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Resumen

El cancer gastrico es un proceso patologico multifactorial que se presenta en etapas, en las cuales
hay diferentes alteraciones que favorecen su desarrollo, entre ellas la acumulacion de mutaciones
genéticas en el individuo afectado. Estudios independientes en esta neoplasia han mostrado el
papel que juegan algunos genes supresores de tumores y oncogenes, asi como el papel de la
activacion de la telomerasa, la inestabilidad cromosémica y las moléculas de adhesion celular. De
igual forma, se han estudiado diferentes marcadores moleculares individuales para determinar la
asociacion de la bacteria Helicobacter pylori con el cancer gastrico, sin que estos hayan
demostraron ser de utilidad para el diagndstico ni el prondstico.

En el presente estudio se evaluo el uso de marcadores genéticos conjuntos, tales como la expresion
génica de telomerasa (htert), c-myc y spl, con el objetivo de determinar su expresion en biopsias
gastricas de pacientes con diversos padecimientos gastrointestinales tales como cancer gastrico,
ulcera péptica y gastritis, y que ademas tenian infeccion por H. pylori.

Se encontr6 que la carga bacteriana de H. pylori fue diferente en las distintas etapas de la
enfermedad (gastritis, metaplasia intestinal y cancer gastrico). El analisis de la expresion de c-myc,
spl y htert mostr6 una tendencia al incremento conforme el grado de la patologia gastrica
aumentaba en severidad y el andlisis de multiples marcadores moleculares en la progresion a
cancer gastrico permitié identificar a los sujetos con mayor riesgo de padecer patologias mas

s€veras.
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1. Introduccion

1.1. Descubrimiento de Helicobacter pylori

El primer reporte conocido acerca de la presencia de microorganismos géstricos fue realizado por
Giulio Bizzozero en Turin, Italia, en 1893, quien describe en sus observaciones anatomicas de la

mucosa gastrica de perros, espiroquetas habitantes de las glandulas gastricas [1].

En 1940, Freedberg y Baron reportaron la presencia de “espiroquetas” en aproximadamente el
40% de los especimenes de mucosa gastrica proveniente de humanos; sin embargo, sus hallazgos
causaron gran controversia debido a que un microorganismo sobreviviera en las condiciones tan

adversas del estdmago.

Entre 1950 y 1960, Susumu Ito realiz6 estudios anatdmicos por microscopia electronica de las
células gastricas mediante los cuales describi6 la presencia de “espirilos” en sus muestras. Para el
afio de 1967 publico una fotografia de uno de estos organismos con morfologia caracteristica de

Helicobacter pylori.

A mediados de la década de los 70s, Steer y Colin-Jones estudiaron la relacion entre la presencia
de este microorganismo y la inflamacion durante una terapia de curacion de tlceras gastricas con
carbenoxolona, observaron curacion de las ulceras, pero sin disminucion del grado de inflamacion
de la mucosa gastrica y aunque encontraron que el 80% de sus muestras fueron positivas para esta

bacteria no pudieron cultivarla.

Para la década de los 80s, ya se comenzaba a reconocer la relacion entre la presencia de este
microorganismo con la presencia de ureasa, gastritis epidémica y ulcera péptica; sin embargo,
aunque muchos investigadores trataron de explicar los hallazgos que relacionaban dicha bacteria
con la enfermedad ulcero péptica, no fue hasta el afio de 1982, cuando la bacteria pudo ser aislada

[1,2].



Desde el afio de 1979, Warren habia observado la presencia de microorganismos espirales en la
mucosa gastrica de pacientes y habia documentado la inflamacién asociada a ella; En 1981, Warren
y Marshall disefiaron un estudio que les permiti6 evaluar la asociacion existente entre la presencia
de esta bacteria espiral y diferentes patologias géstricas a partir de biopsias humanas. En 1982
estos investigadores australianos lograron por primera vez el aislamiento de este microorganismo
utilizando medios de cultivo similares a aquellos usados para el aislamiento de Campylobacter sp.
en condiciones de anaerobiosis. Warren y Marshall reportaron que mas del 65% (n=100) de los
pacientes estudiados fueron positivos para la bacteria y que ademads la mayor parte de ellos tenia

gastritis [1-3].

En 1985 esta bacteria fue nombrada Campylobacter pyloridis, posteriormente, corregido a C.
pylori en 1987. Dicho microorganismo inicialmente fue incluido en este género debido a las
similitudes en cuanto a morfologia, condiciones de crecimiento, metabolismo y contenido de G+C
en su genoma con las especies pertenecientes al mismo; sin embargo, posteriormente se
encontraron grandes diferencias entre los microorganismos del género Campylobacter y esta
bacteria, tales como: la presencia de multiples flagelos polares, diferencias en contenido de acidos
grasos y diferencias en la secuencia del RNA ribosomal 16S, por las cuales, se cred el género

Helicobacter y este microorganismo fue nombrado como Helicobacter pylori [1, 2].

1.2. Caracteristicas Microbiologicas

El género Helicobacter abarca mas de 20 especies y forma parte de la familia
Campylobacteriaceae; esta conformado por bacterias Gram negativas no esporuladas, de
morfologia espiral o helicoidal cuyas dimensiones son de 0.3 a 1.0 um de diametro por 1.5 a 10
um de largo. Las bacterias de este género son moéviles y presentan movimientos rapidos tipo

tirabuzon y movimientos lentos debido a la presencia de flagelos en uno o ambos polos.

Las especies de este género son microaerofilicos y su desarrollo optimo se presenta a 37°C. Se

desarrolla en una gran variedad de bases de agar nutritivo suplementadas con sangre o suero. Son
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microorganismos quimioorganétrofo. No fermentan ni oxidan sacarosa. De las diferentes especies

que comprenden este género, la de mayor importancia clinica en el humano es H. pylori [4].

H. pylori es una bacteria en forma de “S” con 1 a 3 ondas o vueltas, que mide 0.5 x 5 um y tiene
de 5 a 7 flagelos en uno de sus polos. En cultivos de 3 a 5 dias la bacteria, al microscopio, se
observa de forma pleomorfica, bacilos curvos irregulares y en forma de U; sin embargo, en cultivos
viejos se observan Uinicamente formas cocoides de la bacteria que son pobremente tefiidas con la
tincion de Gram. En cuanto a su organizacidn interna presenta la tipica estructura de pared celular
de bacterias gramnegativas, aunque la composicion del peptidoglicano de H. pylori es menos

compleja que la del resto de las bacterias gramnegativas [4].

Los cultivos primarios de H. pylori de forma general tienen menos resistencia al oxigeno que los
subcultivos, con un desarrollo méximo de 3 a 7% de O:. Diferentes métodos estandarizados para
el cultivo de este microorganismo, utilizan atmdsferas que contienen 2 a 5% de O2, 5 a 10% de
CO2y 0 a 10% de Hz. Subcultivos de H. pylori se adaptan rapidamente a condiciones anaerobias.

El tiempo de desarrollo generalmente va de 48 a 72 hrs a 37° C [4].

H. pylori se desarrolla en diferentes medios s6lidos suplementados con sangre o con derivados de
ella. En diferentes estudios fueron utilizados como bases el agar Brucella y el agar Columbia
suplementados con 7 a 10% de sangre de caballo o carnero, aunque se observo un mejor desarrollo
con sangre de caballo. Generalmente, H. pylori no se desarrolla en medios con antibidticos y lo

hace muy lentamente en medios liquidos con la formacion de una gran cantidad de formas cocoides

[4].

H. pylori forma colonias pequefias de 0.5 a 2 mm, translicidas a amarillentas en medios
suplementados con 7% de sangre de caballo y colonias transliicidas a grisiceas de 0.5 a Imm en

gelosa sangre.
Como pruebas base para la identificacion de H. pylori, ademas de las caracteristicas microscopicas

y la morfologia colonial, se tienen las pruebas de ureasa, oxidasa y catalasa a las cuales es positivo.

De forma adicional a estas pruebas fenotipicas del microorganismo, en la actualidad se cuenta con
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diferentes técnicas para la diferenciacion de las especies pertenecientes al género Helicobacter
tales como hibridacion DNA-DNA, analisis de acidos grasos y proteinas, proporcion G+C en el

genoma y secuencia de la subunidad menor del rRNA entre otras [4].

1.3. Epidemiologia

Actualmente, se estima que cerca del 50% de la poblacion mundial esta infectada por H. pylori.
Aunque la infeccion por este microorganismo se presenta a nivel mundial, existen diferencias
significativas en cuanto a la prevalencia de infeccion en los distintos paises y entre grupos
poblacionales de un mismo pais. De forma general, se estima la prevalencia de H. pylori en paises
desarrollados va de un 20 a un 50%, mientras que en paises en desarrollo es de hasta de un 80%
[5-9]. La infeccion por este microorganismo se adquiere en la infancia principalmente en el seno
familiar. H. pylori fue identificada como el principal agente causal de gastritis cronica activa de la
cual derivan diferentes patologias de mayor gravedad que fueron asociadas a la infeccion por este
microorganismo [5]. En 1998 Torres y colaboradores reportaron un estudio de seroprevalencia en
Meéxico; encontraron que en niflos menores de 1 afo la seropositividad fue del 20%, a la edad de
10 afos esta se incremento alrededor del 50% y al cumplir los 20 afos cerca de 70% de la poblacion

tenia anticuerpos contra H. pylori [6].

1.4. Patogénesis

Existe controversia sobre la forma en que se transmite este microorganismo; sin embargo, se
considera que la transmision ocurre de persona a persona. Los resultados publicados sugieren que
las vias de transmision son: fecal-oral, oral-oral y gastro-oral, sin embargo, existen trabajos que
reportan la deteccion de H. pylori en muestras de agua lo que sugiere que especialmente en paises

en desarrollo este es un vehiculo importante de transmision [5-7].

H. pylori es una bacteria cuyo 6rgano blanco es el estomago humano. Después de la ingestion del

microorganismo existe un periodo de proliferacion bacteriana intensa, asi como un proceso
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inflamatorio de la mucosa gastrica, en esta etapa se presentan sintomas transitorios debidos al
proceso de gastritis aguda. Junto con el cuadro de gastritis se presenta hipoclorhidria que se
prolonga durante meses, esto fue observado en nifios y en modelos animales, asi como, una
proliferacion bacteriana maxima. Posteriormente, la respuesta inflamatoria aguda debida a la
infeccion es reducida a un nivel estable, pasando de un cuadro de gastritis aguda a gastritis cronica,
durante la cual el huésped induce una respuesta inmune humoral que resulta ineficiente para la
eliminacion de la bacteria. En esta etapa se restaura el pH normal del estdbmago y el huésped se

vuelve asintomatico [5-7].

Debido a la persistencia de H. pylori en el estbmago, un 15 a 20% de los individuos infectados
desarrollan tulcera péptica y otro pequefio porcentaje puede desarrollar linfoma tipo MALT. Sin
embargo, en algunos de los huéspedes existe un progreso gradual de la respuesta inflamatoria que
afecta las glandulas gastricas provocando atrofia de las mismas; dicha progresion requiere de 30 a
40 afios en promedio y tiene gran importancia ya que a partir de esta atrofia se desencadena un
proceso que lleve a metaplasia intestinal, displasia y en ultima instancia al desarrollo de

adenocarcinoma gastrico en < 1% de los sujetos infectados por H. pylori (Figura 1) [7, 8].

Infeccién H. pylori

Semanas-Meses

Gastritis Superficial

Crénica
Afos-Décadas
Enfermedad ulcero Gastritis Superficial Enfermedad Gastritis Cronica
péptica Cronica Linfoproliferativa Atréfica

Adenocarcinoma
Gastrico

Figura 1. Historia natural de la infeccion por H. pylori [Adaptada de Ref. 8].
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Los factores que determinan el resultado clinico de la infeccion por H. pylori fueron estudiados y
se reportd una alta variabilidad que depende tanto de factores de la bacteria como del huésped; sin
embargo, existe una fuerte correlacion entre el patron y la localizacion de la gastritis y el riesgo
para el desarrollo del cuadro clinico, por ejemplo, ulcera géstrica o duodenal, gastritis atréfica,
carcinoma o linfoma tipo MALT. Si la gastritis cronica es predominantemente antral se tiene un
mayor riesgo de desarrollar ulcera duodenal; que, si se trata de una pangastritis cronica, la mayoria
de los pacientes permanecen asintomaticos durante el resto de su vida; y solo un pequefio
porcentaje tiene el riesgo de desarrollar linfoma tipo MALT. En el caso en que el huésped
desarrolle gastritis atrofica predominantemente en cuerpo se incrementa el riesgo de desarrollar
cancer gastrico siguiendo la serie de metaplasia intestinal, displasia y cancer gastrico, también se

sabe que este riesgo es mayor conforme la edad se incrementa (Figura 2) [8, 10-13].

Figura 2. Historia Natural de la infeccion por H. pylori [Adaptado de Ref. 10].
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1.4.1. Persistencia de H. pylori (factores de virulencia)

H. pylori es un microorganismo perfectamente adaptado a su nicho y tiene la capacidad de persistir
en el estbmago humano manteniendo una alta concentracion bacteriana (108 UFC/g tejido) durante
décadas. Este grado de adaptacion esta determinado por una serie de factores tanto de la bacteria
como del huésped; entre los factores bacterianos se encuentran la motilidad, capacidad de adherirse
a las células epiteliales gastricas y mecanismos de evasion o modulacion de la respuesta inmune
del huésped, principalmente [5, 7, 8, 10]. Estos factores que le permiten al microorganismo
colonizar y persistir en la mucosa gastrica fueron denominados factores de virulencia y los mejor

caracterizados se describen a continuacion y se ilustran en la Figura 3 [8, 13].

a)  Ureasa

La enzima ureasa es un dodecamero formado por seis subunidades de UreA (26.5 kDa) y seis
subunidades de UreB (60.3 kDa). La sintesis de esta proteina por la bacteria varia dependiendo de
las condiciones de su ambiente y llega a representar hasta el 10% de su contenido de proteina total.
La bacteria capta urea a través de un canal de protones, su hidrolisis genera amonio que tiene un
efecto amortiguador del pH del citoplasma y periplasma bacteriano generando una capa protectora
alrededor de la bacteria. El papel de la ureasa como factor de virulencia radica en el hecho de que
cepas mutantes incapaces de producir esta enzima carecen de habilidad para colonizar el nicho

gastrico [8, 13, 14].

b)  Motilidad

Aunque H. pylori sobrevive en condiciones acidas no es un microorganismo acidofilo por lo que
requiere abandonar el lumen géstrico y transportarse hasta la proximidad de las células del epitelio
donde el pH es cercano a la neutralidad. H. pylori presenta de 5 a 7 flagelos en uno de sus polos,
mediante el movimiento tipo sacacorchos impulsado por la actividad de los flagelos, la bacteria
atraviesa la capa de moco guiada por factores quimiotacticos como urea y sales [10, 14, 15]. Las
bacterias mutantes en la sintesis flagelar son incapaces de colonizar el nicho gastrico. Biopsias
gastricas humanas infectadas por la bacteria muestran a H. pylori adherido a las células epiteliales,
asi como en la proximidad de las éstas, especificamente en la capa mucosa mas cercana al apice
de las células; manteniendo esta localizacion, la bacteria se encuentra protegida de su eliminacion

por la peristalsis y recambio constante de moco [10, 14, 15].
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c¢)  Adherencia

