida como metaplasia mucosa en la que se da el reemplazo de 

células parietales por células productoras de mucinas similares a las producidas en el epitelio 

intestinal (Rogers, 2012). La infección crónica por H. pylori desempeña un papel central en 

este proceso, ya que la bacteria causa inflamación persistente en la mucosa gástrica, puede 

inducir cambios epigenéticos en las células epiteliales gástricas y genera un desbalance en el 

microambiente gástrico que favorece la transición (Machlowska et al., 2020).  

 Otro aspecto relevante de mencionar es que los modelos de infección por H. pylori con 

ratones de la cepa C57BL/6 no generan lesiones cancerosas, sino se limitan a displasia 

epitelial no maligna (Rogers, 2012). No obstante, aunque este modelo no culmina con cáncer, 

permite estudiar mecanismos tempranos de carcinogénesis gástrica. En este microambiente 

alterado, representado por la metaplasia mucosa en ratones, la expresión de Tnfrsf9 podría 

reflejar la activación de células inmunológicas infiltrantes, como linfocitos T CD8+ y CD4+, 

células NK y células dendríticas, que responden a la presencia del antígeno. TNFRSF9 es un 

receptor coestimulador que potencia la proliferación, supervivencia y función efectora de 

estas células, y su expresión se ha observado en tumores con infiltración inmunológica activa 

en humanos (Hashimoto, 2021). Además, se ha reportado que la expresión de TNFRSF9 

puede estar inducida por vías oncogénicas como K-Ras, lo que sugiere una posible 

participación en etapas tempranas de transformación neoplásica (Glorieux & Huang, 2019). 

Por otro lado, aunque algunos tejidos con morfología normal también estaban 

colonizados por H. pylori, no se observó un aumento significativo en la expresión de Tnfrsf9. 

Esto puede explicarse por el hecho de que Tnfrsf9 es un marcador inducible, cuya expresión 

depende de la activación inmunológica efectiva, más que de la presencia del patógeno (Singh 

et al., 2024). En tejidos con morfología normal, es posible que la infección haya sido 

subclínica o controlada, sin generar una respuesta inflamatoria robusta. Esto se ve reflejado 
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en los puntajes bajos de inflamación en la mayoría de los tejidos con morfología gástrica 

normal, lo que sugiere que la activación de células inmunes fue limitada o transitoria. 

Además, H. pylori es conocido por inducir tolerancia inmunológica en infecciones 

crónicas, mediante mecanismos como la desensibilización de TLR y el agotamiento 

funcional de células T (X. Zhang et al., 2024). En este contexto, aunque haya colonización 

bacteriana, las células inmunes pueden encontrarse en un estado disfuncional o anérgico, lo 

que impide la expresión de Tnfrsf9. 

Por el contrario, en los tejidos con metaplasia, se observó una mayor expresión de 

Tnfrsf9, lo que sugiere que estos tejidos presentan un microambiente inflamatorio más activo, 

con mayor infiltración de células inmunes funcionales. Esto refuerza la idea de que Tnfrsf9 

podría ser un biomarcador útil de activación inmunológica en regiones de tejidos gástricos 

alterados, más que un marcador de infección per se.  

Para la detección de la proteína TNFRSF9 en tejido murino mediante 

inmunohistoquímica, se llevó a cabo la estandarización de un protocolo empleando el 

anticuerpo PA5-116949.  La inmunohistoquímica es una técnica altamente eficaz que utiliza 

la unión específica entre un anticuerpo y un antígeno para identificar y localizar moléculas 

específicas en tejidos, generalmente observadas a través de un microscopio óptico. Su uso se 

ha ampliado para evaluar biomarcadores predictivos y pronósticos en diversos tipos de 

cáncer. Las etapas básicas de la inmunohistoquímica consisten en: 1) la recuperación de 

antígenos, 2) la adición de anticuerpo primario, 3) la aplicación del anticuerpo secundario y 

4) la adición de un reactivo que revela el anticuerpo secundario (Magaki et al., 2019). 

