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Lesiones gastricas en pacientes infectados
con Helicobacter pylori: expresion
de RAGE (receptor de productos de
glicosilizacion avanzada) y otros
inmunomarcadores

ERIK MORALES M.}, ARMANDO ROJAS R.',
VALERIA MONASTERIO A.23, ILEANA GONZALEZ B.'®,
INGRID FIGUEROA C.3¢, BELARMINO MANQUES M.3¢,

JACQUELINE ROMERO E.', JORGE LLANOS L5,
ELIANA VALDES M.*5, CECILIA COFRE L.

Expression of RAGE in Helicobacter pylori
infested gastric biopsies

Background: Inflammation is a common phenomenon present in gastric mucosa
of patients infected with H. pylori. Activation of the RAGE/multiligand axis is thought
to be a relevant factor in cancer-mediated inflammation. RAGE is a membrane
receptor, belonging to the immunoglobulin family, and the over-expression of RAGE
has been associated with increased invasiveness and metastasis generation in different
types of cancer, including gastric cancer. Furthermore recent experiences show that the
use of its soluble form (sRAGE) or silencing of the gene coding for this receptor could
provide therapeutic benefits in cancer. Aim: To evaluate the immunohistochemical
expression of RAGE, MUC-1, B-Catenin free and phosphorylated, Cyclin-DI and
GSK3 in gastric biopsy specimens infected with H. pylori. Material and Methods: Im-
munohistochemical analysis was carried out in gastric biopsies from 138 patients: 55
with inflammatory injury (no atrophic gastritis), 42 with pre-cancerous conditions
(atrophy or intestinal metaplasia) and 41 with dysplastic lesions or in situ adenocarci-
noma. Results: There was a high rate of positive RAGE expression in the three groups
of biopsies. Biopsies with dysplasia or in situ carcinoma had a significantly higher
percentage of RAGE expression than the other groups of biopsies. Conclusions: The
increased RAGE expression reported in both dysplasia and incipient cancer support
the role of the multiligand/RAGE axis in gastric carcinogenesis.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1240-1248).

Key words: Carcinogenicity tests; Helicobacter pylori; Stomach neoplasms.

que presenta mayores tasas de prevalencia'. Las
mayores tasas de mortalidad por esta neoplasia se

l El cancer gastrico es una de las neoplasias

988.000 nuevos casos y 736.000 defuncio-
nes anualmente!. La tasa de mortalidad de esta
neoplasia es la segunda mds alta a nivel mundial,
s6lo superada por el cancer pulmonar. Entre los
paises afectados, Chile continta siendo uno de los
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presentan en las regiones del Bio Bio, del Maule y
de La Araucania®. En la Region del Maule esta tasa
es superior a 28/100.000 habitantes>.

La infeccién por Helicobacter pylori es el prin-
cipal factor de riesgo para el desarrollo de cancer



ARTICULOS DE INVESTIGACION

Lesiones gastricas asociadas a H. Pylori: RAGE y otros inmunomarcadores - E. Morales et al

gastrico y lesiones consideradas precursoras de
esta neoplasia®. A nivel mundial mds de 50% de
la poblacién estaria afectada por esta infeccion’
y en Chile 74,5% de la poblacién entre 20 y 60
afios®. Esta relacion entre infeccién por H. pyloriy
céncer géstrico ha sido ampliamente demostrada’
y se postula que en mds de 80% de los casos la
carcinogenia involucra vias moleculares alteradas
por esta bacteria®.

Caracteristica fundamental de la infeccién con
H. pylori es la inflamacién crénica de la mucosa
gastrica, siendo el rol de la inflamacién como
factor favorecedor del crecimiento tumoral am-
pliamente reconocido”®!® y durante los ultimos
afos asociado a la tumorogénesis relacionada al
eje multiligando/RAGE''"2. RAGE es un receptor
de membrana, miembro de la familia de inmuno-
globulinas' con homologia estructural y funcional
con receptores “inmunoglobulina-like”'*. A nivel
deligandos, RAGE interactua principalmente con
estructuras tridimensionales, siendo considerado
un receptor de patrones moleculares (similar re-
ceptores tipo Tolls) lo que explicaria su unién a
varias moléculas, enddgenas o ex6genas®.