Aunque la mayoria de los organismos de H. pylori se encuentran libres en la capa de moco que
recubre las células epiteliales del estobmago, algunos son capaces de adherirse a las células del
epitelio. H. pylori produce una familia de 32 proteinas conocida como Hop en la cual se agrupan
una serie de factores de adherencia, entre los cuales el mas estudiado a la fecha es BabA. Se sabe
que esta es una proteina que se encuentra en la superficie de la bacteria y que tiene la capacidad
de unirse a los antigenos de Lewis B localizados en la superficie de las células epiteliales gastricas.
Las cepas capaces de sintetizar dicha adhesina se asocian con un fenotipo mas agresivo y un mayor
riesgo de causar gastritis y atrofia géstrica en modelo murino. Otra proteina de la bacteria, HpaA,
se une a glicoconjugados con acido sialico. En el genoma de H. pylori el gen HP0492 codifica una
proteina muy similar a HpaA por lo que tal vez tenga una funcion relacionada. Adicionalmente,
otras proteinas y glicolipidos de la bacteria que promueven la adhesion de H. pylori a las células
epiteliales gastricas fueron reportadas. La adhesion de la bacteria a las células es esencial para la
colonizacion. El papel de cada una de las moléculas que participan en la adhesion es dificil de
conocer de forma independiente, sin embargo, por estudios de microscopia electronica se observo
que al momento de la adhesion participan simultdneamente una gran cantidad de moléculas, por
lo que se podria pensar que, aunque la mayoria de estas interacciones son enlaces débiles, el hecho
de que existan en gran cantidad favorece la estabilidad de la adherencia [10, 14, 16]. El estudio de
las mutantes en genes unicos de adherencia no permite evaluar la contribucion de cada elemento

debido a las otras multiples proteinas que participan en la adherencia.

d) Citotoxina vacuolizante (VacA)

La citotoxina vacuolizante VacA es una proteina de 95 kDa producida por H. pylori induce la
formacion de vacuolas en las células epiteliales y su posterior lisis. Es un antigeno
inmunodominante e importante factor de virulencia para la bacteria. La secrecion de la toxina se
lleva a cabo en dos etapas, en la primera, una péptida sefial de 37 aminoacidos en el extremo amino
dirige el paso del citoplasma al periplasma, posteriormente, un autotransportador de 45 kDa (en el
extremo carboxilo) exporta la toxina a través de la membrana externa. Parte de VacA es liberada
al medio extracelular, sin embargo, del 40 al 60% de la toxina permanece anclada a la membrana
externa. Una vez liberada la toxina se inserta en la membrana de las células epiteliales formando

un canal 16nico; posteriormente, se forma una vacuola 4cida en el interior de la célula y estos
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cambios generan rearreglos en el citoesqueleto e interferencia en las vias endosoma/lisosoma
normal en la célula. La vacuolizacion inducida por VacA tiene diferentes efectos en la fisiologia
celular contribuyendo a la patogénesis de H. pylori. Aunque el gen que codifica para esta citotoxina
se encuentra en la mayoria de las cepas, solo se expresa en la mitad de ellas; esto esta determinado
por variaciones en dos regiones del gen vacA nombradas como region media y secuencia sefial.
Ademas de la formacion de vacuolas, esta citotoxina provoca diferentes eventos tales como la
inhibicion de la activacion de linfocitos T y la estimulacion de la polimerizacion de filamentos de

actina alterando la estructura del citoesqueleto de la célula epitelial [10, 14, 17].

e) Isla de patogenicidad cag (PAI-cag)

Es una region del DNA de H. pylori que abarca una longitud aproximada de 40 kb y codifica 31
genes. Esta isla de patogenicidad confiere principalmente dos propiedades a la bacteria, incrementa
su probabilidad de transmision y la transformacién de lo que podria ser un microorganismo
comensal a una bacteria potencialmente patdogena. El papel de PAI-cag en la patogenicidad de la
bacteria se estudid en gerbos en los cuales las cepas cag (-) causaron solo inflamacién moderada
mientras que las cepas cag (+) causaron patologias de mayor gravedad como inflamacion severa,
ulceras gastricas y tumores.

Esta region codifica para proteinas que componen un sistema de secrecion tipo IV requerido para
la translocacion de la proteina CagA (codificada por el gen cagA localizado en la PAI-cag) al
interior de la célula huésped. Dentro de la célula, CagA es fosforilada y de esta forma tiene la
capacidad de afectar diferentes vias de sefializacion de la célula y con ello modificar funciones

tales como proliferacion, apoptosis, liberacion de citocinas y movilidad celular [10, 14, 18].

1.4.2. H. pyloriy Cancer Gastrico

El cancer gastrico es la segunda causa de muertes relacionadas con cancer a nivel mundial; sin
embargo, la patogénesis de esta enfermedad permanece desconocida, aunque hasta ahora se
sugiere que es un proceso multifactorial y que se presenta en diferentes etapas. Existe una marcada
variabilidad geografica en la prevalencia de este padecimiento siendo el problema mas grave en
Asia, en paises como China y Japon, y en paises industrializados como Estados Unidos se presenta

uno de los indices mas bajos de morbi-mortalidad debido a esta enfermedad [19]. La OMS estima
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que en México el cancer gastrico presenta una incidencia anual del 13.1 en hombres y de 9.5 en
mujeres por cada 100,000 habitantes [9].
En 1965 Lauren propuso la clasificacion del cancer gastrico de acuerdo a sus caracteristicas

histopatoldgicas en dos tipos: intestinal y difuso [7, 20].

En 1994, la agencia internacional de investigacion en cancer (IARC por sus siglas en inglés)
clasifico a H. pylori como agente carcinogenoénico tipo I como consecuencia de la evidencia
epidemiologica obtenida por diferentes trabajos que mostraron una estrecha asociacion entre la

infeccion por este microorganismo y el desarrollo de cancer gastrico [21].
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Figura 3. Interacciones huésped-parasito en la patogénesis de H. pylori [10].

Howson en 1986 y Parsonnet en 1995, mostraron que existia una correlacion entre la disminucion
del nimero de infecciones causadas por H. pylori y el decremento en la morbilidad y mortalidad
debida al adenocarcinoma gastrico en paises industrializados. Por otro lado, Nomura y Parsonnet
en 1991, en estudios independientes de casos y controles reportaron que existia una asociacion
positiva entre la seropositividad a H. pylori y el desarrollo de adenocarcinoma gastrico

incrementandose en 2.1 a 17.6 veces el riesgo de desarrollar dicho padecimiento en comparacion
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con los sujetos seronegativos [7, 20]. Ekstrom en el 2001, reporté que mas del 80% de los pacientes
con cancer gastrico estaban infectados por H. pylori o tenian antecedentes de una infeccion pasada

8, 20].

Estudios en modelos animales, especialmente en el modelo de gerbo, mostraron que la infeccion
prolongada por H. pylori tiene la capacidad de provocar el desarrollo de cancer gastrico en

presencia y en ausencia de otro tipo de carcindgenos [20].

Aunque existe una clara asociacion epidemiologica entre la infeccion por H. pylori y el desarrollo
de cancer gastrico, ain no se conoce el mecanismo de patogenicidad implicado en dicho evento.
Sin embargo, el desarrollo del cdncer gastrico es un proceso multifactorial y que depende tanto de
los factores de la bacteria como los del huésped, ademas de las condiciones ambientales. Se
propone que H. pylori podria contribuir o ser agente causal del proceso neoplasico mediante dos
mecanismos; ya sea que la bacteria tenga la capacidad de sintetizar o de modificar compuestos que
adquieran capacidad carcinogénica o bien que la bacteria no posea un efecto carcinogénico per se,
pero la infeccion por ella produce un cuadro de inflamacion crénica que eventualmente lleva a

atrofia gastrica y metaplasia intestinal como lesiones precursoras del cancer gastrico [20].

Candidatos propuestos para la induccion de cancer incluyen factores propios de la bacteria como
son sus factores de virulencia, componentes de la respuesta inmune del huésped, factores de la
dieta, respuestas hormonales y disminucion de la secrecion de acido debido a la sobrepoblacion
bacteriana. En realidad, se sugiere que todos estos factores interactiian para alterar las vias de
sefnalizacion del huésped; en especial, el equilibrio entre las vias de apoptosis y/o proliferacion
celular promoviendo la adquisicion y mantenimiento de mutaciones genéticas que llevan al

desarrollo neoplasico [10, 20].

1.4.3. Patogénesis Molecular de H. pylori en Cancer Gastrico
El mecanismo de patogenicidad de H. pylori en el desarrollo y/o progresion del cancer gastrico es
ampliamente estudiado. Los efectos de la infeccion por H. pylori son diversos, abarcando un

amplio espectro de posibles consecuencias; entre €stos se encuentran los efectos del proceso
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inflamatorio resultante de la infeccion, efectos toxicos sobre las células del epitelio gastrico
debidos a la bacteria o productos de ella, alteracion en el balance apoptosis/proliferacion celular,
modificaciones en las vias de transduccion de sefiales y expresion génica en las células huésped,
incremento del estrés oxidativo ante la infeccion por H. pylori, alteraciones en los mecanismos de
reparacion del DNA y alteraciones en moléculas de adhesion celular en las células del epitelio
principalmente. Muchos de estos mecanismos fueron evaluados in vitro e in vivo y se tienen

evidencias de la participacion de la infeccion por H. pylori en cada uno de ellos [20].

Se sabe que la infeccion por H. pylori induce un importante proceso inflamatorio; por la activacion
de las células inflamatorias responsables de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que causan dafio al DNA y por lo tanto la acumulacion de mutaciones, que, junto con la
inactivacion de genes supresores de tumores, desencadenan un proceso de inmortalizacion celular.
Ademas, el proceso inflamatorio desencadena una alteracion del equilibrio apoptosis/proliferacion

celular debido al alto recambio de células epiteliales géstricas [7, 19, 20].

En cuanto al dafo directo por la bacteria o por productos de la misma se describié que VacA tiene
la capacidad de inducir la formacidn de vacuolas en las células epiteliales gastricas y la posterior
destruccion de las mismas; este fendmeno estimula la proliferacion celular para compensar la
pérdida del epitelio y ésta sobre proliferacion provoca la acumulacion de mutaciones en el DNA.
Ademas, en estudios in vitro de la infeccion por H. pylori se observo la afectacion de las células
secretoras de mucina por medio de la fosfolipasa A, y de esta forma debilitar la capa de moco que
recubre el epitelio gastrico con la consecuente exposicion del epitelio a las agresiones del lumen

gastrico [7, 20].

En tejido gastrico normal, la presencia de células apoptoticas es escasa y se presenta
preferentemente a nivel superficial; sin embargo, cuando existe infeccion por H. pylori se detecta
la presencia de numerosas células en apoptosis a lo largo de las glandulas gastricas y ademas
después de la erradicacion del microorganismo existe una disminucion de este nimero de células
en apoptosis. En estudios in vitro se describio que la presencia de cepas CagA+ tienen la capacidad
de incrementar la proliferacion celular cuando se comparan con cepas CagA-. Como resultado del

alto recambio celular debido a la infeccion por H. pylori, la capa de células epiteliales gastricas se
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ve expuesta a una mayor tasa de proliferacion celular que lleva a una acumulaciéon de mutaciones

y consecuentemente al desarrollo de cancer [20].

1.5. Alteraciones genéticas en cancer gastrico

Debido a que el desarrollo de cancer géstrico es un proceso multifactorial y se presenta en etapas,
se propone que una acumulacion de mutaciones lleve al desarrollo de esta patologia. Las
principales alteraciones estudiadas en este tipo de neoplasia se presentan en genes supresores de
tumores, oncogenes, activacion de la telomerasa e inestabilidad cromosdmica y moléculas de

adhesion celular [7, 20].

a)  Genes supresores de tumores

Existe una gran cantidad de agentes que incrementan la frecuencia de transformacion celular;
dichos agentes son nombrados como carcinogénicos. Los agentes carcinogénicos causan cambios
epigenéticos o alteran el genotipo de la célula y existen dos clases de genes en los cuales estas

alteraciones causan transformacion celular: oncogenes y genes supresores de tumores [20].

La pérdida de la actividad de los productos de los genes supresores de tumores es un evento clave
en muchos tipos de cancer humano, incluyendo el carcinoma géstrico y aunque una gran cantidad
de estos genes tales como p53, pRb y APC fueron estudiados, el mecanismo o la via en la que
contribuyen al desarrollo o progresion del cancer géastrico aun se desconoce a detalle.

Uno de los genes supresores de tumores mejor caracterizado en diferentes tipos de cancer humano
es p53; dicho gen codifica para una proteina nuclear que tiene la funcion de unirse al DNA para
funcionar como factor transcripcional de diferentes genes necesarios para inhibir a las cinasas
dependientes de ciclinas e inducir arresto celular en la fase G1 del ciclo celular; responde a
diferentes estimulos de la célula, en especial a condiciones de estrés tales como dafio al DNA,
hipoxia, sefiales hiperproliferativas y ausencia de factores de crecimiento. De tal forma p53 inhibe
la proliferacion celular mediante la induccion de apoptosis, arresto en la fase G1 o inducciéon de
senescencia celular, por lo que mutantes en pS3 podrian relacionarse con una desregulacion del

ciclo celular [20, 22, 23]. Debido a que en mas de la mitad de los canceres en humanos existen
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mutaciones en el gen de p53, se cree que juega un papel muy importante en la prevencion del

desarrollo de cancer [20].

La expresion del gen p53 fue estudiada principalmente por ensayos inmunohistoquimicos y el tipo
de mutaciones que suftre éste en diferentes tipos de cancer gastrico. La pérdida de la funcion de la
proteina p53 se puede deber a diferentes factores tales como la presencia de mutaciones, deleciones
de ambos alelos y polimorfismos genéticos. Sin embargo, los diferentes trabajos enfocados al
estudio de mutaciones o expresion proteica originaron resultados muy variables; en cancer gastrico
las mutaciones en este gen ocurren en el 40 al 70% de los canceres gastricos humanos, pero la
sobreexpresion se presenta en un 17 a 90% de tumores invasivos ya sean de tipo intestinal o difuso
[23]. Esta variabilidad en cuanto al grado de expresion de p53 y sus mutaciones dificultan la
utilidad de este gen supresor de tumores como marcador diagndstico o pronoéstico del cancer

gastrico.

b)  Oncogenes

En un inicio los oncogenes fueron identificados como genes transportados por virus que causan
transformacion de las células blanco. Los principales tipos de oncogenes virales tienen homologos
celulares que estan implicados en funciones normales de la célula los cuales son denominados
como protooncogenes, y en ciertos casos la mutacion o activacion aberrante de los mismos se

asocia con el desarrollo del tumor [24].

Diferentes productos de oncogenes implicados en el desarrollo del cancer gastrico tales como k-

Ras, c-Met, c-erbB-2 y k-Sam y uno de los mejor caracterizados es c-Myc se estudiaron [20].