La recuperación de antígenos se utiliza para desenmascarar los antígenos que pueden 

estar ocultos debido al tratamiento que se le hizo al tejido fijado. El uso de agentes que forman 

enlaces cruzados durante la fijación puede alterar significativamente la forma tridimensional 

y la organización de los antígenos, enmascarando o dañando los epítopos, impidiendo que 

los anticuerpos los reconozcan o se unan a ellos (Kabiraj et al., 2015). Por lo tanto, estos 

métodos de recuperación de antígenos son cruciales para retornar las proteínas a un estado 

conformacional similar al nativo, que la proteína tenía antes de la fijación, y así optimizar las 

inmunoreacciones.  
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Para el presente estudio se varió la técnica de recuperación de antígenos entre el 

enzimático y la inducida por el calor. Para el método enzimático, se utilizó la enzima 

proteinasa K a una concentración de 20 mg/mL y se incubó 15 min a 37 °C. La digestión 

enzimática de los tejidos para el desenmascaramiento de epítopos puede realizarse con varios 

tipos de enzimas como la tripsina, proteinasa K, pronasa E, ficina y pepsina. Aunque estos 

métodos son ampliamente utilizados, no todos funcionan de igual manera para cualquier 

proteína, con lo cual se puede generar una mayor tinción no específica o no teñir del todo.  

Por lo general, el uso de enzimas da lugar a una coloración más débil en comparación con el 

calentamiento. Estos procesos no actúan de forma selectiva, por lo que algunos antígenos 

pueden dañarse. En algunos casos, la digestión con enzimas proteolíticas puede interferir con 

la correcta identificación de los antígenos, llevando a interpretaciones erróneas como falsos 

positivos o negativos (Kabiraj et al., 2015). 

Por otro lado, también se realizó la técnica de recuperación de antígeno mediante calor 

con un buffer de pH 9.0 (buffer TEG con EDTA o EGTA) o pH 6.0 (buffer citrato) y se 

incubó 15 min a 98 °C en el procesador de tejido. Este método es el más comúnmente 

utilizado y puede realizarse con microondas, placa de calentamiento, ollas de presión, 

autoclaves y baños maría con pH desde los 6 hasta los 10 (S.-W. Kim et al., 2016). El 

mecanismo mediante el cual funciona el calentamiento es incierto, el calor puede revelar 

epítopos al romper los enlaces de metileno, pero también parece influir a través de otros 

mecanismos menos conocidos; entre las teorías alternativas está la eliminación de proteínas 

que interfieren con la unión del anticuerpo, la formación de agregados proteicos, la 

rehidratación del tejido que facilita el acceso de los anticuerpos, y la posible liberación de 

residuos de parafina inducida por el calor (Kabiraj et al., 2015). 

Asimismo, la dilución utilizada del anticuerpo primario constituye otro factor 

determinante en los resultados obtenidos. Se busca optimizar el contraste entre el tejido que 

presenta tinción positiva y la tinción de fondo inespecífica, así como optimizar el reactivo, 

empleando la mayor dilución posible del anticuerpo que aún permita una detección efectiva 

(Magaki et al., 2019). En el presente estudio se evaluaron diluciones del anticuerpo primario 

en proporciones de 1:100, 1:200, 1:400, 1:600, 1:800, 1:1200, 1:1500, 1:2000 y 1:2500. 

Según la ficha técnica del fabricante, para aplicaciones de inmunohistoquímica se 
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recomienda se recomienda una dilución entre 1:50 y 1:200. Sin embargo, en diluciones 

menores a 1:200 se observó mucha inespecificidad, independientemente del tipo de 

recuperación antigénica empleada. Adicionalmente, en diluciones mayores no se logró 

obtener el contraste deseado. Como resultado, se concluye que ninguna de las diluciones 

ensayadas permitió una detección adecuada de la proteína TNFRSF9, lo que impide el conteo 

confiable de células o estructuras que la expresen. Estos hallazgos sugieren que el anticuerpo 

PA5-116949, bajo las condiciones evaluadas, no es adecuado para estudios de 

inmunohistoquímica dirigidos a esta proteína. 

