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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia

El cancer es considerado un problema de salud mundial. En 2012, segun
datos registrados por GLOBOCAN, se registraron 14.1 millones de casos
nuevos y 8.2 millones de muertes por cancer. Dentro de ellos el cancer
gastrico (CG) ocupa el quinto lugar en incidencia con alrededor de un
millén de casos nuevos (951,594 casos, 6.8% de todos los canceres)
después del cancer de pulmdn, mama, colorrectal y prostatico (Figura 1);
y el tercer lugar en mortalidad (723,073 casos, 8.8% de todas las muertes
por cancer) detras de pulmén (1,589,925 casos, 19.4%) e higado
(745,533 casos, 9.1%) a nivel mundial.(1)

”‘NCID,ENCIA MUNDIAL l
DE CANCER N EL 2012

Pulmén 1,824,701 casos

- Mama 1,671,149 casos

- Colorrectal 1,360,601 casos

- Prostata 994,916 casos

- Gastrico 951,594 casos

Otros 7,164,932 casos

. -

Figura 1. Incidencia mundial del cancer. Se muestran los datos mas
recientes acerca de la incidencia mundial del cancer.



La distribucion geografica del cancer gastrico es irregular. En el 2012 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé que mas del 70% de los
casos de CG ocurrieron en paises en vias de desarrollo. Las tasas mas
altas de incidencia se dan en el este y el sudeste de Asia, Europa del Este,
y en partes de América Central y del Sur. Mas del 73% de los casos de
CG se presentan en Asia, con casi la mitad del total mundial (47%) en
China. Europa aporta casi el 15% de la carga mundial, mientras que
Ameérica Central y del Sur aportan un 7% mas (1). Por otro lado, la tasa

de incidencia masculina tienden a ser casi del doble que la femenina (2).
1.1.1 Epidemiologia Nacional

En el 2010, el INEGI reporté 74,685 muertes por cancer en la poblacion
nacional (13% de las muertes en México). De acuerdo con los datos
registrados en GLOBOCAN-2012, el cancer gastrico en México ocupa el
sexto lugar en incidencia (7,680 casos, 5.2% de todos los canceres);
después de cancer de mama (20,444 casos, 13.8%); prostata (14,016
casos, 9.5%); cérvico uterino (13,960 casos, 9.4%); colorrectal (8,651
casos, 5.8%); y pulmon (8,439 casos, 5.7%). Asimismo, el CG ocupa el
tercer lugar en mortalidad (6,068 casos, 8.0% de todos los canceres)
después de cancer de pulmén (7,608 casos, 9.7%) y prostata (6,367
casos, 8.1%). En cuanto a la mortalidad entre distintos sexos, en México
el CG representa la tercera causa de muerte por cancer entre varones y
la cuarta entre mujeres. Los estados con una tasa mas alta de mortalidad

son la Ciudad de México, Oaxaca, Chiapas y Campeche (3).
1.2 Generalidades del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades, (ya que existen mas de 100
tipos de cancer clasificados) que se caracterizan por la desregulacién de

funciones celulares criticas, como son entre otras, proliferacion,



diferenciacion y apoptosis. Sin el control apropiado de estos procesos, las
células neoplasicas se reproducen en gran numero lo cual conlleva a la
formacién de masas tumorales capaces de migrar del sitio de origen a
otros sitios en el cuerpo, invadiendo estructuras adyacentes y formando

colonias metastasicas en érganos distantes (4).

El tejido de origen da las caracteristicas distintivas del cancer.
Aproximadamente el 85% de los canceres se producen en las células
epiteliales y son clasificados como carcinomas (4). Cuando este epitelio
es epitelio glandular (por ejemplo, mama y estdmago) son llamados
adenocarcinomas. Los canceres derivados de células del mesodermo (por
ejemplo, hueso y musculo) se denominan sarcomas (4). Las neoplasias
derivadas de células hematopoyéticas reciben diferentes nombres de

acuerdo a la célula de origen y si es una célula inmadura o diferenciada.

Hanahan y Weinberg definieron en el afio 2000 seis caracteristicas que
comparten los canceres, también llamados “Hallmarks of cancer”, las
cuales son esenciales para la carcinogénesis. Posteriormente en el ano
2011 se afadieron otras cuatro caracteristicas promotoras como son la
inestabilidad del genoma y la inflamaciéon, y emergentes como la
reprogramacién del metabolismo energético y la evasion del sistema
inmune. A continuacion se describen de forma general cada una de estas

caracteristicas (5).

e Sefales sostenidas de proliferacién: Las células cancerosas no
necesitan de sefales externas provenientes de factores de crecimiento
para su division, ya que son independientes de la senalizacién de éstos
al adquirir mutaciones que permiten un crecimiento desregulado.

e Evasion de supresores de crecimiento: Las células cancerosas

adquieren mutaciones que pueden silenciar a los genes supresores de



tumores, los cuales mantienen la homeostasis de la divisién celular
por medio de sefiales inhibitorias de proliferacion.

Evasion de la respuesta inmune: Por medio de diferentes sefales la
célula cancerosa interfiere en el reconocimiento de células
transformadas por el sistema inmune y evita que éste las elimine.
Replicacidon infinita: Las células normales tienen un mecanismo
auténomo que define un numero finito de duplicaciones celulares
después de lo cual se convierten en senescentes. Este mecanismo se
basa en el acortamiento de los teldmeros, que se produce durante
cada replicacion del DNA. En contraste, las células cancerosas
adquieren la capacidad de mantener la longitud de sus telémeros para
asi obtener un sistema de replicacion celular infinito.

Inflamacidn: Practicamente todos los tumores contienen células
inmunes inflamatorias, las cuales pueden liberar especies reactivas de
oxigeno (ROS) que son mutagénicas promoviendo las mutaciones en
las células. También las células inflamatorias pueden secretar y
proporcionar a la célula cancerosa factores de crecimiento y enzimas,
entre otros, que facilitan procesos como proliferacion, sobrevida,
invasion, etc. Por lo tanto, la inflamacién facilita la capacidad de
adquirir las caracteristicas principales del cancer.