RAGE se vincula a una serie de procesos
patolégicos asociados a inflamacién, como dia-
betes, cancer, enfermedades neurodegenerativas
e insuficiencia renal y cardiaca'®". En neoplasias,
la expresiéon de RAGE se ha descrito en cerebro,
mama, colorrecto, pulmon, préstata, oral y ovario,
también en linfomas y melanomas'®. En cdncer
géstrico, la sobreexpresion de RAGE ha sido aso-
ciada a mayor invasién y metdstasis". Ademds
algunos polimorfismos del receptor otorgarian
mayor susceptibilidad al desarrollo y mayor
agresividad de dicha neoplasia®. A la fecha existe
consenso en que RAGE mantendria un estado
inflamatorio que estimula la fase de promocién
de la carcinogenia y el desarrollo tumoral®. Se ha
propuesto también que esta molécula mediaria
la activacién de procesos claves que promoverian
resistencia a los estimulos apoptéticos e hipoxia,
interfiriendo con la inmunidad antitumoral y
estimulando la angiogénesis e invasion'.

A nivel de sefalizacion intracelular, numerosos
mecanismos han sido involucrados en la carcino-
genia gastrica y, entre estos, la expresion de genes
que controlan la proliferacion celular vinculados
a las vias Wnt, NF-kB y Stat3, presumiblemente
con transcripcion de genes diana comunes?®. Stat3
y NF-kB pertenecen a vias moleculares que pueden
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ser activadas por la cascada inflamatoria asociada
a la estimulacién de RAGE" y en carcinomas
dicha activacién también ocurriria por la sobre-
expresiéon de la mucina de membrana MUC-1%.
Si bien la funcién candnica de estas mucinas es
proteger epitelios vulnerables*, en la actualidad
autores sugieren que la interaccién de MUC-1 con
H. pylori podria iniciar una serie de cascadas de
transduccion en el epitelio glandular® y estudios
en cancer gastrico relacionan su sobreexpresion
con un peor prondstico?*. Componentes de la via
Wnt como B-catenina y GSK3[3 también han sido
reconocidos como factores vinculantes entre can-
cer e inflamacién?"* y se ha observado que entre
los resultados de su activacion existe transcripciéon
de ciclina-D1#% un importante regulador del
ciclo celular frecuentemente sobreexpresado en
los cdnceres™.

Segun lo expuesto; alta prevalencia local del
cancer gastrico, altas tasas de infeccién por H.
pyloriy el reciente rol descrito para RAGE en la
carcinogenia vinculada a inflamacién, resulta muy
necesario desarrollar un estudio local que aborde
la expresion en mucosa gastricade RAGE, MUC-1
y algunas moléculas de conocida participacién en
la carcinogenia géstrica (-catenina, ciclina-D1y
GSK3p).

Material y Método

Material evaluado y criterios de seleccion

Como parte del estudio del eje AGE/RAGE
en la patogénesis de la infeccién por H. pylori, el
presente trabajo evalué especimenes de biopsias
gastricas positivas para esta infeccién corres-
pondientes a 138 pacientes sintomdticos con
indicacién clinica de endoscopia digestiva alta
(Unidad de Cancer Géstrico del Hospital Regional
de Talca, noviembre de 2010 a marzo de 2011)
y sin tratamiento (inhibidores de la bomba de
protones) o antiinflamatorios no esteroidales en
las cuatro semanas previas al examen. En 97 de
casos la presencia de H. pylori fue pesquisada al
momento de la endoscopia mediante test rapido
de ureasa y confirmada mediante técnica de re-
acciéon de polimerasa en cadena. En los casos en
que no fue posible realizar técnicas moleculares,
la presencia del bacilo fue demostrada mediante
tincién histoquimica (Diff). Confirmada la pre-
sencia bacteriana, los casos fueron clasificados
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segln criterios histopatoldgicos: clasificaciones
de Sydney para gastritis** y de Viena para lesiones
neopldsicas gastrointestinales®. A partir de esta
evaluacién se estructuraron tres grupos compa-
rables representativos de la secuencia descrita
para carcinogenia gastrica: i) “Gastritis cronica”
(no atréfica), ii) “Condiciones preneopldsicas”
(atrofia y/o metaplasia intestinal) y iii) “Displasia
o neoplasia in situ” (displasia epitelial glandular o
adenocarcinoma in situ)*.