Es importante considerar que la detección del antígeno también podría verse 

comprometida debido a la falta de reactividad cruzada del anticuerpo primario con la especie 

animal utilizada, así como a la ausencia o baja concentración del epítopo reconocido por 

dicho anticuerpo (Ramos-Vara, 2017). La tinción se llevó a cabo utilizando tejido gástrico 

proveniente de ratón. Según lo indicado en la ficha técnica del anticuerpo primario, este 

presenta reactividad frente a antígenos de origen humano, ratón y rata, por lo que se descarta 

la especie como un factor que haya condicionado los resultados. 

Dentro de las medidas aplicadas para reducir la tinción de fondo inespecífica, se empleó 

el uso de peróxido antes de la incubación con el anticuerpo primario para bloquear la 

peroxidasa endógena. Lo anterior con el fin de evitar que las enzimas endógenas del tejido 

catalicen la transformación de los sustratos cromogénicos en productos precipitados de color, 

lo que puede generar señales similares a las que producen las enzimas conjugadas añadidas 

de forma exógena durante el proceso de inmunohistoquímica (Kalyuzhny, 2016). Esta 

medida es de gran importancia porque el anticuerpo secundario empleado (EnVision HRP 

Rabbit K4003) está conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP por sus siglas en 

inglés), por lo que, si no se bloquea la peroxidasa endógena, se obtienen tinciones 

inespecíficas. 

Por último, con el fin de reducir la tinción de fondo provocada por la unión de 

anticuerpos primarios a sitios inespecíficos del tejido, se implementó en el protocolo el 

bloqueo con albúmina sérica, aplicado previo a la incubación con los anticuerpos primarios. 

Kalyuzhny (2016) menciona que se pueden utilizar diversos tampones de bloqueo con suero 

animal (como de cabra, burro, cerdo o caballo) para lograr el objetivo de unirse a los sitios 
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inespecíficos en el tejido para bloquear su accesibilidad a los anticuerpos primarios. No 

obstante, pese a su utilización como estrategia final, no se logró obtener una mejora en los 

resultados de tinción. 

Como conclusión del presente análisis, tras realizar ensayos con diversas diluciones del 

anticuerpo primario y modificar aspectos de la técnica de inmunohistoquímica, se estableció 

que los resultados obtenidos no pueden atribuirse a una unión específica del anticuerpo 

primario con la proteína TNFRSF9. 

Por otra parte, la expresión de ARNm de TNFRSF9 en muestras de cáncer gástrico 

humano no presentó diferencias significativas entre tipos histológicos ni entre estadios 

clínicos. Investigaciones como la realizada por Gutiérrez et al. (2006) han demostrado que 

ciertas proteínas de control del ciclo celular implicadas en cáncer, como p53, C-erb-B-2, 

PCNA y EGFR no presentan variaciones significativas entre etapas clínicas tempranas como 

avanzadas, y distintos subtipos histológicos según la clasificación de Lauren (intestinal, 

difuso, mixto). Este resultado sugiere que la expresión de algunos genes inmunorreguladores 

también puede mantenerse constante independientemente del tipo histológico o la etapa 

clínica del tumor, y puede más bien estar más relacionada con la infiltración inmunitaria del 

tumor. Por lo tanto, su expresión podría no variar significativamente entre estadios clínicos, 

pero sí entre estados inmunológicos (por ejemplo, tumores con alto vs. bajo infiltrado de 

células T). 