Invasion y metastasis: En condiciones normales las células mantienen
su ubicacién en el tejido de origen como parte de un dérgano y con
excepcion de las células hematopoyéticas, no son migratorias, sin
embargo las células cancerosas adquieren la capacidad de migrar a
otras partes del cuerpo dando origen a tumores secundarios. Esta
habilidad de invadir y colonizar érganos distantes es una causa
importante de muerte por cancer.

La angiogénesis: Las células cancerosas inducen la formacién de
nuevos vasos sanguineos para proveerse de nutrientes y oxigeno, los
cuales son necesarios para la supervivencia y expansion del tumor.
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Ademas esta vascularizacion facilita la salida de la célula neoplasica
hacia otros tejidos en el evento de metastasis.

e Inestabilidad gendmica: La adquisicion de las caracteristicas
principales del cancer por lo general depende de alteraciones
gendmicas y la acumulacién de mutaciones, al mismo tiempo cuando
estas mutaciones inciden en las proteinas efectoras de las vias de
reparacion del DNA haciéndolas no funcionales, éstas pueden
contribuir a la inestabilidad gendmica.

e Resistencia a la muerte celular: Las células normales tienen una vida
media al final de la cual son eliminanadas mediante apoptosis. Las
células también tienen mecanismos que sensan su integridad genética
y activan mecanismos de apoptosis en respuesta al dano del DNA. Las
células cancerosas evaden las senales de apoptosis para evadir la
muerte celular.

e Reprogramacién del metabolismo: Debido a la divisién celular
incontrolada, existe un aumento en la demanda de energia y
precursores del metabolismo. A diferencia de las células normales, las
células cancerosas llevan a cabo la glicolisis, incluso en presencia de
oxigeno para utilizar los intermediarios de la glucdlisis en rutas

biosintéticas.

Ademas de las mutaciones genéticas las alteraciones epigenéticas tienen
un papel esencial en la carcinogénesis. Las modificaciones epigenéticas
por lo general se producen en una etapa temprana del desarrollo del
tumor (6). La expresidon epigenética se refiere a los cambios heredables
en el genoma que no implican un cambio en la secuencia de DNA y que
pueden regular la expresién de los genes (4). Los cambios epigenéticos
gue se producen incluyen la metilacion del DNA, modificaciones de la
cromatina, y alteraciones en los perfiles de ARN no codificantes,
principalmente microRNAs (miRNAs) (6).



Una gran cantidad de evidencia indica que el DNA de las células tumorales
contiene muchas alteraciones que van desde mutaciones puntuales hasta
grandes aberraciones cromosdmicas, tales como deleciones,
amplificaciones y translocaciones cromosdémicas. La acumulacién de
mutaciones en las células lleva un largo tiempo y representa un proceso
de multiples pasos que preceden a la formacion del cancer, lo cual explica
por qué existe un mayor riesgo de cancer con la edad y por qué el cancer
se encuentra con mayor prevalencia en las Ultimas décadas ahora que la
esperanza de vida humana ha aumentado. La acumulacion de mutaciones
se produce en paralelo con la evasion de los mecanismos de reparacién
del DNA. Cualquier alteracién del DNA que no es reparada antes de la
siguiente division celular se transmite a las células hijas y se mantiene en
las siguientes divisiones. Si este cambio genético confiere alguna ventaja
a la célula ésta formara una clona dominante que en presencia de otros

hallmarks del cancer puede llegar a ser una clona cancerosa.

Existen dos tipos principales de genes donde caen recaen las mutaciones
que contribuyen a la carcinogénesis: oncogenes y genes supresores de
tumor. Un oncogén codifica para proteinas que confieren potencial
transformante, por ejemplo si inducen proliferacion. Cuando un oncogén
muta, la proteina que codifica se produce en cantidades mas altas, o se
incrementa su actividad. Una mutacidon en un solo alelo es suficiente para
este efecto. Por otro lado los genes supresores de tumores codifican para
proteinas cuya funcién es la de inhibiciéon; usando el mismo ejemplo de
proliferacion, un incremento en proliferacion se produce cuando las
mutaciones causan una pérdida en la expresion o la funcion de la proteina
supresora de tumores. Las mutaciones en genes supresores de tumor son
principalmente recesivas y para observar su efecto en cancer tienen que

perderse en ambos alelos (4).



1.3 Canceres de etiologia infecciosa

A comienzos del siglo XX se encontré que algunas infecciones pueden
tener un papel etiolégico en el cancer (7). Una de las primeras
observaciones la describio6 Payton Rous en 1911, al observar que
extractos tumorales filtrados (eliminando células y bacterias) inducian la
formacién de tumores en aves, sugiriendo una etiologia viral (8,7). A
mediados de siglo se descubrid el primer virus oncogénico en humanos,
el virus de Epstein Barr (EBV), el cual se encontrd en células de linfoma
de Burkitt pediatrico (9).

A nivel mundial, el 20% de todos los casos de cancer estan causados por
agentes infecciosos, los cuales pueden ser bacterias, parasitos y
principalmente virus (10). Algunos de estos canceres pueden tener una
gran variacion geografica (11). Dicha variacién puede deberse a factores
endémicos de la regidon o debida a factores del estilo de vida de los
habitantes. Importantes en el contexto de las infecciones es el caso de la
higiene y la accesibilidad a tratamientos eficaces para erradicar o
controlar las infecciones. Es por ello que en paises en desarrollo la tasa
de incidencia de canceres de origen infeccioso es mayor que en los paises
desarrollados (12,13).