Protocolo de procesamiento de muestras

Las muestras fueron fijadas en formalina neu-
tra 10% (durante 24 h), deshidratadas, aclaradas
e impregnadas. Inclusién en parafina (Merck,
fusiéon 56°C). Se obtuvo cortes de 3 um, secados
(65°C durante 45 min) y desparafinados (xilol,
alcohol 100° y alcohol 95°). Luego hidratacién
y recuperacion antigénica (Antigen Unmasking
Solution VECTOR 1M) con microondas (20
min). Se ocup6 Peroxidase Detection System de
Novocastra, incubando con anticuerpo primario
(estandarizacién y especificaciones técnicas del
proveedor, B-catenina 12F7, 1:500; Mucina-1E29,
1:500; RAGE Al1, 1:200; GSK-3{3 H-76, 1:200;
p-B-catenina Ser37, 1:100; Ciclina-D1 A-12, 1:100,
anticuerpos Santa Cruz Biotechnology). Lavados
con buffer PBS (Winkler) y cortes incubados 3 min
con DAB (Novocastra) para revelar la expresion.
Medio de montaje Shandon.

Evaluacién de la expresion inmunohistoquimica

Segin protocolo endoscdpico, cada caso in-
cluy6 muestras de mucosa antral, especializada
y de cualquier otra zona en que se identifico
alguna alteracion. Sin perjuicio de lo anterior,

en funcién del objetivo del estudio el andlisis
de inmunoexpresiéon privilegié la mucosa con
alteraciones histopatoldgicas o con presencia
morfoldgica de Helicobacter pylori. Para evaluar
la inmunotincién se considerd tanto la presencia
de expresion (positiva o negativa) como el patrén
de inmunomarcacién (citoplasmdtico, membrana
plasmatica o nuclear) del epitelio glandular. Para
RAGE adems se evalud niveles de expresion (bajo
0 G1 =marcacién débil < 75% o intensa en < 25%
delas células, y alto 0 G2 = marcacién débil en mas
de 75% o intensa en mds de 25% de las células)®.
Todos los casos fueron evaluados por dos obser-
vadores de manera independiente, las diferencias
de estimacion (< 10%) fueron resueltas mediante
consenso. Para clasificar un caso como negativo, se
exigid positividad en mucosa vecina a la evaluada
(control interno) o en el control positivo externo.
Casos no concluyentes fueron reprocesados para
segunda evaluacion.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con progra-
ma informatico SPSS (PASW Statistics 18). La
positividad para la inmunomarcacién en los tres
grupos estudiados fue analizada utilizando la
herramienta de prueba estadistica ANOVA que
permite comparar simultineamente medias de
mas de dos grupos de estudio.

Resultados

Caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos
estudiados

Las principales caracteristicas clinico-patolé-
gicas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patolégicas

Caracteristicas Gastritis cronica

(GC, n = 55)
Sexo (H: M) 19: 36
Edad (anos)
Rango 22-78
Promedio 48
Endoscopia
Sin lesién 30 (54%)
Con lesion 25 (46%)
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Condiciones preneoplasicas

Displasia/CIS

(CP. n = 42) (D-CIS, n = 41)
16: 26 24-17

20-75 20-77

52 61

16 (38%) 3 (5%)

26 (62%) 39 (95%)

Rev Med Chile 2013; 141: 1240-1248
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Resultados de la inmunomarcacion

Las Figuras la y 1b muestran focos de expre-
sién de RAGE considerados positivos de acuerdo
alos criterios antes citados. Para este marcador se
observé tanto positividad a nivel de membrana
plasmatica/citoplasma (MP/C) como nuclear (N).