Los genes de la familia myc son genes reguladores clave en la transcripcion de genes involucrados
en la proliferacion celular, y su desregulacion contribuye a la generacion de diferentes tipos de
tumores humanos. Los controles fisioldgicos que regulan la transcripcion de los genes myc se
encuentran alterados en la mayoria de los canceres humanos, en los cuales los niveles de expresion
del RNAm de myc son elevados [25]. Sin embargo, la desregulacion de la expresion de estos genes
no es suficiente para causar la transformacion celular ya sea en ratones o en humanos lo que

implica que se requieren mutaciones adicionales para la transformacion celular. Myc coopera con
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oncogenes que funcionan por otras vias para dar como resultado la transformacion celular y

tumorigénesis [25].

c-Myc es una fosfoproteina que funciona como factor transcripcional estimulando tanto la
progresion del ciclo celular como la apoptosis. c-Myc juega un papel fundamental en la progresion
normal del ciclo celular, especialmente en la transicion de GO a S. c-Myc puede ejercer su efecto
sobre la progresion del ciclo celular por la activacion de la transcripcion de genes promotores del
ciclo celular tales como cdc25A, cdk4, cdkl, cdk2, E2F, ciclinas D1, D2, E y A, asi como de
reprimir la expresion de genes implicados en el arresto del ciclo celular tales como gasl, p15, p21,

p27 y genes de la familia gadd (gadd45, gadd143) [26-29].

Actualmente, se proponen dos mecanismos mediante los cuales c-Myc tiene la capacidad de

reprimir la transcripcion de genes implicados en arresto celular [26].

1)  Represion dependiente de secuencia iniciadora de la transcripcion (Inr)

La secuencia Inr es una secuencia consenso débil que se encuentra en algunos promotores; c-Myc
forma complejos con la proteina Max y el complejo Myc/Max se une a las regiones Inr impidiendo
la transcripcion mediada por el factor transcripcional Miz-1. (Figura 4). Mediante este mecanismo
c-Myc inhibe la transcripcion de los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKIs) p15 'y

p27 permitiendo de esta manera la progresion del ciclo celular.

2)  Mecanismo Inr independiente

En este tipo de represion no se requieren secuencias Inr en los promotores de los genes blanco, y
se propone que mediante este mecanismo c-Myc impide la transcripcion de los CKI p15 y p21. En
este mecanismo se requieren factores accesorios para la formacion de un complejo proteico
integrado por Smad (2, 3 o 4), el factor transcripcional Spl y c-Myc; este complejo se une al

promotor impidiendo la transcripcion normalmente mediada por Spl. (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de represion transcripcional por c-Myc [26].

En cancer géstrico se detecto la expresion del RNAm de c-myc en el 20 al 50% de los pacientes
con este padecimiento; Sehwan y cols en 1999, evaluaron la expresion de la proteina c-Myc en
tejido proveniente de cancer gastrico encontrando sobreexpresion en el 47.4% de las muestras,
ademas reportaron que la expresion de esta proteina fue mas frecuente en cancer pobremente
diferenciado. En este estudio se asocia la sobreexpresion de c-Myc con incremento en la actividad

proliferativa y pronostico pobre [30].

En el 2001, An Gao Xu y cols., reportaron que la expresion de las proteinas Bcl-2 y c-Myc se
incrementaron de forma progresiva a la gravedad de la patologia desde gastritis activa cronica,
ulcera géstrica y cancer gastrico temprano y progresivo. La expresion de p53 se detectd solamente
en cancer gastrico. La expresion de c-Myc y p53 fue significativamente mayor en cancer gastrico
de tipo intestinal en comparacion con el tipo difuso. En cancer géstrico temprano se detectd un

50% de expresion de c-Myc y en cancer gastrico tardio la expresion fue del 63.3% [31].

La expresion de c-Myc fue relacionada en asociacion a la infeccion por H. pylori en cancer
gastrico, Gui-Fang Yang y cols., reportaron en el afio 2004, que probablemente existen diferencias
entre los mecanismos moleculares que originan el cancer géstrico de tipo intestinal y el tipo difuso;
en este trabajo se encontr6 una fuerte asociacion entre el cancer gastrico de tipo intestinal y la
sobreexpresion de c-Myec, ciclina D1 y Bel-xI a través de la activacion de NF-kB activado por la

infeccion con H. pylori CagA+ [32].
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c¢) Reactivacion de la telomerasa

La telomerasa es una ribonucleoproteina conformada por una subunidad catalitica que actia como
una transcriptasa reversa conocida en el humano como hTERT y una secuencia de RNA (hTR)
que utiliza como templado para la sintesis de las repeticiones teloméricas en los extremos
cromosomicos [33-36]. Los telomeros son estructuras ribonucleoprotéicas que se encuentran en
los extremos de los cromosomas eucariotes y estan formados por repeticiones de hexanucle6tidos
ricos en guanina y en los mamiferos tiene la secuencia TTAGGG. Actualmente, se sabe que la
longitud de los telomeros varia dependiendo de la edad, teniendo una longitud aproximada de 15
kb al nacimiento hasta menos de 5 kb en edad avanzada, en ratones la longitud telomérica es mayor
y se encuentra en un rango de 25 a 40 kb. Existen diferentes proteinas capaces de reconocer estas
repeticiones nucleotidicas para asociarse a los telomeros; dichas proteinas son de gran importancia
para la proteccion de los telomeros. El extremo de los telomeros que abarca 150 a 200 nt de DNA
de cadena sencilla forma una estructura de asa debido a la interaccion con estas diferentes proteinas
y se piensa que esta estructura en especial es la implicada en la proteccion de los extremos

cromosomicos [37, 38].

Los telémeros son estructuras muy importantes en el proceso de proliferacion celular debido a que
mantienen la estabilidad cromosomal y conforme estas estructuras se van acortando la célula va
deteniendo el proceso de division celular para evitar recombinaciones entre cromosomas que
causen dafos o alteraciones en el DNA, en dicho caso la célula entra en senescencia celular [38].
Existen diferentes vias en las que se relacionan los telomeros y proteinas como p53 en los procesos
de senescencia, apoptosis y cancer gastrico. De forma general, se sabe que el acortamiento
progresivo de los teldmeros provoca que se alcance un nivel critico en el cual los telomeros pierden
su funcionalidad en la proteccion de los cromosomas; la célula detecta esta disfuncionalidad como
un dafio al DNA vy por lo tanto se activan mecanismos de control como la expresion de p53 que
induce tres eventos; arresto celular en la fase G1, apoptosis y senescencia celular, aunque ain no
se conocen a detalle los factores determinantes de estos procesos [39]. Cuando los telomeros se
acortan hasta una fase de mortalidad 1 (M1), las células tendrian que entrar a senescencia celular,
pero en ausencia de los puntos de control como p53 o pRb, la célula evita o evade la senescencia
y continda su replicacion hasta llegar a un punto critico en el que se presenta la fusion de

cromosomas por los extremos desprotegidos y la generacion de cromosomas dicéntricos o
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mutaciones que afecten de forma determinante la funcion celular en la etapa de mortalidad 2 (M2);
si en este punto se reactiva la enzima telomerasa se lleva a la inmortalizacion celular como

consecuencia del mantenimiento de los teldémeros en cada division celular (Figura 5) [38, 39].
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Figura 5. La expresion de hTERT resulta en la inmortalizacion de células humanas [38].

Diferentes estudios mostraron que la telomerasa se encuentra inactiva en la mayoria de las células
somaticas adultas, sin embargo, se detecta cierta actividad en células pertenecientes a tejidos que
sufren alto recambio o en células de lineas germinales. Es de gran importancia mencionar que la
deteccion de actividad de telomerasa es del 80 al 100% de tejidos provenientes de diferentes tipos

de canceres [40].

En céncer gastrico se realizaron diferentes estudios para determinar la actividad y/o expresion de
telomerasa; Hiyama y cols., En 1998, evaluaron la expresion in situ de hTR y expresion de
telomerasa en cancer gastrico y lesiones precancerosas y encontraron que la expresion de hTR se
incrementa en etapas tempranas de la carcinogénesis; sin embargo, no encontraron correlacion
entre la expresion de hTR y la actividad de telomerasa; en este estudio se reporta un 87% de
positividad en la actividad de telomerasa [41]. Por su parte, Yasui y cols., en el mismo afio

evaluaron la expresion de hTR y RNAm de htert ademas de determinar la actividad de la enzima
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en carcinomas gastricos humanos. Reportaron 90% de positividad a la expresion de hTERT y la
actividad de telomerasa encontrando una correlacion del 100% entre estos dos pardmetros; sin
embargo, encontraron 75% de positividad a la expresion de hTR por lo que concluyen que la
expresion del RNAm de hTERT es un parametro que correlaciona directamente con la actividad
de telomerasa y sugieren este pardmetro como posible herramienta diagnostica [42].

Estudios similares, reportan entre un 85 y 90% de positividad de telomerasa en cancer géstrico lo
que sugiere su utilidad como posible herramienta diagnostica o pronostica para cancer gastrico

[43, 44].

Diferentes estudios trataron de asociar la actividad de telomerasa con la infeccion por H. pylori
para el desarrollo de cancer gastrico; Kameshima y cols., en 2000, estudiaron dicha asociacion en
tejido canceroso y mucosa normal; encontraron que la actividad de telomerasa fue mayor en
metaplasia intestinal de pacientes H. pylori+ en comparacion con H. pylori- y sugieren que la
infeccion por H. pylori influencia en la actividad de la telomerasa en tejidos gastricos con cancer
y no cancerosos [45]. En el mismo afio, Kwon y cols., evaltian la sobreexpresion de hTR en
biopsias provenientes de mucosa gastrica infectada por H. pylori, encuentran que la sobreexpresion
de hTR se incrementaba de forma paralela al grado de infeccion por este microorganismo
sugiriendo la participacion del mismo en la expresion del RNA de la telomerasa en eventos

tempranos que pudieran llevar al desarrollo de cancer gastrico [46].

Por su parte, Chung y cols., en 2002, evaluaron la posible relacion entre la infeccion por H. pylori
y la expresion de telomerasa en muestras provenientes de tejido con metaplasia intestinal y los
efectos de la erradicacion del microorganismo, 79.1% de los pacientes fueron H. pylori+, la
expresion de telomerasa se encontrd en 18.6% de los pacientes; posterior a la erradicacion del
microorganismo se observo recuperacion tisular en el grado de la metaplasia intestinal y la
expresion de telomesasa disminuyo significativamente; estos resultados sugieren la asociacion
entre la expresion de telomerasa y la infeccion por H. pylori en tejido con metaplasia intestinal

[47].

Shao y cols., en 2003, estudiaron la relacion existente entre la expresion del RNAm de htert, la

actividad de telomerasa y los reguladores del ciclo celular y su posible significancia clinica en
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cancer gastrico, encontrando una correlacion entre la actividad de telomerasa, la expresion de
RNAm de htert y la expresion de p53; sin embargo, con estos marcadores no fue posible encontrar
una asociacion con otros parametros clinico patologicos [48]. Zhang y cols., en 2004, evaluan el
incremento de la actividad de telomerasa y la expresion de C-myc en biopsias provenientes de tejido
gastrico con metaplasia intestinal y cancer gastrico de forma asociada a la infeccion por H. pylori;
reportaron que tanto la expresion de telomerasa como la de c-myc fue significativamente mayor
en metaplasia intestinal de sujetos H. pylori + en comparacion con los controles no infectados; sus
resultados sugieren un incremento coordinado en la actividad de telomerasa y la expresion de c-

myc en cancer gastrico y metaplasia intestinal en la infeccion por H. pylori [49].

d)  Regulacion de la expresion de Telomerasa

El estudio de los mecanismos que regulan la expresion y actividad de la telomerasa puede
contribuir a factores diagnosticos, pronodsticos o con utilidad para el tratamiento en cancer géstrico;
con el objetivo de mejorar los conocimientos a este respecto se estudiaron los mecanismos
involucrados en la modulaciéon epigenética en la actividad de la telomerasa. El control
transcripcional del gen que codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa es clave en la
regulacion de la actividad de esta enzima y analizando la secuencia reguladora en el extremo 5 de
este gen muestra que tiene diferentes sitios de union para factores transcripcionales, entre los que

se encuentran c-Myc y Sp1 [50].

El analisis del gen htert muestra 29 secuencias correspondientes a cajas E (E boxes) en el promotor

y 9 en el intron 2; dichas secuencias podrian ser blanco de la unién de c-Mye [51].

En células humanas normales c-Myc induce la actividad de telomerasa en niveles similares a los
observados en lineas celulares tumorales por lo que se sugiere que una alteracion en la expresion

de c-Myc podria contribuir a la actividad de telomerasa en células tumorales [51].
De igual manera al caso de c-Myc se determind que en la region 5” del gen de htert existen cinco

sitios de union al factor trascripcional Spl en los cuales podria funcionar como activador de la

expresion de este gen [50].
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El factor transcripcional Spl es el representante de una familia de factores transcripcionales que
reconocen secuencias ricas en GC en las regiones promotoras de una gran cantidad de genes [52],

entre los cuales se encuentra el CKI p21 [53].

Recientemente, se ha propuesto que otro punto de control del ciclo celular en el paso de G2 a M
mediado por p53 requiere de la presencia de Spl para reprimir la transcripcion de ciclina B1 [54].
Estos hallazgos sugieren que la funcion activadora del factor transcripcional Spl pudiera verse
modificada de forma opuesta como respuesta a diferentes estimulos para provocar la represion

transcripcional de diferentes genes.

Diferentes trabajos estudiaron la asociacion de este factor transcripcional con el desarrollo de
cancer gastrico; Zhang y cols., en un estudio del 2005, muestra un 53.9% de positividad a Sp1 en
cancer gastrico en comparacion con 12.5% de mucosa normal, reportando, ademas, que el grado
de expresion de esta proteina se correlacion6 de forma inversa con el tiempo de supervivencia de
los pacientes. También se demostrd que Spl afecta la biologia del cdncer gastrico induciendo la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG) en muestras de cancer gastrico en

las cuales se mostr6 una correlacion entre la expresion de VEFG y Sp1 [55].
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2. Justificacion

Diversos estudios evaluaron diferentes marcadores moleculares de forma individual para
determinar la asociacion de H. pylori y cancer gastrico; sin embargo, estos no demostraron ser de
gran utilidad como herramientas diagndsticas y/o prondsticas; por lo que en el presente estudio
proponemos el uso de marcadores en forma conjunta tales como: expresion de telomerasa, c-myc

y sp1; los cuales podrian ser de mayor utilidad para este fin.
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3. Hipotesis

e La expresion de c-myc, spl y htert en tejido gastrico se incrementara de acuerdo al
incremento de la carga bacteriana.
e Laexpresion de c-myc, spl y htert en tejido gastrico sera mayor en sujetos con cancer

gastrico con respecto a patologias precursoras.

4. Objetivo General

Determinar la expresion de htert, spl y c-myc en biopsias gastricas de pacientes con cancer

gastrico, ulcera péptica y gastritis infectados con Helicobacter pylori.