Actualmente el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) ha clasificado como carcindgenos tipo I,
los mas fuertemente asociados a cancer en humanos, a los patdégenos los

cuales se mencionan en la Tabla 1(14):



TABLA 1. Agentes infecciosos clasificados como carcinégenos tipo I.

Agente infeccioso

Virus de Epstein-Barr (EBV)

Virus del sarcoma de Kaposi
(KSV)
Virus del
(VPH)
Poliomavirus de células de
Merkel (MCPV)

Virus de la hepatitis B (HBV)
Virus de la hepatitis C (HCV)

papiloma humano

Virus linfotropico de células T
humanas (HTLV1)
Helicobacter pylori (H. pylori )
Schistosoma haematobium

Clonorchis sinensis

Opistorchis viverrini

Cancer asociado
Linfoma de Burkitt, linfoma de
Hodgkin,

carcinoma nasofaringeo

carcinoma gastrico y

Sarcoma de Kaposi

Carcinoma cervical

Carcinoma de células de Merkel

Carcinoma hepatocelular
Carcinoma hepatocelular, linfoma
no Hodgkin

Linforma de células T

Carcinoma gastrico, linfoma MALT
Carcinoma de vejiga

Cancer del conducto biliar y cancer
de higado

Cancer del conducto biliar y cancer

de higado

Algunos de los mecanismos que utilizan estos agentes infecciosos que
estan implicados en la carcinogénesis han evolucionado con ellos como
mecanismos de persistencia, y sus efectos varian dependiendo de las
condiciones del huésped, siendo el cancer una consecuencia secundaria y
accidental a esta persistencia y no el objetivo de dichos patdégenos (13).

Esto puede explicar porque un agente infeccioso altamente prevalente



como EBV, que infecta aproximadamente al 95% de la poblacién mundial,

s6lo en una minima parte de ésta se asocia con cancer.

La participacidon de distintos patdgenos en el origen del cancer es a través
de diversos mecanismos los cuales pueden ser de forma directa o
indirecta, por lo tanto el agente infeccioso puede encontrarse en la célula
transformada o no necesariamente. Cuando los agentes infecciosos
carcinogénicos transforman de forma directa generalmente se encuentran
en el tumor de forma monoclonal (15). Con el fin de persistir dichos
patdgenos utilizan un mecanismo directo el cual les permite integrar el
genoma infeccioso en la célula hospedero, ya sea que éste se integre al
genoma celular o persista de manera extracromosomal. Esto da la opcién
de que por medio de la expresidn de los oncogenes del patdgeno o de
proto-oncogenes celulares se desregulen diferentes vias de sefializacién
que controlan procesos como la apoptosis, proliferacion, mecanismos de
reparacion del DNA y cambios epigenéticos que en conjunto convergen

en la formacién del tumor (16).

Varios mecanismos pueden actuar en la transformacion indirecta, donde
no necesariamente el agente infeccioso se encuentra en la célula tumoral
(17). Estos pueden ser por medio de la induccién de inmunosupresién en
el huésped, la estimulacién antigénica croénica y la inflamacidén crénica
(18,15). La inflamacién, ya comentada anteriormente como un hallmark
del cancer es una caracteristica crucial en los canceres de etiologia
infecciosa. En las infecciones crdonicas infecciosas mediante el
reconocimiento de los patégenos por los receptores tipo Toll (TLRs) se
induce la activacién de factores de transcripcion (como NF-xB) que
desencadenan la respuesta inflamatoria. Por lo tanto se produce un
microambiente inflamatorio donde diferentes mediadores como citocinas

promueven la supervivencia y la proliferacion de las células, mientras que



las especies reactivas de oxigeno (ROS) inducen inestabilidad genética, lo
cual contribuye a la formacidn y persistencia del tumor. El ejemplo mejor
caracterizado de transformacidon a partir de inflamacidén cronica es la

infeccion con H. pylori (19).

Unejemplo del mecanismo directo es el virus del papiloma humano (VPH),
el cual estd asociado al cancer cervical. VPH es mantenido de forma
extracromosomal pero en algunos pacientes se integra por accidente en
el genoma celular, perdiendo secuencias genéticas de la proteina E2, la
cual regula negativamente la expresion de las oncoproteinas virales E6 y
E7. La expresién incontrolada de E6 conduce a la evasion de apoptosis y
E7 aumenta la proliferacién celular, por lo tanto E6 y E7 contribuyen en

el fenotipo maligno de la célula (11,15).

EBV es otro ejemplo de agente infeccioso oncogénico directo ya que
transforma a partir de la expresion de oncogenes virales en la célula
infectada, por ejemplo LMP-1 y LMP-2A interfieren con la proliferacién,
diferenciacion y supervivencia de los linfocitos B. Algunos de los canceres
asociados a la infeccién por EBV son varios linfomas de células B, pero
también el cancer gastrico y el carcinoma nasofaringeo (15). Algunos
patdogenos pueden contar con ambos mecanismos (directo e indirecto)
para la transformacidén oncogénica, por ejemplo el virus de la hepatitis B
(HVB). La infeccion crénica con HVB produce una necroinflamacion crénica
y proliferacion compensatoria de hepatocitos, provocando un gran dafo
hepatico crénico que conduce al desarrollo de fibrosis, cirrosis y carcinoma
hepatocelular (HCC).(20) Al mismo tiempo, ademdas de producir
necroinflamacién, el HVB cuenta con un mecanismo directo oncogénico,
en el cual HVB integra su genoma en el hepatocito del hospedero en el
86.4% de los casos; dicha integracién del genoma viral frecuentemente

lleva a la produccion de deleciones, translocaciones e inestabilidad
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gendmica que promueve la hepatocarcinogénesis. (21) Este proceso dual
es muy dindmico, ya que hay casos en los que se desarrolla el carcinoma
sin presentar inflamacidén crdénica o por el contrario sélo la inflamacion
crénica y el microambiente de estrés oxidativo son capaces de promover
la carcinogénesis. Esto nos muestra que probablemente estos
mecanismos son independientes pero no necesariamente excluyentes,
por lo que ambos pueden sumarse en la promocion del cadncer como una

consecuencia accidental de su lucha por persistir en el hospedero.
1.4 Cancer gastrico

El CG es la neoplasia mas frecuente del tubo digestivo en todo el mundo.
El 95% del total de CG son adenocarcinomas, cancer del epitelio secretor
o glandular. Otros tipos de cancer en el estdmago son el linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosa (MALT), el tumor del estroma gastrointestinal,

el tumor de tipo carcinoide, entre otros (Figura 2) (22).