La Tabla 2 y la Figura 2 muestran los porcen-
tajes de casos positivos a la inmunomarcacion de
RAGE. Al comparar estos porcentajes de casos
positivos en los tres grupos estudiados (“Gastritis”,
“Condiciones preneoplésicas” y “Displasia/CIS”)
se observd diferencia estadisticamente significativa
(nivel p < 0,05) para la inmunomarcaciéon de alto
grado (G2) tanto a nivel de membrana plasmadtica/

citoplasma (23,6%, 40,5% y 63,4%, respectiva-
mente) como a nivel nuclear (23,6%, 38,1% y
58,5%, respectivamente) (Figura 2).

La Tabla 3 muestra los porcentajes de casos
positivos para inmunoexpresiéon a MUC-1,
B-catenina, B-catenina fosforilada, ciclina-D1 y
GSK3f. Para MUC-1 se observé positividad a
nivel de membrana plasmatica (MP)/citoplasma
(C) y en membrana plasmadtica apical (MA). Para
[B-catenina se observé positividad de membrana
plasmatica (MP)/citoplasma (C) y nuclear (N).
Para B-catenina fosforilada, ciclina-D1 y GSK3f3
se observo positividad de citoplasma (C) y nuclear
(N). Al comparar los porcentajes de casos posi-

Figura 1. Positividad a RAGE. Mucosa géstrica con inmunomarcacion para RAGE. Tanto en microfotografia con aumento
4x (Figura 1a) como en microfotografia con aumento 10x (Figura 1b) se observan zonas de epitelio glandular con caracteres
displasicos (desorden arquitectural, amontonamiento nuclear, pérdida de polaridad e hipercromasia nuclear) los que ademas
muestran positividad a la inmunoexpresion citoplasmatica y nuclear para RAGE (flechas negras). En ambas microfotografias se
observan también zonas de epitelio glandular normotipico o con leves cambios reactivos, negativas o de escasa positivad para
el receptor (flechas blancas).

Tabla 2. Positividad para RAGE

Marcacion Grupo de estudio p < 0,05
Localizacion Nivel de Gastritis cronica Condiciones preneoplasicas Displasia - CIS
positividad (GC, n = 55) (CP. n = 42) (D-CIS, n = 41)
MP/C Negativos 22 (40,0%) 11 (26,2%) 10 (24,4%)
Bajo (G1) 20 (36,4%) 14 (33,3%) 5 (12,2%)
Alto (G2) 13 (23,6%) 17 (40,5%) 26 (63,4%) (*)
N Negativos 21 (38,2%) 10 (23,8%) 9 (22,0%)
Bajo (G1) 21 (38,2%) 16 (38,1%) 8 (19,5%)
Alto (G2) 13 (23,6%) 16 (38,1%) 24 (58,5%) (*)
55 (100%) 42 (100%) 41 (100%)

C = Citoplasma; MA = Membrana apical; MP = Membrana plasmética; N = Nucleo.

Rev Med Chile 2013; 141: 1240-1248
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% de positividad a RAGE
100%

80%
60%
40%

20%

GC cpP D-CIS

Membrana Nuclear
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Figura 2. Porcentajes de positividad para
RAGE. Se muestra graficos con porcen-
tajes de casos positivos a la inmunomar-
cacion de RAGE. Se observa un aumento
de la expresién en el grupo Displasia-CIS,
tanto a nivel de membrana como nuclear.

H Alto (G2) Al analizar con mayor detalle la expre-
m Bajo (G1) sion de la inmunomarcacion f[ambllen se

observa que en el grupo de Displasia-CIS
O Negativos hay un importante aumento del porcen-

taje de casos que tienen altos niveles
de positividad (G2). C = Citoplasma;
MA = Membrana Apical; MP = Membra-
na Plasmatica; N = Nucleo; GC = Gastritis
crénica, CP = Condiciones Preneoplasi-
cas; D-CIS = Displasia/Adenocarcinoma
in situ.