La progresión tumoral no siempre correlaciona linealmente con la activación del 

sistema inmune. Reyes et al. (2020) destaca que el microambiente tumoral puede modular la 

respuesta inmunológica de tal manera que se favorezca la tolerancia inmunológica y el 

agotamiento de células T, afectando directamente la eficacia de la respuesta inmune. Estas 

condiciones se desarrollan como consecuencia de la exposición crónica a antígenos 

tumorales, la presencia de citocinas inmunosupresoras y la expresión de moléculas 

inhibitorias como PD-1 y CTLA-4, que limitan la activación de células T efectoras. En este 

contexto, la expresión de genes coestimuladores como TNFRSF9 puede verse reducida, no 

necesariamente por la etapa clínica del tumor, sino por el estado funcional de las células 

inmunes. 
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Además, la expresión de ARNm de TNFRSF9 puede estar sujeta a variabilidad 

interindividual, en donde hay diferencias biológicas entre pacientes que incluyen factores 

genéticos y ambientales. Esta heterogeneidad puede generar una dispersión amplia en los 

niveles de expresión observados, lo que dificulta la identificación de patrones consistentes 

entre grupos clínicos o histológicos. En este sentido, Rosero et al. (2017) destacan que 

variantes genéticas individuales pueden modular la respuesta inmunológica y la progresión 

tumoral, lo que contribuye a la variabilidad en la expresión génica entre pacientes, incluso 

dentro de un mismo tipo de cáncer gástrico. 

El desarrollo tumoral implica la acumulación de múltiples mutaciones somáticas, 

alteraciones epigenéticas y la alteración de mecanismos reguladores complejos, aún no 

completamente dilucidados, lo que puede hacer que la expresión génica no se correlacione 

directamente con los subtipos clínicos tradicionales, especialmente cuando se analizan genes 

inmunorreguladores como lo es el TNFRSF9 (Bermúdez Garcell et al., 2019). En este 

contexto, es posible que en cada paciente se activen o desactiven mecanismos que pueden 

conllevar a variabilidad en la expresión de TNFRSF9, enmascarando si se activa más según 

el tipo histológico o estadio de cáncer gástrico. 

Dentro de estos mecanismos reguladores de la expresión génica en cáncer, se ha 

descrito la acción de los miARNs, cuya misma expresión se ve alterada por cambios 

genéticos en sus loci, modificaciones epigenéticas y regulación por factores de transcripción 

o enzimas, lo cual puede conllevar a la subexpresión o sobreexpresión de los mismos.  Estas 

disfunciones de miARNs están estrechamente relacionadas con la progresión tumoral y la 

evasión inmune (Ali Syeda et al., 2020).  

Por otro lado, se ha descrito que en procesos tumorales ocurre una desregulación en la 

síntesis de proteínas. Esta alteración puede deberse a la expresión anómala de diversos 

factores de iniciación eucarióticos (e.g. eIFs) involucrados en distintas etapas de la 

traducción, así como a cambios en la expresión de ARN ribosómicos (ARNr) y ARN de 

transferencia (ARNt). En cáncer, la alteración de dichos mecanismos transcripción favorecen 

principalmente traducción de genes involucrados en proliferación, migración y evasión 

inmunitaria (Añazco-Guenkova et al., 2024). Como consecuencia, las vías desreguladas en 

el cáncer podrían modular indirectamente la expresión de TNFRSF9, por ejemplo, a través 
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de mecanismos de traducción dependientes de modificaciones en tRNA, como se describen 

en el estudio de Añazco-Guenkova et al. Adicionalmente, si el gen TNFRSF9 desempeña un 

papel como supresor tumoral, es razonable considerar que los mecanismos moleculares 

asociados al cáncer (mediante miARNs específicos, modificaciones epigenéticas o 

interferencia en su transcripción) tiendan a favorecer su silenciamiento transcripcional, lo 

cual podría contribuir a una menor activación inmunológica en el microambiente tumoral y 

con ello promover la supervivencia y expansión de las células tumorales. 

Lo anterior, sumado al tamaño muestral limitado, puede contribuir a la dilución de 

diferencias reales entre los grupos histológicos analizados, especialmente en aquellos con 

menor representación, como el tipo mixto (5 muestras) y el neuroendocrino (solo 1 muestra). 