En este texto CG se refiere al adenocarcinoma gastrico. Anatdmicamente
el CG se clasifica de acuerdo a la region del estobmago afectada en
proximal (cardial) y distales, que abarca el cuerpo (region media) y el
antro (regién cercana al duodeno) (Figura 2). Los CGs proximal y distal
tienen diferentes caracteristicas epidemioldgicas y clinicas. Los factores
de riesgo para el cdncer gastrico proximal incluyen la obesidad,
enfermedad de reflujo gastroesofagico y el esdéfago de Barrett (24-23);
por otro lado el riesgo de cancer gastrico distal se incrementa por la
presencia de la infeccion con H. pylori, antecedentes familiares, bajo nivel
socioecondmico, tabaquismo y una dieta rica en alimentos salados y un

bajo consumo de frutas y vegetales (23).
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Adenocarcinomas Proximal
(cardial) )
95%
A Distal (cuerpo
Cancer —"
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Otros 5% MALT

Tumor del estroma
gastrointestinal

........

Tumor de tipo
carcinoide

Figura 2. Tipos de cancer gastrico.

El desarrollo del CG es un proceso multifactorial, complejo y de larga
duracién. El adenocarcinoma gastrico es una enfermedad heterogénea.
Histoldgicamente, segun Lauren se divide en los tipos: intestinal, difuso y
mixto (Figura 3)(24). En la cascada o secuencia de Correa, propuesta por
el Dr. Pelayo Correa et al en 1975, se propone la relacién del CG y la
presencia de cambios histoldgicos progresivos en la mucosa gastrica, lo
que lleva a CG a través de la progresion de las siguientes lesiones:
mucosa gastrica normal, gastritis cronica activa no atréfica, gastritis
atrofica multifocal, metaplasia intestinal, displasia y adenocarcinoma
(Figura 3). Esta secuencia de lesiones conduce especificamente al cancer
gastrico de tipo intestinal. A las lesiones intermedias desde gastritis
atréfica hasta displasia se les reconoce como lesiones pre-neoplasicas

porque ya confieren un riesgo incrementado de desarrollar CG. Por su
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parte el CG de tipo difuso surge de la gastritis no atréfica y no tiene

lesiones pre-neopldsicas intermedias (25,26).

Vi

Cancer gastrico
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Clasificacion
histoldgica

_
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Difuso . Intestinal -__ Mixto

——

Mucosa gastrica  Gastritis cronicano  Gastritis atréfica  Metaplasia intestinal Displasia Adenocarcinoma
normal atrofica multifocal
Difuso

Figura 3. Clasificacion histologica del cancer gastrico.
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1.4.1 Factores de riesgo de CG

Existen diferentes estudios que han permitido asociar varios factores de
riesgo con la carcinogénesis y desarrollo del CG. Dentro de ellos
encontramos a agentes infecciosos, a otros agentes ambientales y

factores genéticos del hospedero.
Agentes infecciosos

Entre los factores infecciosos se han asociado dos agentes importantes.
El primero de ellos es la infeccién por la bacteria H. pylori, la cual se
considera el principal factor de riesgo para el desarrollo del CG. La
infeccion persistente con H. pylori se ha relacionado con un
microambiente inflamatorio cronico que conlleva al desarrollo de lesiones
gastrointestinales y precancerosas como gastritis no atrdfica, Ulcera

duodenal, gastritis atrofica y metaplasia (27).

El otro agente infeccioso es el virus de Epstein-Barr (EBV). La infeccién
por EBV se asocia causalmente con aproximadamente el 10% de los CGs.
El CG asociado a EBV se define como la proliferacion de las células
tumorales del CG con infeccion monoclonal y latente por EBV (28,29). El
CG asociado a EBV (EBVaCG) se ha relacionado a diferentes funciones de
los genes de latencia viral, cambios epigenéticos en el genoma de la célula
tumoral y la sobre-expresion de miRNAs virales, entre otras

caracteristicas (30,29).
Agentes ambientales asociados al estilo de vida

Una dieta alta en sales y alimentos conservados en sal estan relacionados
con un aumento del riesgo de CG, sobre todos en paises asiaticos en los
cuales el CG es endémico. El tabaquismo y el consumo de alcohol parecen

ser factores de riesgo moderados. Estudios de casos y controles
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relacionan la ingesta adecuada de frutas y verduras frescas con un efecto
protector contra el CG, gracias a los micronutrientes y anti-oxidantes que
proporcionan (27,17). Por otro lado, se ha observado que los paises en
vias de desarrollo muestran una incidencia de CG mayor que los paises
mas desarrollados, en donde el CG ha disminuido gracias a la erradicacién
de H. pylori y mejores condiciones de vida e higiene. Por lo tanto, el nivel

socioecondmico se asocia de forma inversa al cancer gastrico distal (27).
Factores genéticos del hospedero

Aproximadamente de 1 a 3% de los CG son hereditarios. Entre ellos, uno
de los mas comunes es el cancer gastrico difuso hereditario que se debe
a mutaciones inactivantes en linea germinal en el gen que codifica para
E-cadherina (CDH1). Otros factores de riesgo genéticos que se han
identificado son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en
diferentes genes que participan en la respuesta inmune inflamatoria, por
ejemplo en los genes de citocinas pro- y anti-inflamatorias como
interleucina (IL)-1B, IL-10, IL-8 y el factor de necrosis de tumores (TNF)a
(31).