S. Objetivos particulares

e Determinar la presencia de Helicobacter pylori en biopsias de pacientes con cancer gastrico,
ulcera péptica y gastritis por PCR tiempo real.

e Determinar la expresion de htert, spl y c-myc en biopsias de pacientes con cancer gastrico,
ulcera péptica y gastritis infectados con H. pylori por RT PCR tiempo real.

e Determinar la correlacion de la expresion de htert, spl y c-myc en biopsias de pacientes con

cancer gastrico y la infeccion con H. pylori.
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6. Metodologia

6.1. Iniciadores y sondas TaqMan para la cuantificacion de la expresion de los genes c-myc,

sply htert

Los iniciadores y sondas TagMan para la cuantificacion de la expresion de los genes c-myc, spl y
htert fueron obtenidos de Applied Biosystems (Gene TagMan Expresion Assays) correspondientes
a los nimeros de identificacion Hs00905030 ml1, Hs00916518 ml y Hs99999022 ml,
respectivamente. El control endégeno utilizado fue el gen ribosomal 18S (Applied Biosystems,

Human RPLP TagMan Endogenous Control, 4333761F).

6.2. Iniciadores y sondas Tagman para la cuantificacién de H. pylori

Los iniciadores y sondas TagMan para la cuantificacion de H. pylori fueron disefiados para
amplificar una region de 102 pb del gen ureB, las secuencias sintetizadas fueron las siguientes:
Forward: 5'- TGCCACCACTTGGATAAAAGC-3".
Reverse: 5'- TCCCCATGTCATGCAAAGTGT-3".
Sonda TagMan: 5'-TGATTCAAGGATCCGCC-3".

De igual forma se disefiaron iniciadores y sonda para amplificar una region de 129 pb del gen flaA.
Forward: 5'-CTCGTAAAGCGATTCAATCTGACAT-3".
Reverse: 5'-GCCCCTACTTGGAATTCTTTGTT-3".
Sonda TagMan: 5"-TTCGTTTGATTCAAGGTTT-3".

El disefio de estas secuencias se realizdé con el programa Primer Express v 2.0. Las sondas se
marcaron con 5-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo 5” y una molécula no fluorescente en el
extremo 3" (Non fluorescent quencher NFQ) (Applied Biosystems, Custom Tagman Assays). Para
la cuantificacion de H. pylori en las biopsias gastricas se utilizaron los iniciadores para ureB debido

a la sensibilidad incrementada con respecto a los disefiados para flaA.
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6.3. Cepas bacterianas y lineas celulares

La cepa de H. pylori 26695 (ATCC 700392) se utiliz6 y fue cultivada en medio Haemophilus Test
Medium (HTM), suplementado con 8% de suero de caballo, durante 48 hrs en condiciones de
microaerofilia (5% 02, 10% COz2), posteriormente, la cepa fue cosechada en solucion
amortiguadora Tris-HC1 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM (TE) y almacenada a -20°C para posterior
extraccion de DNA.

Para la determinacion de especificidad de los iniciadores y sonda TagMan disefiados para la
deteccion de H. pylori, se utilizaron las siguientes cepas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Proteus mirabilis (aislamiento clinico, HIM 68),
Pseudomonas aeruginosa (aislamiento clinico), Enterobacter cloacae (aislamiento clinico,
HIMS), Citrobacter freundii (aislamiento clinico, INER 74), Klebsiella oxytoca (ATCC 700324),
Klebsiella pneumoniae (aislamiento clinico, HIM65), Proteus vulgaris (aislamiento clinico,
HIM255), Enterobacter cloacae (aislamiento clinico, HIMS5), Campylobacter jejuni (aislamiento
clinico). Las cepas correspondientes a aislamientos clinicos fueron identificadas bioquimicamente
utilizando el equipo semiautomatizado MicroScan (Dade Behring). Las cepas fueron cultivadas en
gelosa sangre de carnero (GSC) a 37°C durante 24 hrs, posteriormente, se cosecharon en solucion

amortiguadora TE y se almacenaron a -20°C para su posterior extraccion de DNA.

La linea celular de adenocarcinoma gastrico AGS (ATCC CRL-1739) fue cultivada en medio
RPMI 1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) a 37°C hasta un 80% de
confluencia y posteriormente la monocapa fue empleada para la obtencion de RNA total con el

reactivo TRIzol de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

6.4. Extraccion de RNA y DNA a partir de biopsias gastricas humanas

La extraccion simultdinea de RNA y DNA se realizd con el reactivo TRIzol conforme las

instrucciones del fabricante con minimas modificaciones. Las biopsias fueron homogeneizadas en

I mL de TRIzol utilizando un mortero de vidrio, las incubaciones se realizaron a 4°C y la

precipitacion del RNA se realiz6 con 1 volimen de isopropanol (SIGMA), 1/10 de volumen de
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acetato de sodio 3M y 1 pug/mL de glicogeno durante 20 minutos a -20°C, posteriormente, se
realiz6 un proceso de purificacion al RNA obtenido utilizando el kit Total RNA Safe kit (BIO 101)
siguiendo las instrucciones del fabricante con pequefias modificaciones, se partio de un volumen
de 20 pL del RNA total extraido con Trizol, se agregaron 400 puL de la solucion 1 y 100 uL de la
solucion 2, se mezcld por inversion y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente, se recuperaron aproximadamente 450 uL del sobrenadante y se precipité el RNA con
un volumen de isopropanol durante 2 min a temperatura ambiente, se centrifugd durante 5 min a
14,000 rpm para recuperar el boton de RNA y se resuspendio en 100 pL de la solucion 3 incubando
5 min a TA, posteriomente, se resuspendio la matriz de la suspension 4 agitando en cortex y se
adicionaron 20 pL de la resina a la solucion de RNA, se agit6 en vortex por 10 seg y se centrifugod

para separar la resina, el sobrenadante obtenido se almacen¢ a -20°C.

El DNA de las biopsias se extrajo siguiendo las instrucciones del fabricante (Trizol Invitrogen) sin
modificaciones. Los acidos nucleicos obtenidos fueron cuantificados por espectrofotometria

(Nanodrop 1000, ThermoSpectronic, BioMate) a 260 y 280 nm.

6.5. Extraccion de DNA bacteriano

La extraccion de DNA proveniente de las cepas bacterianas mencionadas se realizd con la técnica
reportada por Cheng, 2006 [56], brevemente, se tomaron 200 uL de las suspensiones bacterianas
y se lavaron en dos ocasiones con TE, se resuspendi6 el paquete celular en 200 pL. de TE, se
agregaron 100 pL de fenol (Sigma) y se mezcld en vortex durante 1 min para favorecer la lisis
bacteriana; posteriormente, se centrifugd el lisado y se recupero el sobrenadante. Se realizé una
extraccion fenol-cloroformo, la fase acuosa se tratd con RNAsa (50 pg) durante 10 min a 37°C, se
elimin6 la enzima con una extraccion con cloroformo y finalmente el DNA se precipitd con 2.5
volumenes de etanol absoluto y 1 décimo de volumen de acetato de amonio 7.5 M durante 2 hrs a
-20°C. E1 DNA se lavo en dos ocasiones con etanol al 70%, se dejo secar a temperatura ambiente
y se resuspendio en 30 pL de agua libre de nucleasas. Se evalud la integridad del DNA obtenido
por electroforesis en agarosa al 1% y se realizo la cuantificacion espectrofotométrica (Nanodrop

1000, ThermoSpetronic, BioMate).
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6.6. Sintesis de DNA complementario (cDNA)

La sintesis de cDNA a partir de RNA total se realizd6 empleando la enzima Superscript 11
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante; brevemente, en un tubo eppendorf estéril
se llevo a cabo la reaccion a un volumen final de 20 uL mediante la adiciéon de 10 pL de agua para
PCR (SIGMA), 1 uL de dNTP’s (Roche) 10 mM, 1 pL de hexanucledtidos (Roche) 10 mM y 1
pL de RNA total (1 pg); dicha mezcla se calentd durante 5 minutos a 65°C y posteriormente, se
colocd en hielo durante 2 minutos, se adicionaron 4 pL del amortiguador de la enzima 5X (250
mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCI; 15 mM MgClz2) y 2 uL de DTT 0.1M, el tubo se incub6 2
minutos a temperatura ambiente (TA) y posteriormente, se adicioné 1 pL de la enzima Superscript
IT (200 U), los componentes fueron incubados durante 10 minutos a TA y posteriormente, durante

50 min a 42°C. La reaccion se detuvo calentando a 70°C durante 15 minutos.

6.7. Controles para la cuantificacion de H. pylori por PCR tiempo real

Para evaluar el nimero de genomas bacterianos presentes en las biopsias géstricas se crearon
controles para la amplificacién, se clonaron los productos de PCR de los fragmentos
correspondientes a flaA (129 pb) y ureB (102 pb) en el vector TOPO TA cloning (Invitrogen)

siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

Las células competentes utilizadas fueron preparadas de forma quimica con el siguiente método,
se inocularon 3 mL de caldo Luria con 100 uL de la suspension de la cepa E. coli DHS5a., se
incubaron las bacterias en agitacion a 37°C durante 18 hrs, pasado este tiempo se tomaron 500 pL.
del cultivo anterior y se inoculdé un matraz con 250 mL de caldo Luria, se incub¢ el cultivo
aproximadamente 2 hrs a 37°C hasta alcanzar una densidad optica (DO) de 0.6 a 600 nm. Una vez
alcanzada esta DO, se realiz6 la cosecha del cultivo y se resuspendio en 11 mL de la solucion RF1
(2.4 g de RbC1, 0.30 g de CaClz, 1.98 g de MnCl, 30 mL de Glicerol y 6 mL de Acetato de potasio
IM a un volumen final de 200 mL), se incub6 la suspension en hielo durante 15 min, pasado este
tiempo se centrifugo, se eliminod el sobrenadante y se resuspendio en 2.6 mL de la solucion RF2

(0.24 g de RbCl, 2.2 g de CaClz, 30 mL de glicerol, 4 mL MOPS 0.5 M y 30 mL de glicerol a un
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volumen final de 200 mL). Las células fueron distribuidas en tubos de microcentrifuga estériles de
1.5 mL en alicuotas de 200 pL y fueron congeladas en nitrégeno y almacenadas a -70°C, hasta su

uso.

Los amplicones se generaron en un PCR de punto final utilizando los iniciadores forward y reverse
disenados para los genes ureB y flaA de Helicobacter pylori y utilizando como DNA templado el
proveniente de la cepa tipo de H. pylori 26695. Para la clonacion se prepar6 una reaccion con 2
puL del vector y 4 pL del producto de PCR, incubando durante 5 min a TA. Para la transformacion
se utilizaron células competentes de la cepa E. coli DH5a preparadas con cloruro de rubidio como
se menciond anteriormente, se utilizaron 5 pL de la mezcla anterior y 200 uL de las células
competentes, se incub6 la mezcla en hielo durante 30 minutos pasado este tiempo se incubaron las
células a 42°C durante 2 min y nuevamente 5 min en hielo; posteriormente, se agregaron 250 uL
de caldo luria y se incubaron las células durante 1 hr a 37°C en agitacion suave, pasado este tiempo
se transfirieron 100 puL de la suspension bacteriana a una placa de agar luria suplementado con X-
gal (40 pg/mL), IPTG (50 pg/mL) y kanamicina (50 pg/mL), las placas se incubaron toda la noche
a 37°C; pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron 10 colonias blancas y se inocularon en 5
mL de caldo Luria con kanamicina (50 pg/mL), se incubaron durante 24 hrs. a 37°C y finalmente
se confirmo la presencia del inserto en las clonas seleccionadas por PCR de punto final con los
iniciadores especificos para ureB y flaA y electroforesis en agarosa al 2%. Una vez determinada la
presencia del inserto en las cepas, se realizo una extraccion del plasmido y la secuenciacion del
fragmento clonado con los iniciadores M13 forward y reverse. Las cepas transformadas se

almacenaron en caldo luria con 30% de glicerol a -70°C hasta su uso.

6.8. PCR tiempo real para expresion génica

Para determinar la expresion de los genes c-myc, spl y htert se realizo la extraccion del RNA total
de las muestras y la sintesis del cDNA como se menciond anteriormente y se realizd la
amplificaciéon del cDNA con los iniciadores y sonda TagMan especificos para cada gen. La
reaccion se realizo en placas de 384 pozos en el equipo ABI PRISM 7900H (Applied Biosystems)

utilizando el programa SDS v2.2.1. Cada reaccion se realizé en un volumen final de 20 pL y las
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concentraciones finales de los componentes fueron: Universal Master Mix 1X (Applied
Biosystems), iniciadores especificos para cada gen 900 nM, sonda TagMan especifica 250 nM y
cDNA. La amplificacion se realizd con el protocolo universal recomendado por la compaiiia que
comprende desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, alineamiento y extension a 60°C durante un

minuto por 40 ciclos.

Los valores de fluorescencia relativa obtenidos se normalizaron de acuerdo a la referencia pasiva
carboxi-X-rodamina (ROX) y fueron graficados en funcion del numero de ciclo para determinar

el valor de Ct para cada muestra.

Los valores de Ct para cada muestra se interpolaron en una curva patron realizada con cantidades
conocidas de cDNA sintetizado a partir de RNA total de la linea celular AGS para determinar el

valor de la expresion de cada gen en las muestras estudiadas.

Los valores de Ct obtenidos para cada gen fueron normalizados con la expresion del gen 18S RNA

ribosomal para realizar la comparacion entre grupos.

6.9. PCR tiempo real para cuantificacion de H. pylori

Para determinar la cantidad de bacterias presentes en las muestras se realizé la extraccion de DNA
de las biopsias gastricas y se realiz6 la amplificacion del DNA con los iniciadores y sonda TagMan
especificos para el gen ureB de H. pylori. La reaccion se realiz6 en placas de 384 pozos en el
equipo ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems) utilizando el programa SDS 2.2. Cada reaccion se
realizd en un volumen final de 20 pL y las concentraciones finales de los componentes son:
Universal Master Mix 1X (Applied Biosystems), iniciadores especificos 500 nM, sonda TagMan
especifica 250 nM y 500 ng de DNA. La amplificacion se realizé desnaturalizando a 95°C durante
10 min y posteriormente 40 ciclos de 95°C 15 seg, alineamiento y extension a 57°C durante un

minuto.
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Los valores de fluorescencia relativa obtenidos se normalizaron de acuerdo a la referencia pasiva
y fueron graficados en funcion del nimero de ciclo para determinar el valor de Ct para cada
muestra. Los valores de Ct de cada muestra se interpolaron en una curva estandar de DNA

plasmidico conteniendo el producto de PCR del gen ureB equivalente a 10% a 10® copias del mismo.

6.10. Especificidad de iniciadores y sonda TagMan para H. pylori

Para determinar la especificidad de los iniciadores y sondas disefiados para la deteccion y
cuantificacion de H. pylori se realizaron ensayos de especificidad por PCR tiempo real con cepas
bacterianas mencionadas anteriormente. Brevemente, se utilizaron 1 y 10 ng de DNA genémico
de las cepas mencionadas en metodologia (cepas bacterianas y lineas celulares), las condiciones

del PCR fueron las detalladas en el parrafo anterior.