La diferencia en la distribución de muestras genera un desequilibrio entre grupos, ya que los 

tipos intestinal (14 muestras) y difuso (18 muestras) están considerablemente más 

representados. Tal desbalance puede introducir sesgos en el análisis estadístico y dificultar 

la interpretación de los resultados, al reducir la capacidad comparativa y la potencia del 

estudio para detectar diferencias significativas entre subtipos histológicos.  

Para este estudio, el tejido tumoral de humanos fue obtenido mediante resección 

quirúrgica, separándose una porción para análisis histopatológico y otra para la evaluación 

por PCR realizada en este trabajo. A nivel macroscópico, no es posible diferenciar regiones 

tumorales con distinta infiltración inmune ni identificar subclonas, en donde existan 

variaciones en la expresión de TNFRSF9. En consecuencia, debido a la heterogeneidad 

intratumoral, es posible que la expresión de ARNm de TNFRSF9 observada en este estudio 

no refleje de manera precisa el panorama global del tumor, ya que no se basa en la totalidad 

del tejido tumoral. 

Adicionalmente, luego de realizar la prueba de Wilcoxon pareada de una cola y se 

determinó una diferencia significativa entre la expresión de TNFRSF9 entre el tejido tumoral 

y no tumoral del mismo paciente, con un p = 0.0353. Este hallazgo sugiere una posible 

implicación funcional de este gen en el contexto tumoral. TNFRSF9 es un receptor 

coestimulador expresado principalmente en células T activadas, y su señalización está 

asociada con la amplificación de respuestas inmunes antitumorales, incluyendo la 
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proliferación de células T CD8+, la producción de citocinas y la supervivencia celular 

(Glorieux & Huang, 2019; Hashimoto, 2021). 

La comparación directa entre tejido tumoral y no tumoral dentro del mismo paciente 

permitió fortalecer el análisis estadístico, ya que al tratarse de dos condiciones biológicas del 

mismo individuo se logró controlar la variabilidad interindividual. Esta estrategia resulta 

especialmente útil en estudios con número limitado de muestras, ya que reduce el ruido 

biológico y facilita la detección de diferencias que, aunque puedan ser sutiles, son 

estadísticamente significativas. En este caso, el enfoque pareado permitió observar con 

mayor claridad el impacto del entorno tumoral sobre la expresión génica, sin que factores 

externos como la edad, sexo o comorbilidades afectaran la comparación, ofreciendo una 

perspectiva más precisa sobre los posibles mecanismos de evasión inmunológica que podrían 

estar presentes en el adenocarcinoma gástrico.  

Al comparar estos hallazgos con los resultados obtenidos en el modelo murino, se 

observó un patrón similar: el tejido gástrico con metaplasia intestinal presentó una mayor 

expresión de Tnfrsf9 en comparación con el tejido gástrico normal. Esto podría sugerir que, 

tanto en humanos como en ratones, la expresión del gen de TNFRSF9 podría estar asociada 

a una respuesta inmunológica frente a procesos de transformación celular. Preliminarmente, 

en etapas tempranas como la metaplasia, esta activación podría representar un intento del 

sistema inmune por contener el cambio tisular, mientras que, en el tejido tumoral humano, 

su sobreexpresión podría reflejar una presencia activa de infiltrado inmunológico, 

posiblemente como parte de una respuesta antitumoral persistente o inducida por el 

microambiente. Sin embargo, esta interpretación no puede confirmarse sin identificar qué 

poblaciones celulares expresan el gen. 

Una limitante clave de este estudio es la ausencia de caracterización de la polarización 

celular en tejido metaplásico murino y tumoral humano, dado que la función biológica de 

TNFRSF9 depende estrictamente del tipo celular que lo expresa. Por ejemplo, en células 

Tregs o macrófagos M2 (anti-inflamatorios), su activación puede favorecer un 

microambiente inmunosupresor, lo que contribuye a la persistencia de H. pylori y a la 

progresión tumoral. En contraste, en células T CD8+ efectoras, células NK y macrófagos M1 

(pro-inflamatorios), la sobreexpresión del gen de TNFRSF9 se asocia con actividad 
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citotóxica y respuestas antitumorales, lo que evidencia su papel dual en la inmunidad tumoral 

(Li et al., 2022). 