1.5 Asociacion de H. pyloriy CG

H. pylori es un bacilo con forma espiral Gram negativo y microaerofilico.
Mide aproximadamente 2.5-4.0 um de largo por 0.5 - 1.0 ym de ancho y
tiene de dos a seis flagelos unipolares, fundamentales para su movilidad
en el moco del estbmago, constituidos principalmente por la proteina
flagelina. La bacteria tiene una envoltura doble lipidica en la cual abundan
las proteinas de adhesién que la bacteria utiliza para interactuar con el

epitelio del estdmago (32).
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En 1982, H. pylori fue aislada por Barry Marshall y Robin Warren a partir
de tejido de la mucosa gastrica en pacientes con gastritis sintomatica y
Ulceras, por lo que dichos investigadores propusieron que H. pylori podria
ser el agente causal de estas lesiones gastricas inflamatorias (33). Desde
ese momento la asociacidon de la infeccion con H. pylori y el CG se
comenzd a estudiar. Paises asiaticos (por ejemplo Japén, China, Corea,
Nepal, Butan y Mongolia) tienen una alta prevalencia de infeccién con H.
pylori y de las variantes mas patogénicas, y son los paises que presentan
la mayor incidencia de CG. Por su parte, una baja incidencia de CG y de
infeccion por H. pylori se observa en paises como Estados Unidos y
Alemania. Esta relacién epidemioldgica apoya la relacién causal, misma
gue fue reforzada en estudios en los cuales se observd que individuos en
los que se elimind farmacoldégicamente a la bacteria presentaban una

menor tasa de evolucién a CG que aquellos que no fueron tratados (2).

En el estudio de Uemura et al que incluyd a 1246 pacientes infectados con
H. pylori y 280 pacientes no infectados, los cuales fueron evaluados por
endoscopia y biopsia realizadas al inicio del estudio y durante un
seguimiento de duracion media de 7.8 anos, se encontrd que el 2,9% (36)
pacientes desarrolld6 CG en el grupo infectado con H. pylori, en
comparacién con los individuos que no estaban infectados y donde

ninguno presentdé CG (34).

Mundialmente se estima que H. pylori coloniza el estdmago del 50% de
la poblacién, generalmente la infeccidon ocurre durante la infancia,
principalmente en paises en vias de desarrollo como es el caso de México.
La asociacion del CG con H. pylori fue mucho mas estrecha cuando se
detectaron seroldégicamente anticuerpos anti-H. pylori en sueros
recolectados afnos anteriores al diagnostico del CG (35). Se observd un

aumento gradual en el titulo de anticuerpos anti-H. pylori a medida que
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las lesiones pre-neoplasicas progresaban; por ejemplo, los titulos fueron
menores en gastritis no atréfica y significativamente mayores en
metaplasia. Mientras que aun en zonas endémicas para CG, individuos
con titulos bajos de anticuerpos no presentaban lesiones inflamatorias
gastricas severas y tenian un riesgo disminuido de progresién a CG. Estos
datos apoyan que la infeccidn cronica de H. pylori en la mucosa gastrica

es fundamental para el inicio del CG (36,37).

En México, el estudio de Camorlinga et al analizd la prevalencia de
seropositividad en 618 pacientes, los cuales presentaban gastritis no
atrofica (368 casos), gastritis atrdfica (14 casos), metaplasia intestinal
(110 casos), CG (65 casos) y ulcera duodenal (59 casos). Los resultados
del estudio mostraron seropositividad en 73%, 85%, 82%, 66% y 88%
de los casos, respectivamente; mientras que la deteccion de la infeccidn
confirmada histolégicamente fue en 63%, 78.6%, 69%, 41% y 81%, en
cada grupo, respectivamente. El analisis permitié establecer que la
prevalencia de la infeccidn, tanto seroldgica como histoldgica, es mayor
en casos con gastritis y metaplasia intestinal y es menor en casos con
cancer gastrico (38). La interpretacién que se le dio a estos resultados es
que el papel de H. pylori es muy importante en las primeras etapas de la

evoluciéon a CG.

Estos y otros estudios epidemioldgicos muestran que la infeccién con H.
pylori estd intimamente asociada a un mayor riesgo de CG. Es por ello
que en 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer y
la Organizacién Mundial de la Salud (IARC/OMS) define a H. pylori como
un carcindégeno tipo 1, afirmando que existe la evidencia necesaria para
considerar que H. pylori tiene una relacién causal con la carcinogénesis

gastrica en los seres humanos (39).
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Para obtener evidencia directa y mecanistica de la relacion causal entre
la infeccion con H. pylori y la carcinogénesis gastrica se realizaron
diversas investigaciones en modelos animales, asi como también en
estudios experimentales in vitro. Dentro de los modelos animales mas
estudiados se encuentran: el mono japonés, los jerbos de Mongolia y la
adaptacion de cepas de H. pylori a crecer en cepas de raton. En estos
modelos se ha logrado reproducir la infeccion persistente de la mucosa
gastrica con H. pylori similar a la de los humanos. En 1996, Hirayama
encontré que en un modelo de jerbo de Mongolia se puede inducir gastritis
a las 12 semanas posteriores a la inoculacion con H. pylori, Ulcera gastrica
a las 24 semanas y metaplasia intestinal de 24 a 48 semanas;
acompafiados de infiltracion extensa de neutréfilos y linfocitos (40).
Watanabe et al reportd que la infeccidn con H. pylori puede inducir CG a
las 62 semanas de la inoculacién con H. pylori en un modelo de jerbos de
Mongolia. En este caso se infectaron 27 jerbos con una cepa de H. pylori
aislada de un paciente con Ulcera gastrica, de los gerbos infectados 10
(37%) desarrollaron CG, principalmente de tipo intestinal (41). Los
modelos in vitro se han realizado en células epiteliales gastricas en
cultivo, estos estudios han ayudado a identificar a factores de virulencia
bacterianos, por ejemplo la proteina CagA, que pueden interactuar con
moléculas de diferentes vias de sefalizacidon para favorecer los procesos
de carcinogénesis (42). Esto se describird mas a detalle en la siguiente

seccion.