6.11. Biopsias gastricas

Como parte de un estudio multidisciplinario, en estudios de proyectos anteriores se utilizaron
biopsias gastricas de la region cuerpo de sujetos sometidos a endoscopia en quienes se
identificaron lesiones compatibles con cancer gastrico, gastritis y metaplasia intestinal reclutados
en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCSNSZ) del 2001
al 2005 y en el servicio de endoscopia del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) en el afio
2006. El diagnostico endoscdpico se confirmé con el patologico. Las biopsias se almacenaron en
solucion para preservacion de RNA (RNAlater, Ambion) a 4°C hasta su procesamiento en un

tiempo menor a 7 dias.
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7. Resultados

7.1. Analisis In silico

7.1.1. Iniciadores y sondas TagMan expresion de c-myc, spl y htert

La busqueda en diferentes casas comerciales se realizé para solicitar los iniciadores y sondas
TaqMan predisefiados que permitieran de forma especifica llevar a cabo la cuantificacion de la
expresion de los genes c-myc, spl y htert por PCR tiempo real. La casa comercial de Applied
Biosystems [57] tiene disefiados pares de iniciadores y sondas TagMan especificos para el RNAm
de cada uno de estos tres genes. Estos ensayos estan disefiados en las uniones exon-exon para
asegurar la discriminacion entre el RNAm y DNA gendémico, un andlisis para elegir el ensayo que
permitiera cuantificar todos los mensajeros especificos del gen en estudio se realizo.

De forma general, el andlisis realizado para elegir el ensayo adecuado comprendi6 la busqueda de
las secuencias reportadas en el GenBank [58] correspondientes a los mensajeros para c-myc, htert
y sply el posterior alineamiento multiple de estas secuencias utilizando los programas CLUSTAL

W [59] y ALIGN 1.02.

Una vez realizado el alineamiento se localizaron las secuencias correspondientes a las uniones
exon-exon mediante el uso de una herramienta del GenBank (Graph) y se determin6 la unidén que

tuviera el menor polimorfismo en cada gen.

Para descartar falsos negativos debidos al procesamiento alternativo de los mensajeros, se realizd
una busqueda de reportes de variantes de los transcritos debidas a estos cambios por

modificaciones post transcripcionales.

a) c-myc
En el caso del RNAm de c-myc se analizaron 6 secuencias identificadas como V00568,
NM 002467, BC000141, BC000917, BC058901 y K02276 obtenidas en GenBank. El transcrito

consta de 3 exones como se muestra en la imagen obtenida del GenBank Graph (Figura 6).
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Figura 6. Representacion grafica del gen c-myc (linea negra) NT 008046.15 y el RNAm

reportado en el que se muestran las regiones codificantes (rojo) y no codificantes (azul).

Después de realizar el alineamiento multiple de las secuencias anteriores se identificaron las

uniones exon-exon y se evalu6 el polimorfismo en dichas secuencias.
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Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias reportadas para los transcritos del gen c-myc y

localizacion de las uniones exdn-exon (recuadros).
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Como se observa en la Figura 7, las uniones exén-exon (en recuadros) y las secuencias cercanas a
la unidn son idénticas en todas las secuencias reportadas (representadas por puntos) por lo que la

prueba a utilizar podria ser dirigida a cualquiera de las dos uniones exon-exon.

Posteriormente, se evaluo si existia algin reporte de procesamiento alternativo en el caso del
transcrito de C-myc; no se encontrd reporte de “splicing” alternativo para este gen, sin embargo, se
reportan dos isoformas de la proteina correspondientes al uso alternativo de coddn de inicio y se
han nombrado como isoformas Mycl y Myc2; sin embargo, no se reporta diferencia en la
funcionalidad de dichas isoformas [60, 61]. Los ensayos disponibles disefiados por la compaiiia,

especificos para el RNAm de c-myc se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Ensayos comerciales para cuantificar la expresion del gen c-myc por RT PCR.

Localizacion en el Unioén Amplicon
a IDLSREVO 2 cromosoma (NCBI) exon-exon (pb)
Chr. 8 - 128819676 —
1 Hs00153408 ml 128822629 2-3 107
v-myc Chr. 8 - 128817670 —
homologo viral
3 Hs00905027 m1* | mielocitomatosis Chr. 8 - 128817869~ 2-3 84
- . 128820200
(aviar)
Chr. 8 - 128816947-
% -
4 Hs01562521 ml 128818051 1-2 66

* Ensayos diseflados especificamente para la amplificacion de las regiones sin traducir de los extremos 5" o 3’ del
RNAm. En rojo se destaca el ensayo utilizado en este estudio.

Posterior al analisis realizado de los transcritos del gen c-myc, se eligi6 el ensayo niimero 2 en el
que la sonda TagMan es complementaria a la unién de los exones 2 y 3, el producto obtenido es

de 87 pb (se muestra en rojo en la tabla 1).

b) spl

En el caso del gen correspondiente al factor transcripcional Spl se analizaron 7 secuencias del
RNAm reportadas en el GenBank identificadas como: NM 138473, AJ272134, AF252284,
AF255682, BQ072120, BC043224, BC062539 con las cuales se realiz6 el alineamiento multiple.

Este gen consta de 6 exones como se muestra en la Figura 8.
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HT_029419,11

[15917255 ¢ [ 15953536
5} { 5"
WH 1355475, I — I HF Rl 2452
B - codina region B - untranslated resion

Figura 8. Representacion grafica del gen spl (linea negra) NT 029419.11 y el RNAm reportado en

el que se muestran las regiones codificantes (rojo) y no codificantes (azul).

Posteriormente en el alineamiento multiple se localiz6 la posicion de la union exdn-exoOn en las

secuencias mencionadas para evaluar el polimorfismo.

Como se observa en la Figura 9, las regiones correspondientes a las uniones exon-exén son
altamente conservadas, aunque en algunos de los casos no se cuenta con la secuencia completa por
lo que se optaria por elegir sondas dirigidas a la unioén 1-2, 2-3 6 5-6. Debido a que no existen
reportes de variantes de transcritos de Spl debidas a procesamiento alternativo y con los datos
proporcionados por el fabricante que se muestran en la tabla siguiente; se eligi6 el ensayo 3 en el
que la sonda TagMan es complementaria a la secuencia correspondiente a la union de los exones

1 y 2 (se muestra en rojo en la tabla 2).
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........................................................... 2-3 (261)
1740 1750 1760 1770 1780 1790
w w w W W w
TCAAGGCCTGCCGTTOGC TATAGC AAATGCCTCAGETGATCATRGAGC TCAGCTTGGTCT
A SO 3-4 (1774)
1920 1930 1940 1950 1960 1970
* * t= -+ * *
CTACTGTAALGACAGTGAAGGULGGEGCTCGGORGATCCTGGCALLAAGELACAGCATAT
........................................................... 4-5 (1943)

Figura 9. Alineamiento multiple de las secuencias de los transcritos del gen spl y localizacion de

las uniones exon-exon (recuadros).
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Tabla 2. Ensayos comerciales para cuantificar la expresion del gen spl por PCR tiempo real.

f| e |G| L | i | Amn
1 Hs00412720 ml Chr. 1522632385266 - 3-4 62
2 Hs00412721 ml Spl Chr. g%gggfg“ 6- 4-5 79
3 Hs00916518_ml traf;?:é:i;‘iie(’)n Chr. 15226 2%‘8)22246 - 1-2 122
4 Hs00916521 ml Chr. 23632233413" 5-6 72

En rojo se destaca el ensayo utilizado en este estudio.

c) htert

Para el gen de la transcriptasa reversa de la telomerasa humana htert se obtuvieron 9 secuencias
del GenBank identificadas: NM_003219, NM 198255, NM_ 198254, NM 198253, AF015950,
AF018167, AB085628, AB086379, AB086950.

HT_006576,15
41255159 ] 41245252 ]
5%t | 5t
HH_185255.1 —H 1 — Hl HP_957935 isoform 3
WH_ 00521 4.1 —H H—+—+ — H HP_003210  isoform i
WH_1 95254, 1 —H — — HHE HP_957984 isoform ¢
WH_135255.1 —+H H —— — H HWP_337956  isoform 2
B - coding resion B - untranslated region

Figura 10. Representacion grafica del gen htert (linea negra) NT 006576.15 y las variantes del

RNAm reportado en el que se muestran las regiones codificantes (rojo) y no codificantes (azul).

En la Figura 10 se muestra una representacion grafica del gen htert y de las 4 isoformas del
transcrito; sin embargo, existen reportes en los que se han identificado hasta 9 transcritos diferentes
[62-64]. La tnica forma funcional de la proteina corresponde a la variante 1 del transcrito que se
ha reportado en la que se encuentran integros los 16 exones del RNAm [62]; sin embargo, la
diferenciacion de tales variantes no fue de relevancia en patologias tales como adenocarcinoma
gastrico [64], por lo que no consideramos la posibilidad de evaluar la expresion especifica de esta

variante, ademas de que para hacerlo se requeririan multiples pares de iniciadores y sondas.
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Posterior al andlisis y con las diferentes pruebas para la cuantificacion de la expresion de este gen

se decidio utilizar en ensayo # 4 (se muestra en rojo en la tabla 3) dirigido a la unidn de los exones

3 y 4 donde se encuentra la secuencia conservada en todas las variantes de los transcritos descritos

a la fecha. Los diferentes pares de iniciadores disefiados por la casa comercial se enlistan en la

tabla 3.

Tabla 3. Ensayos comerciales para cuantificar la expresion del gen htert por PCR tiempo real.

Localizacion en el Uni6n Amplicon
5 ID Ensayo (o cromosoma (NCBI) exon-exon (pb)
Chr. 5 - 1333273 —
1 Hs00972650 ml 1335739 3-4 57
Chr. 5 - 1332406 —
2 Hs00972651 _ml 1333453 4-5 83
Chr. 5 - 1319579 — 7-8
3 Hs00972656 _ml 1321748 9-10 79
Chr. 5 - 1333273 —
4 Hs99999022 ml 1335739 3-4 94
Chr. 5- 1311713 — 9-10
5 Hs00972644 ml 1313715 1913 85
Telomerasa Chr. 5 -1308402 — 10-11
6 Hs00972645 ml 71
- . 1311774 13-14
Transcriptasa 1112
Chr. 5 - 1307483 — }
7 Hs00972646 m1 reversa 1308526 1415 125
(htert) Chr. 5 - 1335544 —
8 Hs00972649 m1 1347781 2-3 79
Chr. 5 - 1313589 —
9 Hs00162669 ml 1317707 11-12 85
Chr. 5-1317519 —
10 Hs00972643 ml 1319650 10-11 97
Chr. 5 - 1321635 —
11 Hs00972655 ml1 1324319 8-9 77
Chr. 5 - 1324234~
12 Hs00972654 ml 1325395 7-8 101
Chr. 5 - 1324234~
13 Hs00972653 ml 1325395 6-7 86

En rojo se destaca el ensayo utilizado en este estudio.
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7.1.2. Iniciadores y sondas TagMan para la cuantificacion de H. pylori por PCR tiempo real
Los genes flaA y ureB de se utilizaron como blanco para el disefio de los iniciadores y sondas
especificas para H. pylori.

La buasqueda de las secuencias reportadas se realizo para estos genes en H. pylori en el GenBank
y el alineamiento multiple de dichas secuencias con los programas CLUSTAL W y ALIGN 1.02.
Una secuencia consenso para ambos genes se obtuvo y se utilizo el programa Primer Express v2.0
(Applied Biosystems) para identificar las mejores opciones de secuencias de iniciadores y sonda
TagMan®.

Dicho programa tiene condiciones definidas para el disefio de iniciadores que corresponden con
las caracteristicas generales tales como Tm de los iniciadores alrededor de 60° C, y de la sonda
TagMan alrededor de 70° C (aproximadamente 10°C mayor a la Tm de los iniciadores); el
contenido de G-C va de un intervalo de 30 a 80%, la longitud de los iniciadores de 9 a 40 nt siendo
optima de 20 nt, ademas de que se analizan los iniciadores y la sonda para evitar que sean
complementarios entre si y ademas asegurar que no forman estructuras secundarias; la longitud
del amplicon generado debe ser entre 50 y 150 pb.

De acuerdo con estos criterios el programa muestra las posibles combinaciones de iniciadores y
sondas; posteriormente, se seleccionaron las combinaciones con un mayor ‘“puntaje”!
proporcionado por el programa y se utilizé el programa BLAST [65] para evaluar la especificidad
de la sonda y los iniciadores. Se seleccionaron los iniciadores y la sonda que alinearan con un
menor niumero de secuencias inespecificas para cada gen y las caracteristicas de los pares

seleccionados se muestran tabla 4.

a) flaA

Tabla 4. Caracteristicas de los iniciadores disefiados a partir de la secuencia del gen flaA.

Iniciador Secuencia (5'- 3") Lo?fti)t ud Tm (°C) | % G-C
Forward CTCGTAAAGCGATTCAATCTGACAT 25 60 40
Reverse GCCCCTACTTGGAATTCTTTGTT 23 59 43

Sonda TagMan® TTCGTTTGATTCAAGGTTT 19 68 32

! Ntimero o valor asignado dependiendo del cumplimiento con los criterios establecidos inicialmente por el programa.
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Representacion esquematica del sitio de alineamiento de los iniciadores y la sonda TagMan en el

gen flaA (El amplicon tiene una longitud de 130 pb, Tm de 76°C y % G-C=40).

5/ P

1 323 349 452 1530
b) ureB
Tabla 5. Caracteristicas de los iniciadores disefiados a partir de la secuencia del gen ureB.
Iniciador Secuencia (5-3") Lo?fti)t e Tm (°C) % G-C
Forward TGCCACCACTTGGATAAAAGC 21 59 48
Reverse TCCCCATGTCATGCAAAGTGT 21 60 48
Sonda TagMan® TGATTCAAGGATCCGCC 19 68 53

Representacion esquematica del sitio de alineamiento de los iniciadores y la sonda TagMan en el

gen ureB (El amplicon tiene una longitud de 103 pb, Tm de 79°C y % G-C=47.)

e L o L

1 961 1005 1063 1700

7.2. PCR tiempo real y el intervalo dinamico

7.2.1. Intervalo dinamico para la expresion de c-myc, spl Yy htert

El intervalo dindmico se refiere a las concentraciones de templado en las cuales se determina con
precision el valor de Ct, este se determina en ensayos por triplicado con diferentes diluciones del
templado. En este caso se utilizo cDNA sintetizado a partir de RNA total de células AGS. Para el
resultado final se construye una grafica de log de la concentracion inicial contra los valores
obtenidos de Ct y debe ser cercana a una linea recta [66] Posterior a la extraccion del RNA total
se realizo la sintesis de cDNA como se menciona en la metodologia, los componentes y

condiciones de reaccion se sefialan en la Figura 11.
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Componente Concentracion | 1 reaccion :
. final (20 ul) 95°C 1 95°C
Master mix 2X 1x 10 uL I
. 0.9 uM 10 min | 15 seg
[niciadores (18 uM) iniciagores |
Sonda TagMan (5 puM) 1uL
1 o
hoX 0.25 ui\;l(sonda ; 60°C
[AguaPCR | = - 4 uL 50°C : 1 min
| .
cDNA 250 tlz)%a(ll){NA 5uL 5 i | 40 ciclos
min .