Tabla 3. Positividad a otros marcadores

Marcacion
Marcador Localizacion Gastritis cronica
(GC, n = 55)
MUC-1 MA 40 (72,7%)
MP/C 49 (89,1%)
B Catenina N 9 (16,4%)
MP/C 55 (100%)
p B Catenina N 33 (60%)
C 7 (12,7%)
GSK3pB N 35 (63,6%)
C 37 (67,3%)
Ciclina D1 N 38 (69,1%)
C 37 (67,3%)

Grupo de estudio p < 0,05

Condiciones Displasia/ CIS

preneoplasicas (D-CIS, n = 41)
(CP.n=142)
25 (59,5%) 9 (22%) (*)
39 (92,9%) 34 (82,9%)
12 (28,6%) 26 (63,4%) (*)
42 (100%) 28 (68,3%) (*)
25 (59,5%) 34 (82,9%) *)
8 (19,0%) 0 (0%)
33 (78,6%) 23 (56,1%)
34 (81%) 38 (92,7%) (*)
29 (69%) 36 (87,8%) (*)
33 (78,6%) 26 (63,4%)

C = Citoplasma; MA = Membrana apical; MP = Membrana plasmética; N = Nucleo.

tivos para inmunomarcacion en los tres grupos
estudiados (“Gastritis”, “Condiciones preneopld-
sicas” y “Displasia/CIS”) se observé diferencia
estadisticamente significativa (nivel p < 0,05) enla
inmunomarcacion apical de MUC-1, nuclear y de
membrana plasmadtica/citoplasma de B-catenina,
nuclear de B-catenina fosforilada, citoplasmadtica

de GSK3p y nuclear de ciclina-D1.

Discusiéon

El céncer géstrico es una de las neoplasias mas
comunes en el mundo' y la infeccién por Helico-
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bacter pylori es el principal factor de riesgo para
su desarrollo*. Una caracteristica fundamental de
la infeccién géstrica con H. pylori es el desarrollo
de un proceso inflamatorio crénico mucoso y el
rol de la inflamacién como factor favorecedor
del crecimiento neoplasico ha sido ampliamente
reconocido”®!. En relacién con este vinculo entre
inflamacién y proliferacién neopldsica se postula
que la activacién de RAGE contribuiria de forma
importante al proceso carcinogénico'"'? lo que es-
taria respaldado por el hallazgo de sobreexpresién
del receptor en numerosas neoplasias (cerebro,
mama, colorrecto, pulmén, préstata, oral, ovario,

Rev Med Chile 2013; 141: 1240-1248
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etc.)'®. A nivel géstrico, la sobreexpresiéon de RAGE
no sélo ha sido observada en céncer (asociada a
un mayor nivel de invasién y generacién de me-
tastasis)'’, también ha sido observada en procesos
inflamatorios y particularmente participando de
la adherencia de H. pylori al epitelio glandular de
la mucosa géstrica®.

Los resultados observados en el presente es-
tudio, caracterizados por un alto porcentaje de
positividad de RAGE en los tres grupos de estudio
(gastritis crénica, condiciones preneopldsicas y
displasia/CIS) parecen ratificar desde el recono-
cimiento morfolégico mediante técnica inmu-
nohistoquimica, la sospecha de que este receptor
desarrollaria un importante papel en la patogenia
de la injuria géstrica en ambiente inflamatorio
secundario a infeccién por H. pylori. Ademds, el
hallazgo de un mayor porcentaje de casos positivos
en el grupo “Displasia/CIS” y particularmente el
de una mayor cantidad de casos con altos niveles
de expresion del receptor en este grupo (con
diferencia estadisticamente significativa a nivel
p < 0,005) sugieren que la sobreexpresion de este
receptor jugaria un particular rol en la transfor-
macién neopldsica del epitelio glandular gastrico.

La expresion de RAGE fue observada a nivel de
membrana plasmatica/citoplasma como lo refe-
rencia la mayor parte de la literatura®”*, y también
anivel nuclear. La expresion nuclear e RAGE es un
hallazgo pocas veces descrito® y un desafio en su
interpretacion. Al respecto, autores sugieren que
como resultado del clivaje durante la prote6lisis
intramembrana del receptor (mediado por calcio
y enzimas metaloproteinasas y secretasa) existirfa
liberacién de su dominio intracelular al espacio ci-
tosdlico/nuclear'®*'. Otros sugieren que el ligando
S100 podria ser responsable de retener a RAGE en
estas localizaciones®.