Como se menciond anteriormente, campanas de erradicacion de H. pylori
con antibioticoterapia han permitido combatir la aparicion de CG. En un
estudio donde se erradicd H. pylori en 253 pacientes infectados no se
observd el desarrollo de CG en una duracién media del seguimiento de
7.8 afios (34). De igual forma, en pacientes que se les detectdé CG en una

etapa temprana y fueron tratados quirdrgicamente de forma exitosa, la
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erradicacién de H. pylori evité una nueva incidencia de CG (43). En
general, las politicas publicas de erradicacién de H. pylori han permitido
la disminucién en la incidencia y mortalidad del CG. Sin embargo el

diagnostico del CG sigue siendo muy tardio en muchas partes del mundo.
1.6 Factores de virulencia de H. pylori

H. pylori posee varios factores de virulencia, los cuales contribuyen a su
patogenicidad, facilitando la colonizacion y prevalencia en la mucosa
gastrica, estableciendo un microambiente inflamatorio productor de
sustancias reactivas de oxigeno (ROS) altamente mutagénicas, asi como
la disrupcion de varias vias de sefializacion criticas de la integridad del
epitelio gastrico del hospedero (44). Un paso critico para la colonizacién
de la mucosa gastrica por H. pylori es la supervivencia a las condiciones
acidas del estédmago. H. pylori, a pesar de no ser una bacteria aciddfila,
cuenta con mecanismos para protegerse del pH acido. Este se basa en la
produccién de una enzima llamada ureasa. La ureasa es la enzima mas
abundante producida por H. pylori. Esta cataboliza la hidrélisis de la urea
en amoniaco (NH3) y didxido de carbono. Los protones del medio acido se
acoplan al amoniaco produciendo al ion amonio que neutraliza el
microambiente acidico, manteniendo un pH de 6 a 7 en torno a la bacteria,
lo que le permite alcanzar la superficie de las células de la mucosa (23).
Su actividad esta regulada por un gradiente de protones dependiente del
pH del medio, el cual regula el cierre o apertura del canal que transporta

la urea dentro de la bacteria (45).

Como una medida también para no exponerse al pH acido del estémago,
H. pylori se mueve hacia las células del epitelio. Su motilidad es
proporcionada por varios flagelos y la proteina flagelina que le permiten
desplazarse entre la viscosidad del moco gastrico y llegar a la superficie

de la célula en la cara apical del epitelio. La forma en espiral también
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facilita su movimiento (46). Una vez que H. pylori alcanza la superficie
del epitelio gastrico, necesita adherirse a la célula para evitar su excrecion
por el peristaltismo o el vaciado gastrico. Para esto, cuenta con proteinas
de membrana externa con funciones de adhesinas (45). Las mas
estudiadas son BabA y Saba, las cuales se unen al antigeno A del grupo
sanguineo y a acido sidlico, respectivamente. Hay otras proteinas de
adherencia como AlpA y AlpB, HopZ y OipA. También gracias a la adhesién
H. pylori puede alterar funciones de la célula hospedero, obteniendo
sustratos metabdlicos y nutrientes que le permiten replicarse (47). Una
de las proteinas que le permite realizar lo anterior es la proteina
vacuolizante VacA. VacA es secretada por la bacteria en la proximidad de
la célula epitelial gastrica a la cual se integra en la membrana lipidica
formando un canal selectivo de aniones (48). Posteriormente se produce
un gradiente de pH que atrae sustancias alcalinas al interior. En ensayos
in vitro este efecto correlaciona con la captacion de agua por 6smosis
originando la vacuolizacidn y muerte celular (49). También VacA induce
la autofagia y apoptosis mediante la liberacidon del citocromo c por la
activaciéon de proteinas pro-apoptoéticas como Bax y Bak (50). Existe una
variacién del gen que codifica para VacA, donde la variante sim1l se

asocia a un mayor riesgo de desarrollar lesiones precancerosas (48).

La siguiente toxina es CagA. CagA es una proteina que es exportada a las
células hospedero mediante un sistema de secrecion tipo IV (T4SS). Una
vez inyectada, CagA puede ser o no fosforilada e interactuar con proteinas
efectoras de distintas vias de sefalizacién alterando funciones esenciales
de la célula. De forma general CagA participa en los cambios morfolégicos
en el citoesqueleto, proliferacién celular, supervivencia, interrupcién de

las uniones inter-celulares y la polaridad (48).

20



1.7 cagPAI Y T4SS

H. pylori es de las bacterias mas diversas en su genoma y con una alta
tasa de recombinacién (27). Esta evolucidn a través del tiempo le ha
permitido adquirir factores de virulencia que favorecen su patogénesis.
Un ejemplo es la isla de patogenicidad de CagA (cagPAI), la cual fue
descubierta en 1996 y se cree que fue adquirida hace unos 60,000 anos
por medio de transferencia horizontal de genes (conjugacion) de otras
bacterias ancestrales (51,52). Su subsistencia actual sugiere que la
cagPAI proporciond muchas ventajas evolutivas a H. pylori. Las cepas de
H. pylori cagPAI positivas se asocian a un mayor riesgo de desarrollar CG.
La cagPAI es un segmento de DNA de aproximadamente 40 kilobases que
contiene cerca de 31 genes. Entre estos genes, el gen que da nombre a
la isla es el que codifica a CagA, y los restantes en conjunto codifican los
componentes que forman el sistema de secrecidn tipo IV (T4SS) (53). Los
T4SS han evolucionado de los mecanismos de conjugacion de DNA en
distintas bacterias. Estos han sido explotados por las bacterias para
también utilizarlos como un medio de transporte de factores de virulencia,
y asi poder intervenir en funciones bioquimicas de la célula hospedero que
les beneficie (54). Actualmente se sabe que los T4SSs son utilizados para
transducir diferentes tipos de sustratos como proteinas efectoras o
material genético a otras bacterias y a células eucariotas (como células

de mamifero, células vegetales u hongos) (55).