Figura 11. Componentes y condiciones de reaccion para cuantificacion de la expresion de c-

myc, spl y htert por PCR tiempo real.

Los iniciadores y sondas TagMan se probaron para la amplificacion del cDNA para c-myc, spl,
htert y se utiliz6 como gen normalizador la expresion del gen del rRNA 18S.

Las cantidades utilizadas para los genes estudiados se muestran a continuacion en las tablas 6, 7,
8y 9, los valores del Ct en funcion del log de la cantidad de DNA en la grafica permiten el calculo
de la eficiencia del método con el valor de la pendiente en el intervalo estudiado.

Para cada punto de la recta se obtuvieron valores de Ct por triplicado en todos los casos, se
determino el valor de la pendiente en la grafica de Ct vs log Cantidad de DNA y con este valor se

hizo el calculo de la eficiencia de la reaccion con la siguiente ecuacion:
E= [1 0/ ) ~1

Donde E es el valor correspondiente a la eficiencia y m es el valor de la pendiente de la recta [66,

67].
De esta manera se determinaron las cantidades minimas y méximas de DNA necesarias para

detectar de forma precisa la expresion de los genes c-myc, spl, htert y rRNA 18S para los ensayos

a partir de biopsias gastricas.
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Tabla 6. Cantidades de cDNA de AGS utilizadas para determinar el intervalo dindmico de los

iniciadores y sonda TagMan para la expresion génica de c-myc, (izquierda) grafica de Ct en funcion

del log de la cantidad de DNA.

Gen

Cantidad
cDNA

Ct

Ct
promedio

DE

c-myc

100 ng

19.725

19.745

19.792

19.754

0.034

10 ng

23.122

23.228

23.156

23.168

0.054

I ng

26.613

26.630

26.597

26.613

0.017

100 pg

29.863

29.949

29.998

29.937

0.068

10 pg

33.063

33.008

33.216

33.096

0.108

Ct

Log Cantidad DNA

Pendiente -3.345267
R? 0.9995852
Intercepto 26.51364
Eficiencia 99.03 %
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Tabla 7. Cantidades de cDNA de AGS utilizadas para determinar el intercambio dindmico de los

iniciadores y sonda TagMan para la expresion génica de spl, (izquierda) grafica de Ct en funcion

del log de la cantidad de DNA.

Gen C:]I;;dAad Ct pror(rjltedio DE
24.900
100 ng 25.066 | 24.989 0.084
25.001
27.725
10 ng 27.696 | 27.727 0.032
27.759
spl
30.527
I ng 30.489 30.485 0.045
30.437
33.896
100 pg 33.923 33.936 0.049
33.991

Ct

Log Cantidad DNA

Pendiente -30.764162
R? 0.9963935
Intercepto 2.9600718
Eficiencia 117 %
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Tabla 8. Cantidades de cDNA de AGS utilizadas para determinar el intervalo dindmico de los

iniciadores y sonda TagMan para la expresion génica de htert, (izquierda) grafica de Ct en funcion

del log de la cantidad de DNA.

Gen

Cantidad cDNA

Ct

Ct promedio

DE

htert

330 ng

27.791

27.822

27.909

19.754

0.034

100 ng

29.940

30.004

30.066

23.168

0.054

10 ng

33.675

33.454

33.590

26.613

0.017

Ct

Log Cantidad DNA

Pendiente -3.7391875
R? 37.35527
Intercepto 0.9977224
Eficiencia 85.11 %
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Tabla 9. Cantidades de cDNA de AGS utilizadas para determinar el intervalo dindmico de los

iniciadores y sonda TaqMan para la expresion génica de rRNA 18S, (izquierda) grafica de Ct en

funcion del log de la cantidad de DNA.

Gen

Cantidad cDNA

Ct

Ct promedio

DE

rRNA 18S

I ng

14.889

14.884

14.902

14.892

0.009

100 pg

17.611

17.683

17.656

17.650

0.037

10 pg

21.075

21.035

20.982

21.031

0.046

1 pg

24.412

24.334

24.150

24.299

0.1345

100 fg

27.689

27.745

27.664

27.699

0.0417

10 fg

30.466

30.613

30.718

30.599

0.1269

1fg

34.884

34.434

34.777

34.698

0.2348

Ct

Log Cantidad DNA

Pendiente -3.1986532
R? 14.698312
Intercepto 0.99899507
Eficiencia 105 %
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Una vez obtenidas las curvas de amplificacion para los genes estudiados se verifico que el tamafio
del amplicon obtenido correspondiera al esperado por electroforesis en agarosa al 2 % como se

muestra en la Figura 12.

Carril  Muestra Tamaifio
Marcador 50 pb

c-myc 87 pb
c-myc NTC

spl 122 pb
SpL NTC

htert 94 pb
htert NTC

18S cDNA

18S NTC

1 2 3 4 5 6 7 8 9

18S rRNA
tert

O 002N N Wi —

Figura 12. Gel de agarosa al 2% en TBE 0.5X (100V, 1h), tinciéon con bromuro de etidio. NTC=

Control de reactivos. Se sefialan los amplicones generados con el tamafio esperado.

7.2.2. Cuantificacion de H. pylori

a) Condiciones de amplificacion por PCR tiempo real de los iniciadores y sondas para
ureB y flaA

Para llevar a cabo la deteccion y cuantificacion de H. pylori en las biopsias gastricas se realizo el
disefio de iniciadores y sondas TagMan para amplificar de forma especifica regiones de los genes

flaA y ureB de este microorganismo como se mostrd anteriormente.
En primer lugar se llevo a cabo la extraccion de DNA de la cepa tipo de H. pylori 26695 (ATCC

700392) con la metodologia reportada por Cheng [56]. El DNA obtenido se utilizo para el ensayo

de PCR tiempo real, las condiciones se muestran en la Figura 13.
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I
i 1
Concentracion oz
Componente final reaccion
(20 pL) !
Master mix 2X Ix 11 uL 1
1
Iniciadores (10 uM) 0.5 uM 1uL (c/u) 50°C I
|
Sonda TagMan (5 uM) 0.25 uM 1 ulL 2 min " 40 ciclos
AguaPCR | = - 4uL
DNA 100 ng 2uL

Figura 13. Componentes y condiciones de reaccion para cuantificacion de H. pylori por PCR

tiempo real.

Los resultados de la amplificacion se muestran en la Tabla 10 y la Figura 14. La cantidad de DNA
bacteriano utilizado para el ensayo fue la misma para ureB y flaA (100ng), la amplificacion se

realiz6 por duplicado.

Tabla 10. Valores de Ct obtenidos por PCR tiempo real para la determinacion de los genes flaA y
ureB de H. pylori.

Gen | Curva | Muestra Ct Ct promedio | DE
1 23.713335

flaA A 23.771 0.081
2 23.828627
1 19.155552

ureB B 19.125 0.042
2 19.094809
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000 B Amplific ation Plot
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1.000 : /’

x
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b
1.000 E-2 /

A

1.000 B4

1.000 5

Figura 14. Curva de amplificacion correspondiente a los genes flaA (A) y ureB (B) de H. pylori a
partir de 100 ng de DNA de la cepa tipo 26695.

El tamafio de los amplicones obtenidos se confirmo por electroforesis en agarosa al 2% como se

muestra en la Figura 15.

Carril Muestra Gen Tamaiio
1 Marcador 100 pb
2 DNA 1 Hp
flaA 129 pb
3 DNA 2 Hp P
4 DNA 1 Hp
5 DNA 2 Hp ureB 102 pb

Figura 15. Gel de agarosa al 2% en TBE 0.5X, (100V, 1h).

En la tabla 10 y la Figura 14 se observa que utilizando la misma cantidad de DNA bacteriano, el
valor de Ct es diferente para flaA y ureB, un valor menor de Ct indica que se requiere una menor
cantidad de DNA inicial para llegar a un valor de fluorescencia determinado (Threshold Cycle),

en el caso de ureB el valor obtenido de Ct es alrededor de 19, mientras que para flaA el Ct fue de
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23, por lo que el uso de los iniciadores disenados para la deteccion de ureB muestran una mayor

sensibilidad en la deteccion de H. pylori.

b) Intervalo dinamico para ureB utilizando DNA genémico de H. pylori

La determinacion del intervalo dindmico para la amplificacion con los iniciadores para ureB

utilizando cantidades conocidas del DNA genomico de H. pylori. En la Figura 16 se muestran las

cantidades utilizadas y los valores de Ct obtenidos, las amplificaciones se realizaron por triplicado.

Gen

Cantidad DNA

Muestra

Ct

Ct promedio

DE

ureB

100 ng

20.045673

19.992302

W | N

20.289434

20.109

0.158

10 ng

—_—

17.632877

17.605818

W [N

17.619722

17.619

0.014

1 ng

—_—

20.531088

20.481285

W [N

20.520336

20.511

0.026

100 pg

[u—

23.797132

23.747242

W [N

23.750507

23.765

0.028

10 pg

—_—

27.638166

27.589624

W | N

27.564745

27.598

0.037

1 pg

—_

31.450172

31.300434

W | N

31.330313

31.360

0.079

100 fg

34.850666

34.549885

35.46684

34.956

0.467

Pendiente = -3.5160685
Intercepto = 20.694056
R?=0.99701375
E=96.2%

Figura 16. Determinacion del intervalo dindmico de los iniciadores y sonda TaqMan para

amplificacion del gen ureB de H. pylori por PCR tiempo real.
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Como se observa en la Figura 25 es posible detectar cantidades de 1 pg de DNA de H. pylori de
forma reproducible utilizando estos iniciadores, inclusive hasta 100 fg de DNA.
Debido a que se conoce el tamafio del genoma de H. pylori es posible calcular el nimero de

genomas equivalentes por esta cantidad de DNA mediante el uso de la siguiente ecuacion.

m= [n][1.096>< 107 %b]

Donde m equivale a la masa en gramos correspondiente al valor de n (pares de bases del genoma).

De esta manera sabemos que 100 fg de DNA de H. pylori equivalen aproximadamente a 50
genomas, sin embargo, como se observa en la Figura 16, la DE de los valores de Ct obtenidos con

100 fg de DNA es de 0.467 y el intervalo aceptable de variacion entre triplicados en de 0.16

Mediante la determinacion del intervalo dindmico es posible también evaluar la eficiencia de la

reaccion mediante la ecuacion siguiente:
E =[107"™ x100]/2 =10 25) 100}/ 2 =96.2%

Para realizar un ensayo cuantitativo de PCR tiempo real es aceptable una eficiencia de hasta el

92% [66-68], por lo que la eficiencia obtenida de la reaccion se encuentra en el intervalo aceptable.

c) Controles para curva estandar para la cuantificacion de H. pylori

De acuerdo a los métodos reportados para cuantificacion por PCR tiempo real se realizan curvas
estandar a partir de DNA gendmico [66, 67], sin embargo, siempre existe la posibilidad de que el
valor calculado en cuanto al nimero de genomas no sea tan preciso, esto debido a la presencia de
contaminantes tales como RNA o incluso a la degradacion en bajo grado del DNA que proporciona
un valor erroneo en la cuantificacion espectrofotométrica.

Por esta razon decidimos construir estandares que nos proporcionaran un valor mas exacto en la

cuantificacion de la bacteria.
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Como se menciona en la metodologia se clonaron los productos de PCR correspondientes a la
amplificacion de ureB y flaA con los iniciadores disefiados en un plasmido TOPO (invitrogen),
posterior a la clonacion y transformacion de E. coli DHSa, se seleccionaron las clonas positivas
para confirmar la presencia del inserto por PCR y posteriormente por secuenciacion.

En la Figura 17 se muestran los resultados de las clonas positivas para ureB y flaA.

_ 129pb
s e N eee ewme ¢ GDE tees = -

Figura 17. Los productos de PCR correspondientes a las clonas positivas para ureB se muestran
(A) y flaA (B).De estos resultados se selecciono una de las clonas de ureB (U1) y una de flaA (F1)

para la secuenciacion.

Los resultados de la secuenciacion se alinearon en BLAST para confirmar la presencia de los
insertos en las clonas seleccionadas, los resultados para ureB (Ul) y flaA (F1) se muestran en la

Figura 18.
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A

> JgbIDR141576.11 Helicobacter pwvlori urease B gene, partial cds

Length=1704

Score

uery
Skjct
uery

Skbict

B

= 191 kits (103), Expect = 4e-4&
Identities = 103/103 (100%), Gaps = 05103 (0%)
Strand=Plus/Minus

1

IO CATGICATGCARAGTGICTITCAGCCGCARTGETITGAGGEOEEGATCCTIGART CR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 11

111
TCCOCCR GITCATGCRARAGTGETCTITCAGCCEFCAATEGETTTGAGEECOFEATCC GLLT

(e
|
T
CATCTTCTTTRAATECTTTTATCCARGTEETGECA 103
Tttt rerrrrrrrrnrrrnl
AARCATCTTICTTTARTGCTTTTATCOCARAGTGETGECE 958

a0

1001

Figura 18. Los resultados del alineamiento de las secuencias de las clonas de ureB (A) y flaA (B)

se muestran en el programa BLAST.

d) Intervalo dinamico para ureB y flaA utilizando controles para curva estandar

Una vez confirmada la presencia de los productos de PCR en los plasmidos se cultivé la clona

correspondiente y se realizo la extraccion de DNA plasmidico conforme se sefiala en la parte

metodologica.

EI DNA plasmidico fue utilizado para determinar el intervalo dinamico y calcular de forma precisa

el nimero minimo de bacterias detectadas por PCR tiempo real. Los célculos para determinar el

namero de genomas en el ensayo se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Calculo de genomas de H. pylori por gramo de DNA plasmidico con el inserto especifico

para ureB y flaA
flaA ureB
Producto = 129 pb Producto = 102 pb
Vector de clonacion = 3890 pb Vector de clonacion = 3890 pb
Vector + Inserto = 4019 pb Vector + Inserto = 3992 pb

m= [n[1.096x 107 9 pb] m= [n[1-096>< 1072 Ab:l

m =[4019 pb[l.o% xlO"zl%b} =4.4x10"%g/genona | m=[3992 pb{l,o%xlofﬂ%b}:4.37xloflsg/gem

El ensayo de PCR tiempo real para ureB y flaA se realiz6 bajo las mismas condiciones de
amplificacion que el DNA gendmico, como muestra la Figura 13. Los resultados de intervalo

dindmico se muestran en la tabla 12 y la Figura 19.

Tabla 12. Valores de Ct para los controles estandar de flaA y ureB. Se muestra el numero de

genomas detectados con cada uno de los genes.