Esta dualidad implica que la señalización de TNFRSF9 puede tener efectos opuestos: 

potenciar la función supresora de Tregs (peor pronóstico) o reactivar CD8+ agotadas (mejor 

respuesta antitumoral). En estudio desarrollado por Zheng et al. (2021) se identificaron 

poblaciones enriquecidas en tumores que expresan TNFRSF9, particularmente TI-Tregs 

TNFRSF9+ activadas y subgrupos de linfocitos T CD8+ agotados, lo que confirma su papel 

relevante en la inmunidad tumoral. Además, la frecuencia de Tregs TNFRSF9+ varía entre 

tipos de cáncer y se correlaciona con factores del microambiente tumoral, como TGF-β, 

interferones y mutaciones específicas (por ejemplo, del gen FAT1), lo que indica que la 

modulación de TNFRSF9 debe considerarse en un contexto altamente personalizado. 

En este sentido, estrategias terapéuticas dirigidas a TNFRSF9, como agonistas anti-

TNFRSF9, podrían mejorar la eficacia de la inmunoterapia al potenciar la actividad de CD8+ 

tumor-reactivas, siempre que se controle el riesgo de amplificar la inmunosupresión mediada 

por Tregs. Para lograrlo, es indispensable estratificar pacientes según la composición celular 

y el perfil de TNFRSF9 en el tumor, incorporando inmunofenotipificación con marcadores 

específicos (CD4, CD8, FoxP3) y análisis de célula única (single-cell). Este enfoque 

permitirá diseñar terapias más precisas y efectivas, capaces de recapitular la complejidad del 

infiltrado tumoral y maximizar el beneficio clínico (Zheng et al., 2021). 

La consistencia entre los resultados obtenidos en humanos y en el modelo murino 

sugiere que la expresión aumentada del gen de TNFRSF9 en tejido metaplásico y tumoral 

podría estar vinculada con la presencia de actividad inmunológica en diferentes estadios de 

la carcinogénesis gástrica. Aunque estos hallazgos no permiten confirmar que TNFRSF9 

refleje de manera directa las etapas transformación, sí sugieren que esta molécula podría tener 

potencial como biomarcador inmunológico para monitorear cambios en el microambiente 

durante la progresión tumoral. Además, su expresión elevada en tejido tumoral podría indicar 

una ventana de oportunidad para intervenciones que potencien la respuesta inmune, 

especialmente en el contexto del adenocarcinoma gástrico, lo que refuerza la necesidad de 

estudios funcionales y de caracterización celular para validar su papel en inmunomodulación. 
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CONCLUSIÓN 

En esta investigación se evidenció que el anticuerpo anti-TNFRSF9 empleado en la 

técnica de inmunohistoquímica no presentó la especificidad necesaria para detectar la 

proteína en tejido gástrico murino, lo que limitó su utilidad para caracterizar la expresión 

proteica. Ante esta limitación, se redirigió el análisis hacia la expresión de ARNm mediante 

PCR, sin observar diferencias significativas en función del tiempo de infección, grado de 

inflamación ni carga bacteriana. No obstante, se identificó una mayor expresión de Tnfrsf9 

en tejidos con metaplasia, lo que sugiere una posible asociación con procesos de 

transformación tisular y modulación inmunológica. 

En muestras humanas, se encontró una expresión significativamente mayor de 

TNFRSF9 en tejido tumoral respecto al no tumoral, reforzando su importancia en el 

microambiente tumoral. Sin embargo, no se observaron diferencias entre tipos histológicos 

ni etapas clínicas, posiblemente debido a la heterogeneidad tumoral, la variabilidad 

interindividual y mecanismos de regulación epigenética o post-transcripcional. 