La comprension de los T4SSs estd basada en el T4SS de Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens), ya que éste ha sido el mas caracterizado
hasta ahora, convirtiéndose en el prototipo. Algunas otras bacterias que
cuentan con T4SS son bacterias de los géneros, Bartonella, Bordetella,
Brucella, Helicobacter y Legionella (55). EI modelo del T4SS de A.

tumefaciens consta de 11 proteinas candnicas codificadas por VirB (virB1-
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virB11 genes), la proteina de acoplamiento VirD4 y la NTPasa, de los
cuales H. pylori cuenta con las proteinas ortélogas VirB, VirD4 y una
NTPasa. También cuenta con otros componentes esenciales que no tienen
similitud con proteinas conocidas como CagL, Cagl, y CagH, que no son
homologas a los componentes del T4SSs en otras especies bacterianas,
pero se sabe que son esenciales para la actividad del T4SS del cagPAI
(56).

La composicion del T4SS de H. pylori puede clasificarse en tres grupos:

1) Proteinas basicas que se ensamblan para formar el canal del
complejo: CagH, CagM, CagN, CagT(VirB7), CagU, CagV(VirB8),
CagW(VirB6), CagX(VirB9), CagY(VirB10) y Cagd

2) Componentes o subunidades asociadas al pili: CagC(VirB2),
CagH, Cagl, CagL y Cagy(VirB1)

3) Componentes de conversion de energia: CagE(VirB3/VirB4),
Caga(VirB11) y Cagp(VvirD4) (57,56,53).

El T4SS forma una especie de jeringa molecular, y su ensamblaje depende
de multiples interacciones proteina-proteina que forman el complejo
macromolecular y varios factores asociados al pili que se unen a integrinas
(como CagL que se une a la integrina asB1) que actuan como receptores
en la célula hospedero (58). La formacion del pili es inducida por el
contacto de la bacteria con la célula hospedero, pero también puede ser
modulada por condiciones ambientales. Por ejemplo, una baja
disponibilidad de hierro induce una mayor producciéon de pili para
translocar CagA, mientras que un agotamiento de zinc puede disminuir la
biogénesis del pili del T4SS y por lo tanto inhibe la translocacién de CagA
(59). Ademas de la translocacién de CagA, la actividad del T4SS puede
contribuir a la respuesta inflamatoria estimulando la sobreexpresion de
IL-8. Cuando H. pylori hace contacto con el epitelio gastrico, el sistema
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de jeringa del T4SS exporta también peptidoglicano (dipéptidos de
muramilo) al citoplasma de la célula hospedero. Los dipéptidos de
muramilo se unen a la proteina Nodl, la cual activa al factor de
transcripcion NF-xB que induce la expresidén de varios genes como IL-8

que favorecen la respuesta inflamatoria (56).
1.8 La oncoproteina CagA

La proteina CagA es la cuarta proteina mas abundante en H. pylori, sin
embargo no todas las cepas la producen. Por lo tanto, las cepas de H.
pylori pueden clasificarse en las que contienen el gen cagA (CagA
positivas) y las que no lo tienen (CagA negativas) (60). En la poblacién
occidental, las cepas CagA positivas son las que se asocian mas
significativamente con lesiones precancerosas como gastritis atrofica y
adenocarcinoma gastrico, en comparacion con las cepas CagA negativas.
Por otro lado, en paises asiaticos en los que CG es endémico, casi todas
las cepas son CagA positivas, lo que correlaciona con el mayor nimero de

casos de CG que presentan.

Actualmente CagA es clasificada como una oncoproteina debido a su
asociacion al CG. CagA es traslocada a la célula hospedero por el T4SS;
tiene un peso molecular de 120-145 kDa y una vida media de
aproximadamente 200 minutos (61). La infeccién de los jerbos con cepas
H. pylori cagPAI negativas resulté en una inflamacién gastrica
significativamente menor y menos Ulceras gastricas en comparacion con
los infectados con cepas CagA positivas. En el mismo modelo, si se
eliminaba experimentalmente CagA (cepas isogénicas CagA negativas)
también se eliminaba la carcinogénesis gastrica asociada con H. pylori
(62). Otro estudio importante es el de Ohnishi et al, quienes encontraron
evidencia directa de la oncogenicidad de CagA in vivo. La expresion

transgénica de CagA en ratones condujo al desarrollo de hiperplasia
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epitelial gastrica y adenocarcinoma gastrico (25). Es por estos datos que
CagA se considera la unica oncoproteina bacteriana de la que se tiene
conocimiento y cuyo mecanismo molecular pareciera semejar al de un

oncogen viral, como se vera mas adelante.

La secuencia de CagA cuenta con una region repetida llamada “motivos
EPIYA” por los aminoacidos que la forman (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala), presente
en la region carboxilo-terminal de CagA. Hay cuatro motivos EPIYA
distintos (A, B, C, o D). La diferencia entre ellos es la secuencia de
aminoacidos que rodean al motivo EPIYA. Los motivos EPIYA-A y EPIYA-
B se encuentran presentes en las cepas cagA positivas de todo el mundo.
El EPIYA-C se observa generalmente sélo en las cepas de los paises
occidentales, las cuales pueden tener una CagA con EPIYAs ABC, ABCC y
ABCCC, donde un numero mayor de EPIYA-C confiere un mayor riesgo a
desarrollar CG (23). En contraste, el motivo EPIYA-D es casi exclusivo de

las cepas asiaticas.