Cantidad | Tubo Na ureB Ct Na flah Ct
DNA(g) | ID Umere ¢t .| DE Hmero - ct .| DE
de copias promedio de copias promedio

15.2027 15.1496

4.00E-09 1 9.15E+07 15.2013 | 0.0019 | 9.09E+07 15.16455 | 0.0211
15.1999 15.1795
17.815 19.5227

4.00E-10 2 9.15E+06 17.85315 | 0.0539 | 9.09E+06 18.7068 | 1.1533
17.8913 17.8909
21.401 21.3383

4.00E-11 3 9.15E+05 21.40705 | 0.0085 | 9.09E+05 21.2704 | 0.0961
21.4131 21.2025
24.6381 24.5035

4.00E-12 4 9.15E+04 24.6294 | 0.0123 | 9.09E+04 24.60005 | 0.1365
24.6207 24.6966
28.0308 33.0476

4.00E-13 5 9.15E+03 27.9766 | 0.0761 | 9.09E+03 33.1412 | 0.1323
27.9224 33.2348
31.6574 33.4985

4.00E-14 6 9.15E+02 31.4243 | 0.3290 | 9.09E+02 33.5943 | 0.1354
31.1912 33.6901
35.0277 37.2748

4.00E-15 7 9.15E+01 34.87885 | 0.2105 | 9.09E+01 37.49185 | 0.3069
34.73 37.7089
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1 2 3 45 6 7 2

Figura 19. (A) Curvas de amplificacion de DNA plasmidico para ureB (rojo) y flaA (azul), los
numeros corresponden a las cantidades mencionadas en la tabla 12. (B) Curva de intervalo

dinamico para ureB (rojo) y flaA (azul).

De acuerdo a lo observado en la Figura 19, los valores de eficiencia de la amplificacion para ureB
y flaA son 92% y 86.8% respectivamente, el intervalo donde se mantiene una tendencia lineal de
los resultados es de 90 hasta 90 millones de copias para ureB y de 90 mil a 90 millones de copias
para flaA. Con los valores obtenidos el control utilizado para la cuantificacion de H. pylori en las

biopsias gastricas fue el de ureB.
Para evaluar la interferencia del DNA humano en la reaccion de PCR tiempo real para la deteccion

del gen ureB de H. pylori se realiz6 una curva desde 10 a 1000 millones de copias del gen en

presencia de 500 ng de DNA humano, los resultados se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Curvas de amplificacion de DNA plasmidico para ureB en presencia de DNA gendmico

humano (rojo) y en ausencia de DNA humano (azul)

El valor de Ct mantiene una relacion lineal desde 100 copias hasta 100 millones de copias del gen

ureB, independiente de la presencia de DNA humano en la reaccion de amplificacion.

e) Especificidad de los iniciadores y sonda TagMan para ureB y flaA

La especificidad de los iniciadores y sondas TagMan se determin6 para la deteccion de H. pylori
utilizando diferentes cepas tipo y aislamientos clinicos identificados previamente, se probaron dos
diferentes cantidades de DNA gendmico de las bacterias y la amplificacion se realizd por

duplicado, los resultados se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Valores de Ct obtenidos en el ensayo de especificidad de ureB, se utilizaron 1 ng y 100

ng de DNA gendmico de las bacterias evaluadas.

Bacteria Ct prom (1 ng) Ct prom (10 ng)
Klebsiella oxytoca ND 37.03885
Klebsiella pneumoniae 38.785 37.3398
Proteus mirabilis ND 36.5008
Citrobacter freundii ND 38.3029
Campylobacter jejuni ND ND
Escherichia coli ND ND
Staphylococcus aureus 354911 33.85315
Enterococcus faecalis ND 33.67085
Pseudomonas aeruginosa ND ND
Enterobacter cloacae ND ND
Proteus vulgaris 38.5 36.4933

Los valores obtenidos muestran que en el caso de K. pneumoniae, P. vulgaris y S. aureus se
observa una sefial positiva alrededor del ciclo 38 para los dos primeros microoorganismos y cerca
del 35 para S. aureus. En el caso de flaA todos los resultados fueron negativos, tanto para 1 ng
como 100 ng de DNA.

7.3. Poblacion de estudio

Para el estudio se utilizaron biopsias gastricas de la region de cuerpo de sujetos con diagnostico
patologico de gastritis y biopsias de la lesion en sujetos con metaplasia intestinal y cancer géstrico.
Las muestras fueron obtenidas en el servicio de gastroenterologia del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion ‘Salvador

Zubiran’ (INCMNSZ) con el apoyo y asesoria del Dr. Sergio Ponce de Ledn. Subdirector de
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Consulta Externa de esta Institucion. Las biopsias fueron colocadas inmediatamente en solucion
para preservacion de RNA (RNA later) y almacenadas a 4° C hasta su procesamiento, se realizd
la extraccion simultanea de RNA y DNA de las muestras como se detalla en metodologia (6.4).
Las biopsias de 48 pacientes se trabajaron, las patologias se muestran en la tabla 14, del total de
sujetos estudiados se incluyeron 30 varones y 18 mujeres. El valor promedio de edad es 54.6 afios

con un intervalo de 24 a 91 afios.

Tabla 14.Numero de muestras estudiadas por patologia.

Patologia n
Gastritis cronica Leve (GCL) 12
Gastritis cronica Moderada (GCM) 14
Gastritis cronica Severa (GCS) 3
Metaplasia intestinal (MI) 5
Céncer gastrico (CG) 14
Total (N) 48

Los criterios utilizados para la clasificacion patologica son de acuerdo a lo reportado por Lauren.

7.4. Expresion de c-myc, sply htert en biopsias gastricas

Para la expresion de los genes c-myc, spl y htert por PCR tiempo real se amplificaron 100 ng de
DNA de cada muestra y los valores fueron normalizados en base a la expresion del gen 18S rRNA.
Cada muestra se amplificé por triplicado y los resultados de los valores de Ct se interpolaron en la
curva estandar correspondiente. Los resultados normalizados para cada uno de los genes se
muestran en la tabla 15 en funcién de la patologia.

El valor que se muestra corresponde o representa el porcentaje de expresion del gen problema en

funcion del gen control enddgeno 18S rRNA.
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Las biopsias 9, 32, 34, 36, 3 y 22 fueron negativas para las tres determinaciones mientras que las
biopsias 7, 14, 23, 24, 25, 28, 33, 35 y 39 que representan en conjunto el 29.2% de las muestras

estudiadas resultaron positivas a uno de los marcadores.

Tabla 15. Valores promedio normalizados de la expresion de c-myc, spl y htert por muestra

ID | c-myc htert spl Patologia ID | c-myc htert spl Patologia
1 5.02 583 | 327 15 1.19 1.96 1.11 Gastritis
8 2.11 207 | 1.03 19 1.78 1.68 1.59 | cronica severa
11 0.63 082 | 052 4 2.95 3.15 2.53
12 | 337 2.56 | 0.99 13 | 249 2.49 1.98 _
14 | 4.60 0.00 | 0.00 37 | 1.82 4.49 031 Metaplasia

Gastritis Intestinal

18 | 054 024 | 0.65 Ja 39 | 000 | 23593 | 0.00

cronica leve

24 | 072 0.00 | 0.90 47 | 339 | 3122 3.38

25 | 4.07 0.00 | 0.00 7 7.61 0.00 0.00

26 | 4.41 942 | 422 23 | 3551 0.00 0.00

40 1.56 38.80 | 7.29 31 | 2.69 16.60 2.72

42 | 039 039 | 050 33 | 3.32 0.00 0.00
10 1.18 0.67 | 0.69 43 | 11.07 | 0.00 4.00
16 | 2.77 266 | 1.41 20L | 0.85 536 0.64 ,

20 | 0.62 130 | 0.77 23L | 3.34 5.03 0.74 Cancer

gastrico

21 0.97 1.63 1.61 24L | 0.53 7.07 0.08

27 | 039 482 | 055 | Gastritis 25L | 094 | 79.13 0.31

28 | 9.03 0.00 | 0.00 cronica 28L | 1.09 5.65 0.44

30 | 081 0.67 | 0.70 | moderada 30L | 1.13 9.94 0.55

35 | 000 | 237.62 | 0.00 3IL | 717 | 7642 1.09

38 | 241 638 | 3.87 L1 072 | 3018 0.26

41 | 224 0.00 | 553

46 | 3.17 73.17 | 3.38

7.5. Cuantificacion de H. pylori en biopsias gastricas

La reaccion de PCR para identificar y cuantificar H. pylori en las biopsias se realiz6 a partir de
100 ng de DNA total aislado de las biopsias gastricas, el valor de Ct se interpold en una curva
estandar realizada con diferentes cantidades de la construccion para el gen ureB (TOPO-ureB), y
el valor final se expreso en cantidad de bacterias por 500 ng de DNA total de la muestra como se
muestra en la tabla 16. Los valores de genomas por muestra se presentan en funcion de la patologia

estudiada tal como en el caso de la expresion génica.
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Las biopsias 9, 25 y 43 fueron negativas a la presencia de Helicobacter pylori (no se muestran en

la tabla 16).

Tabla 16.Cantidad de genomas en las biopsias gastricas de los sujetos estudiados

Hp (bacterias /

ID ggébnzcggg 4 Patologia
1 109

8 137

11 780,382

12 3,845

14 25,447 Gastritis
18 134 cronica leve
24 19

26 10

40 190

42 503

10 213,529

16 2,042,110

20 2,858

21 4,395

27 13

28 628,576

30 23 Ga’str.itis
32 5,855,040 croniea

k) moderada

34 73

35 112

36 1,117,930

38 601

41 14,853,300

46 80,194

ID 500ng DNA) Patologia
3 66,930 - )
15 2,071,500 Gastritis cronica
severa
19 303,108
4 51
13 1,723 Metanlasi
7
39 70
47 3,061,170
7 10
22 27
23 1,338
31 175
33 119
20L 188
23L 4,736 Cancer gastrico
24L 27,758
25L 19
28L 48,357
30L 99,655
31L 206
32L 12

7.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se obtuvo la mediana y se utilizo la prueba de Kruscal-

Wallis para determinar las deferencias por patologia para cada pardmetro estudiado, tanto la

expresion génica como la densidad bacteriana. En la Tabla 17 se muestran las medianas y el valor

Py en la Figura 21 se muestran las graficas de los resultados, la mediana y los percentiles. No se

observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
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Tabla 17. Comparacion de la expresion de c-myc, spl y htert y de la carga bacteriana de H. pylori

en las patologias estudiadas (Se muestra la mediana del valor de expresion relativa de cada gen).

Patologia c-myc htert spl ks /?(?0 ng DNA)
Gastritis Cronica Leve 1.84 0.6 0.77 135
Gastritis Cronica Moderada 0.89 0.98 0.69 42,294
Gastritis Cronica Severa 1.19 1.68 1.11 30,310
Metaplasia Intestinal 2.49 4.49 1.98 107
Cancer Gastrico 1.91 5.5 3.36 181
Valor de p” 0.41 0.25 0.77 0.037

*Prueba de Kruskal-Wallis para comparacion de medianas (a dos colas).
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% Expresion de c-myc
% Expresion de htert

GCL GCM GCS M CG GCL GCM GCs M CG

Bacterias /500 ng DNA total

% Expresion de spl

GCL GCM GCS M CG GCL GCM GCS M CG

Figura 21. Grafica de percentiles, mediana y desviacion estandar de los grupos gastritis cronica leve, moderada, severa, metaplasia
intestinal y cancer gastrico (A) Porcentaje de expresion del gen c-myc, (B) htert, (C) spl, (D) nimero de bacterias por 500 ng de DNA
total. GCL=Gastritis Cronica Leve, GCM=Gastritis Cronica Moderada, GCS=Gastritis Cronica Severa, MI= Metaplasia Intestinal, CG=
Cancer gastrico.
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Posteriormente un andlisis considerando los grupos de gastritis cronica leve, moderada y

severa como una sola categoria se realizo, el valor de P se muestra en la Tabla 18. En la

Figura 22 se muestran las graficas de caja correspondiente a los percentiles por grupo.

Tabla 18. Comparacion de la expresion de c-myc, spl y htert y de la carga bacteriana de H.

pylori en las patologias estudiadas (Se muestra la mediana del valor de expresion relativa de

cada gen).
Patologia c-myc htert spl . Hp
(bacterias/500 ng DNA)
Gastritis Cronica” 1.18 0.82 0.7 2,857
Metaplasia Intestinal 2.49 4.49 1.98 107
Cancer Gastrico 1.91 5.5 3.36 181
Valor de p™ 0.33 0.075 0.42 0.33

*Agrupa gastritis cronica leve, moderada y severa.

“Prueba de Kruskal-Wallis para comparacion de medianas (a dos colas).
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% Expresion de c-myc
% Expresion de htert

Gastritis Metaplasia Céancer Gastritis Metaplasia Cancer

Cronica Intestinal Gastrico Croénica Intestinal Géstrico

@
O

% Expresién de sp1
Bacterias/500 ng DNA total

Gastritis Metaplasia Cancer Gastritis Metaplasia Cancer
Cronica Intestinal Gastrico Cronica Intestinal

Gastrico

Figura 22. Grafica de percentiles, mediana y desviacion estandar de los grupos gastritis cronica, metaplasia intestinal y cancer gastrico

(A) Porcentaje de expresion del gen c-myc, (B) htert, (C) spl, (D) nimero de bacterias por 500 ng de DNA total.
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Se realiz6 la comparacion con la prueba de suma de intervalos de una patologia contra otra

para cada factor estudiado, los resultados del valor de P se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Comparacion de la expresion de c-myc, spl y htert y de la carga bacteriana de H.

pylori en las patologias estudiadas (Se muestra el valor de p de la comparacion entre las

patologias con la prueba de Log-Rank).

Cancer Gastrico

Patologta Tvs Patologia 2 e htert Pl (bacterias/;l(?O ng DNA)
Mesplasia Intetinl 045 0025 057 0.4
* Cineer Gistieo 015 0.19 027 0.15
Metaplasia Intestinal vs 0.82 0.58 03 ol

En ninguno de los andlisis realizados se observaron diferencias significativas entre las

patologias estudiadas, esto puede ser debido a que en algunos de los grupos el valor de n es

pequeno.
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8. Discusion

Métodos de deteccion molecular H. pylori

Helicobacter pylori es una bacteria que se encuentra distribuida en todo el mundo e infecta
cerca del 50% de la poblacidn; la inflamacion géstrica generada a causa de la infeccion
cronica por este microorganismo incrementa el riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma
gastrico [1, 10].

El céncer géstrico es la segunda enfermedad maligna mas comin a nivel mundial, el
diagndstico inicial generalmente es tardio debido a que en cerca del 80% de los pacientes
permanecen asintomaticos durante las fases tempranas de la enfermedad, ademés de que no
existe una herramienta eficaz para el diagndstico temprano. Diferentes riesgos han sido
asociados al desarrollo de la enfermedad y su patogénesis es multifactorial, un postulado en
relacion al desarrollo de esta patologia involucra una serie de cambios histologicos que
comienzan con gastritis cronica atroéfica y avanzan a metaplasia, displasia y cancer. La
progresion de los cambios histolégicos mencionados se ha descrito como consecuencia de la
infeccion cronica por H. pylori [11], ademas de que existe evidencia epidemioldgica de la
asociacion de la infeccion por esta bacteria y el desarrollo de cancer gastrico [20].