A nivel de sefializaciéon intracelular, tanto
RAGE" como MUC-1% son reconocidos como
activadores de vias que controlan proliferacién
celular e importantes en carcinogenia géstrica
(como Wnt, NF-kB y Stat3)*. Componentes de
la via Wnt como B-catenina y GSK3p serian fac-
tores vinculantes entre cdncer e inflamacién®*y
activadores de la transcripcion de ciclina-D1#%
un importante regulador del ciclo celular sobre-
expresado en cdncer®'. Los resultados observados
en el presente estudio: alto porcentaje de inmu-
nomarcaciéon a nivel de membrana plasmadtica/
citoplasma para MUC-1 como el mayor porcentaje

Rev Med Chile 2013; 141: 1240-1248

de casos positivos en el grupo displasia/CIS a nivel
nuclear para -catenina y B-catenina fosforilada,
citoplasmatico y nuclear para ciclina-D1 y cito-
plasmatico para GSK3f son coherentes con lo ex-
puesto y concordantes con la literatura*>*%. El caso
de MUC-1 es particularmente interesante ya que
su unién con H. pylori potenciaria la activacién de
las sefiales de transduccién de vias que controlan
el crecimiento celular®. La marcada disminucion
de la inmunomarcacién apical para MUC-1 en el
grupo de lesiones displasicas/CIS también con-
cuerda con lo descrito por la literatura*»* y podria
deberse a pérdida de caracteres de especializacién
asociada al fenotipo displdsico.

Junto con la comprension de la participacion
de RAGE en la patogenia de la injuria celular
en ambientes inflamatorios y su relacién con la
carcinogenia, en la actualidad las investigaciones
también estdn enfocadas en los alcances diagnds-
ticos y terapéuticos de esta molécula®'. En este
sentido, se han desarrollado propuestas en relacién
ala utilidad de la forma soluble de RAGE (sRAGE)
ya que inhibiria los efectos patoldgicos mediados
por la sobreexpresion del receptor®. Ademds, re-
sultados sugieren que los niveles de sSRAGE son un
buen biomarcador de progresién de enfermedad
en algunos tipos de cancer*. Otros estudios han
logrado silenciamiento de la expresién de RAGE
(mediante RNAi) en neoplasias prostdticas y su-
gieren que podria transformarse en una estrategia
alternativa para tratar el cdncer de prostata®.
Experiencias similares en cdncer de colorectal
sugieren que el beneficio del silenciamiento de
RAGE estaria mediado de forma importante por
una reduccién de la angiogenia tumoral®*.

En conclusién, el estudio desarrollado per-
miti6 evaluar la inmunoexpresiéon de RAGE y
moléculas relevantes en carcinogenia géstrica en
mucosa con inflamacidén crénica, condiciones
preneopldsicas (atrofia/metaplasia intestinal) y
con lesiones preneopldsicas/neoplasia in situ, desa-
rrolladas en un ambiente inflamatorio secundario
ainfeccion por H. pylori. Los resultados obtenidos
son concordantes con lo descrito por la literatura
respecto de las variaciones en la expresion de
moléculas involucradas en la transformacién ma-
ligna de la mucosa géstrica (MUC-1, B-catenina,
[B-catenina fosforilada, GSK-3f3 y ciclina-D1). El
alto porcentaje de casos positivos para la inmuno-
expresion de RAGE observada en los tres grupos de
estudio sugiere que el eje multiligando/RAGE seria
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relevante en la patogenia de lesiones de mucosa
gastrica en contextos inflamatorios por infeccién
con H. pylori. La mayor expresiéon observada en
lesiones displdsicas/CIS avala las propuestas de
que este eje también jugaria un particular rol en
la transformacién maligna del epitelio glandular
géstrico. La observacién de inmunoexpresién de
RAGE a nivel nuclear es un hecho infrecuente
que requiere ser corroborado con otros estudios
que permitan confirmar su presencia a este nivel y
evaluar el significado funcional de dicho hallazgo.
Experiencias muestran que la utilizacién de RAGE
o su forma soluble (sSRAGE) tendrian utilidad en el
seguimiento de neoplasias y que el silenciamiento
del gen que codifica para este receptor podria
aportar beneficios terapéuticos. Todo lo anterior
sugiere la necesidad de profundizar en el conoci-
miento de la relacién entre RAGE, inflamacién y
cancer gastrico.
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