Como puntos de mejora, se recomienda en futuros estudios con modelos murinos 

incluir grupos experimentales en etapas tempranas de infección menores a las 10 semanas 

para capturar mejor la dinámica de expresión del gen de TNFRSF9, y aplicar técnicas de 

aislamiento celular como citometría de flujo o secuenciación de ARN de célula única para 

evitar la dilución de señales específicas en el análisis de tejido total. 

Además, sería valioso complementar el análisis con estudios de metilación del 

promotor del gen de TNFRSF9, evaluación de microARNs reguladores y marcadores de 

agotamiento inmunológico, para comprender mejor los mecanismos que podrían estar 

modulando su expresión. Estas estrategias permitirían una caracterización más precisa del 

papel de TNFRSF9 en la carcinogénesis gástrica y su potencial aplicación como blanco 

terapéutico o marcador pronóstico. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Materiales y reactivos para inmunohistoquímica y tinción de hematoxilina 

eosina de Mayers 

• Frascos Coplin + porta-láminas en vidrio 

• Frascos Coplin en plástico 

• Parrilla corrediza (rack) ShandonSequenza 

• Placas de cubierta Shandon 

• Portaobjetos de vidrio Superfrost Plus 

• Cubreobjetos 50 x 24mm 

• Xilol 

• Etanol de 70%, 96% y 99% 

• 30% de H2O2 

• TBS-T: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.5% de Triton X-100, pH 7.6 (10X TBS: 60.55g 

Tris, 87.66g NaCl in 1L) 

• TEG-buffer: 10 mM Tris, 0.5 mm EDTA, pH 9.0 

• Citrato-buffer: 10 mM Citrato de sodio, pH 6.0 

• Proteinasa K buffer: 50 mM Tris, 0.5 M EDTA, pH 8.0 

• Stock de Proteinasa-K 10 mg/ml 

• Albúmina sérica bovina al 5% 

• Anticuerpo primario para estandarización de inmunohistoquímica: anticuerpo 

policlonal de conejo anti-CD137, que contiene 0.02% de azida sódica, PA5-116949, 

Thermofisher 

• Anticuerpo primerio para detección de H. pylori: anticuerpo policlonal anti-H. pylori, 

B0471, Dako (concentración de stock 0.24 g/L) 

• Diluente de anticuerpo, S3022, Dako 

• Anticuerpo secundario: EnVisionRabbit, K4003, Dako 

• Kit de cromógeno DAB, K3468, Dako 

• Hematoxilina de Mayer 

• Pertex medio de montaje 

• Tejido parafinado 

• Hematoxilina de Mayers, 20190, Sakura Finetek 

• Eosina amarilla al 1% 
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Anexo 2. Materiales y reactivos para extracción de ARN y PCR cuantitativa 

• Reactivo TRIzol Invitrogen (Número de catálogo 15596026 o 15596018) 

• Centrífuga capaz de llegar a 12000 x g y a 4 °C 

• Tubos de microcentrífuga de polipropileno 

• Cloroformo 

• Baño maría con temperatura de 55 – 60 °C 

• Isopropanol 

• Etanol al 75% 

• Agua libre de ARNasas al 0.5% dodecil sulfato de sodio 

• PowerUp SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems) 

• Vortex 

• Termociclador para PCR 

• Inhibidor de ARNasas 

• Primers 
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Anexo 3. Aprobación del “Animal Experiments Inspectorate” del Instituto Finsen del 

Hospital Universitario de Copenhague 
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Anexo 4. Aprobación del Comité Institucional del Cuido y Uso de Animales de la 

Universidad de Costa Rica – CICUA-23-2018 
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Anexo 5. Aprobación del Comité Institucional del Cuido y Uso de Animales de la 

Universidad de Costa Rica – CICUA-56-2018 
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Anexo 6. Aprobación del Comité Ético Científico de la Universidad de Costa Rica  
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Anexo 7. Aprobación del Comité Ético Científico de la Caja Costarricense del Seguro 

Social 
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Anexo 8. Aprobación del Comité Ético Científico de la Caja Costarricense del Seguro 

Social 
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