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la expresion de htert, spl y c-myc en
biopsias gastricas de pacientes con cancer gastrico, Ulcera péptica y gastritis cronica
infectados con H. pylori para generar herramientas diagnosticas utiles en la deteccion
temprana del cancer gastrico; para ello el primer paso se desarrollé una técnica especifica y
sensible para detectar la presencia de la bacteria en el tejido infectado.

En la actualidad se han establecido diferentes métodos diagnosticos para deteccion de la
infeccion de H. pylori tales como cultivo, prueba rapida de ureasa, serologia, deteccion de
antigeno en heces y métodos moleculares como PCR [68].

H. pylori es un microorganismo dificil de recuperar en cultivo, los métodos moleculares son
utiles debido a que el cultivo se vuelve prescindible [69]. La deteccion por PCR es mas
sensible y especifica en comparacion con los métodos mencionados anteriormente, ademas
de que ninguna de estas técnicas determina de forma precisa la cantidad de microorganismos

presentes en la muestra como el PCR tiempo real.

73



Existen diferentes métodos de deteccion y cuantificacion de H. pylori por PCR tiempo real
reportados, en el presente trabajo se disefiaron iniciadores y sondas de deteccion de H. pylori
por PCR tiempo real especificas para los genes flaA y ureB de la bacteria. El método diseniado
mostrd una sensibilidad de 90 copias para ureB y 90,000 copias para flaA, (Tabla 12, Figura
19); también reportamos la especificidad de los iniciadores y sondas contra diferentes cepas
tipo; en el caso de K. pneumoniae, P. vulgaris y S. aureus se obtuvo una sefal de
amplificacion después del ciclo 35 con 1 ng de DNA bacteriano (Tabla 13); sin embargo,
estas concentraciones de DNA son superiores a lo que encontrariamos en el estdmago; es
necesario recordar que H. pylori es una bacteria capaz de sobrevivir en este ambiente pero
otro tipo de bacterias transitorias no tienen la capacidad de colonizar en este nicho .

Michal Mikulaa y cols. en 2003 [70] reportaron un ensayo para detectar el gen SSA (specie-
specific-antigen) de H. pylori por PCR tiempo real con una sensibilidad de 10 fg de DNA
genomico /200 ng del DNA huésped (equivalente a 5 bacterias). Dicho ensayo fue disefiado
con SYBR green como agente intercalante y aunque la sensibilidad reportada es mejor a la
que nosotros obtuvimos en el presente estudio, no se reportan resultados de especificidad
frente a otro tipo de bacterias ademas de que la cuantificacion de DNA se realizo a partir de
DNA total de la bacteria, en algunos casos se reportd que la confiabilidad de la cuantificacion
espectrofotométrica es menor en caso de utilizar DNA gendmico frente a DNA plasmidico
[66, 67].

Otros autores reportan ensayos de PCR tiempo real para detectar genes de la bacteria tales
como 16S rRNA o ureC con sensibilidades inferiores a lo que nosotros encontramos para la
deteccion del gen ureB [69, 71]. Alrededor de las 1,000 bacterias en ambos estudios.

El método disefiado para la deteccion de H. pylori en biopsias gastricas ofrece una
herramienta confiable y sensible para el diagnostico oportuno de la infeccion y este método
fue empleado para evaluar la correlacion entre la carga bacteriana y la expresion de genes

asociados al desarrollo del cancer géstrico.
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Efecto de la densidad de H. pylori

Diferentes trabajos han sido publicados en relacion al estudio del efecto de la densidad de H.
pylori en diferentes sitios anatomicos del estomago y la severidad de la patologia
desarrollada, sin embargo, los resultados son controversiales.

Larelacion entre la carga bacteriana y el desarrollo de ulcera duodenal en sujetos con gastritis
infectados por H. pylori que se ha evaluado en diferentes estudios concuerdan en que la
cantidad de bacterias que infectan la region de antro del estémago tiene un efecto
determinante en el desarrollo de la ulcera duodenal [72, 73]; sin embargo, algunos estudios
determinaron que no sélo la carga bacteriana es un factor esencial para el desarrollo de la
patologia, es necesario considerar factores de patogenicidad propios de la bacteria, tales
como la presencia de cagA. Hamlet y cols [74] concluyen que la carga bacteriana y el fenotipo
de las cepas infectantes (presencia del gen cagA) juegan un papel determinante en el
desarrollo de la ulcera duodenal. Por su parte Stolte y cols [75] sugieren que ademas de
determinar la densidad bacteriana, existen otros parametros de importancia para determinar
el desarrollo de ulcera duodenal, tales como el recambio celular del epitelio faveolar, la
disminucion en la produccion de moco y el grado de actividad de la gastritis. Otros estudios
reportan que no hay asociacion significativa entre el desarrollo de ulcera duodenal y la
densidad de H. pylori [76]; sin embargo, los parametros que se utilizan para evaluar esta
asociacion son hallazgos histopatoldgicos, los cuales mostraron no ser la mejor herramienta
para definir esta asociacion, debido a la baja sensibilidad y subjetividad en la interpretacion

[77].

No hay trabajos publicados que estudien el efecto de la densidad bacteriana de H. pylori en
el desarrollo de adenocarcinoma gastrico. En el presente trabajo nosotros estudiamos la
cantidad de bacterias presentes en biopsias gastricas provenientes de pacientes con gastritis
crénica, metaplasia intestinal y cancer gastrico; en las tablas 17 y 18 se muestra que no
encontramos diferencias significativas entre la cantidad de genomas de la bacteria presentes
en las biopsias de estas diferentes patologias. Lo que sugiere que su carga no esta involucrada
de forma directa y quizas el efecto que cause en el epitelio o produccion de los factores de

virulencia sean mas relevantes que el numero per se.
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En la Figura 22 se observa que en las biopsias provenientes de gastritis cronica, la mediana
de niimero de genomas por 500 ng de DNA total es de alrededor de 2,000, mientras que el
valor equivalente para metaplasia intestinal y cancer gastrico es de 100 y 200
aproximadamente, esto podria relacionarse a lo reportado previamente; en la fase aguda de
la infeccion por H. pylori hay un incremento en la colonizacion y proliferacion bacteriana [5,
8]; sin embargo, en la secuencia descrita por Correa [10], la inflamacion del tejido va
generando cambios en el epitelio y se considera que estos cambios alteran la capacidad de
colonizacion de la bacteria en este nicho, por lo que se esperaria una disminuciéon en la

cantidad de genomas detectados en tejido con metaplasia y en adenocarcinoma.

De manera descriptiva, este estudio nos muestra que la carga bacteriana muestra una
tendencia al aumento de acuerdo a la progresion de la severidad de la gastritis, no asi para

metaplasia o cancer gastrico.

Expresion de c-myc y cancer gastrico

El céncer gastrico es un proceso de patogenia multifactorial que se presenta en etapas.
Diferentes alteraciones se han estudiado que estdn implicadas en el desarrollo de esta
patologia, se propone que una acumulacion de mutaciones llevaria al desarrollo de esta
patologia. Las principales alteraciones estudiadas en este tipo de neoplasia se presentan en
genes supresores de tumores, oncogenes, activacion de la telomerasa e inestabilidad

cromosomica y moléculas de adhesion celular cada uno en estudios independientes [19].

Entre los oncogenes mas estudiados se encuentra c-myc. Los controles fisiologicos que
regulan la transcripcion de los genes myc se encuentran alterados en la mayoria de los
canceres humanos, en los cuales los niveles de expresion del RNAm de c-myc son elevados
[25]. En céancer gastrico se describid incrementada su expresion a nivel proteico y se asocio
también con un prondstico desfavorable para la recurrencia de la enfermedad después del
tratamiento [30], de igual forma fue reportado un incremento en la expresion de esta proteina

en la progresion del desarrollo de cancer gastrico desde gastritis cronica [31].
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Recientemente Park y cols [78] reportaron cuantificacion del nimero de copias del gen c-
myc por PCR tiempo real en biopsias y plasma de pacientes con cancer gastrico y compararon
estos resultados con estudios de hibridacion in situ fluorescente; se encontré una diferencia
significativa entre la proporcion Myc/GAPDH en plasma de sujetos con cancer gastrico vs
voluntarios sanos, y dichos valores correlacionaron con los obtenidos en tejido, los autores
sugieren que la medicion del c-myc por PCR tiempo real es una util herramienta no invasiva
de deteccion para el diagnodstico de cancer géstrico o para el seguimiento de recurrencia de

la enfermedad.

En diferentes tipos de canceres que evaluaron la expresion de c-myc a nivel de RNAm, en
cancer de prostata se encontr6 una positividad a la expresion del RNAm en aproximadamente
58% de los tumores estudiados [79], en adenocarcinoma de es6fago se encontré un 84% [80],
en tumores lipomatosos de 44.8% [81]. Sin embargo, no existen alin estudios que reporten la
expresion de RNAm de c-myc en patologias gastricas precursoras de cancer gastrico, por lo
que en el presente trabajo se evalud la expresion de c-myc por RT-PCR tiempo real en
biopsias de pacientes con gastritis cronica, metaplasia intestinal y céncer géstrico; en los
resultados mostrados en las Figuras 21 y 22 se observd que no existen diferencias
significativas en la expresion del gen c-myc en las patologias estudiadas. Si comparamos los
resultados de los sujetos con gastritis vs metaplasia intestinal y cancer gastrico, se observa
una tendencia al aumento en la expresion de c-myc, dicha diferencia no es significativa y
correlaciona con lo reportado por Masahide y cols [82], para carcinoma hepatocelular en el
cual no existe correlacion entre la expresion del RNAm de c-myc y la progresion de la

enfermedad.

Con los resultados obtenidos no se descarta el papel de c-myc en la progresion de patologias
precursoras al cadncer gastrico, se establece la hipdtesis de que probablemente la expresion
de este oncogen podria estar implicada en procesos tardios del cancer, tal como la metastasis,
ya sea directamente o favoreciendo la expresion de otras moléculas implicadas en metéstasis

[83].
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Expresion de spl y cancer gastrico

Spl es una proteina que posee caracteristicas estructurales que le permiten actuar como un
factor transcripcional y regular la expresion de diferentes genes implicados en desarrollo,

proliferacion celular, angiogénesis, etc [52].

Diferentes autores determinaron la expresion de Spl en cancer gastrico a nivel de proteina;
entre ellos, Zhang y cols en 2005 [49], evaluaron su expresion en tejido gastrico por
inmunohistoquimica en sujetos normales y pacientes con cancer, encontraron 4.2 veces mas
positividad a la proteina en un 12.5% de los sujetos normales y en 53% de los sujetos con
cancer gastrico; por su parte Yao y cols [84] reportaron un 24% de sobreexpresion y un 54%
de expresion débil de Spl en tejido géstrico proveniente de cancer gastrico; ademas, reportd
una correlacion con la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

En el presente trabajo nosotros evaluamos la expresion de spl a nivel de RNAm por una
técnica cuantitativa en tejido gastrico de pacientes con patologias progresivas a cancer
gastrico, no encontramos diferencias significativas a nivel de los grupos estudiados lo que
nos sugiere que la expresion de este factor transcripcional no refleja un incremento con la
progresion o bien sélo es debido a la proliferacion celular por la inflamacién o por la
generacion del tumor. Alin no existen reportes de la expresion de spl en gastritis cronica o

en metaplasia intestinal, este es el primer trabajo que reporta estos resultados.

Expresion de telomerasa y cancer gastrico

La telomerasa es una enzima que, mediante su actividad de transcriptasa reversa, mantiene
la longitud de los teldémeros en cada division celular, esta enzima encuentra inactiva en la
mayoria de las células somaticas adultas, sin embargo, se detecta cierta actividad en células
pertenecientes a tejidos que sufren alto recambio o en células de lineas germinales; la
actividad de telomerasa en el 80 al 100% fue detectado de tejidos provenientes de diferentes

tipos de canceres [40].
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Entre un 85 a 90% de positividad se encontrd un incremento en la expresion del gen y la
proteina en cancer gastrico, por diferentes autores que evaluaron la expresion del RNAm de
la subunidad catalitica de la telomerasa (htert), esta subunidad codificada por el gen htert en
humanos, es indispensable para la actividad de la enzima [41-44]. En el presente trabajo
evaluamos la expresion del RNAm de htert en tejido gastrico de sujetos con gastritis cronica,
metaplasia intestinal y cancer gastrico, no encontramos diferencias significativas en relacion
a la patologia, previos reportes han determinado que existe una diferencia en la expresion de
htert a nivel de RNAm [42] y proteina [85], en tejido de cancer gastrico en relacion con tejido
no canceroso, dichos estudios han comparado tejido de mucosa normal vs tejido canceroso,
sin embargo en una poblacion de sujetos como la de nuestro pais donde las conductas sociales
cada vez contribuyen mas fuertemente al desarrollo de gastritis, el considerar biopsias de
sujetos con un proceso de gastritis leve podria darnos una evidencia mas acorde a nuestra

realidad.

Aunque en el analisis estadistico de los resultados no se encontraron diferencias significativas
en la expresion de htert en los grupos estudiados, en la Figura 22 se observa que si existe un
incremento en los grupos con metaplasia intestinal y cancer gastrico, sin embargo en el grupo
de gastritis cronica existen resultados con desviaciones muy altas, tal vez estas desviaciones
pudieran sugerir sujetos con mayor riesgo inicial de llegar a 1 desarrollo de cancer gastrico,
para determinar esto se podria realizar un estudio de seguimiento de los casos con gastritis

cronica y evaluar la expresion de htert.

Existen estudios que evaluaron previamente de forma individual los factores que nosotros
estudiamos de manera integral en el presente trabajo, se defini6 la expresion de htert, spl y
C-mycC en cancer gastrico en otros trabajos de forma aislada, en el presente se describe el
comportamiento de la expresion a nivel de RNA de estos tres genes y se estudio la existencia
de una asociacion de la misma con la cantidad de bacterias presente en la mucosa gastrica
proveniente de sujetos con diferentes patologias, se observaron tendencias claras al
incremento en la expresion de estos genes en patologias tales como metaplasia intestinal y
cancer gastrico. Este estudio sugiere que la medicion conjunta de marcadores nos permitira

tener una mayor certeza en el seguimiento de padecimientos tales como cancer gastrico.
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9. Conclusiones

e La carga de H. pylori fue diferente en los sujetos con gastritis, metaplasia intestinal y

cancer gastrico.

e Laexpresion de c-myc, spl y htert mostr6 una tendencia al incremento conforme el grado

de la patologia gastrica aumentaba en severidad.

e El andlisis de multiples marcadores moleculares en la progresion a cancer gastrico

permitio6 identificar sujetos con mayor riesgo a padecer patologias mas severas.

10. Perspectivas
En estudios posteriores se propone estudiar el efecto conjunto de un grupo mayor de genes

en la progresion de enfermedades gastricas asociadas a H. pylori, con la finalidad de poder

identificar los estadios tempranos del desarrollo de cancer gastrico.
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