CagA puede alterar la sefializacidn en la célula hospedero de manera
fosforilacion dependiente e independiente a la fosforilacién (Figura 4).
Una vez que CagA es translocada a la célula hospedero, se ancla a la
membrana interna donde es fosforilada en la tirosina de los motivos EPIYA
por cinasas de la familia Src y Abl. CagA fosforilada activa a la fosfatasa
SHP2, y a su vez SHP2 desfosforila a la cinasa de adhesion focal (FAK), lo
que da lugar a una motilidad celular elevada y a la reorganizacion del
citoesqueleto en una forma alargada, llamada fenotipo colibri. Ademas
CagA activa la via de sefalizacidon de Ras-ERK, la cual regula procesos de
proliferacion, migracion y adherencia. También CagA participa en la
alteracién de la polaridad celular apical y basolateral por medio de
PAR1/MARK lo que se traduce en la pérdida de la arquitectura del epitelio
gastrico (63).
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Otra de las vias que activa CagA es la via de PI3K/AKT la cual participa
en la regulacion negativa de proteinas como p21, p27, resistencia a
anoikis y en la induccién de la via Wnt / B-catenina (64). Por otro lado,
CagA no fosforilada interactia con distintas proteinas como E-cadherina
(asociada a pB-catenina), c-Met, Grb2 y PAR1l. Estas interacciones
independientes de la fosforilacion inducen la interrupcion de las uniones
estrechas y las adherentes, pérdida de la polaridad celular y respuestas
proinflamatorias y mitogénicas, todo lo cual contribuye a la carcinogénesis

gastrica (64).
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1.9 Modelo de transformacion mediado por oncogenes virales

Como ya se ha mencionado el sistema de secrecidn tipo IV (T4SS) es un
conjunto de proteinas que puede ensamblarse en la membrana y pueden
transportar diferentes sustratos como proteinas o complejos de

DNA/proteina a células bacterianas, vegetales o de mamifero.

La transferencia de DNA por medio del T4SS a células eucariotas se ha
observado en Agrobacterium tumefaciens, ademas de ser el sistema de
secrecioén tipo IV de referencia. A. tumefaciens codifica el plasmido Ti el
cual se transporta a las células vegetales, donde se integra en una regién
del DNA gendmico, transformando genéticamente a la célula. El DNA
insertado codifica a las enzimas que catalizan la sintesis de hormonas
vegetales y su transduccion resulta en el desarrollo de tumores en la

planta infectada (65).

Este mecanismo de transferencia de DNA se ha encontrado recientemente
también en Bartonella henselae, la cual moviliza un plasmido a las células
endoteliales vasculares humanas (66,11). Por lo tanto, asi como A.
tumefaciens y B. henselae pueden transferir DNA a la célula hospedero
eucariota, otras bacterias que cuentan con el T4SS, como H. pylori
podrian tener la misma capacidad, de modo que la transferencia de
material genético bacteriano confiera un riesgo incrementado para la
transformaciéon de la célula hospedero. Aunque la capacidad
transformante de CagA ha sido demostrada en modelos animales, resulta
a partir de manipulacion genética y expresion ectépica constitutiva. En la
infeccion natural de la bacteria no se entiende de qué manera una
proteina de vida media corta puede participar en la carcinogénesis del

epitelio gastrico.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es un problema de salud publica mundial y una de las causas de
mayor mortalidad en el mundo. A nivel mundial y nacional, el cancer
gastrico es el tercero con mayor mortalidad. El principal factor de riesgo
determinante para el desarrollo de cancer gastrico es la infeccién con la
bacteria H. pylori. En la infeccion por H. pylori, ésta hace uso de varios
factores de virulencia, entre ellos la oncoproteina CagA. CagA es
traslocada a la célula hospedero por medio de un sistema de secrecion
tipo IV. CagA modula distintas vias de sefializacidon celular asociadas a
varios procesos de carcinogénesis. Homologando a los oncogenes virales,
CagA debiera encontrarse crénicamente en las células blanco para
promover la transformaciéon oncogénica irreversible, sin embargo CagA
tiene una vida media en el interior de la célula de aproximadamente 200
minutos. En este estudio se propone que el gen de cagA pudiera también
ser introducido a la célula epitelial hospedero, igualmente homologando
a los T4SS de A. tumefaciens y B. Henselae. Por lo tanto en este trabajo
se propone realizar por medio de PCR en un modelo de infeccion de células
AGS con H. pylori, la busqueda de DNA codificante para CagA en células
epiteliales infectadas, ya que no se sabe cdmo es que CagA puede
mantenerse cronicamente en las células epiteliales gastricas para

transformarlas a un fenotipo maligno y producir el tumor.
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3. HIPOTESIS

H. pylori puede translocar DNA que codifica para la oncoproteina CagA a

células epiteliales gastricas, lo cual favorecera al fenotipo maligno de la

célula epitelial hospedera.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existe una transduccién selectiva del DNA de H. pylori que

codifica para la oncoproteina CagA en las células hospedero que explique

la asociacion que tiene dicha proteina con cancer gastrico.

4.1 Objetivos particulares

Evaluar si existe una transduccién selectiva del DNA de H. pylori
que codifica para la oncoproteina CagA en la linea celular AGS la
cual proviene de epitelio gastrico y es permisiva a la infeccidn.

Analizar las condiciones como el crecimiento celular ante
mecanismos de induccion de muerte por apoptosis,
guimiorresistencia e invasiéon, que pudieran favorecer la
translocacion de material genético al conferir ventajas en la célula

infectada.
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5. METODOLOGIA

En la Figura 5 se ilustra un diagrama de fluio general de la metodologia,

la cual es posteriormente detallada en cada apartado.

—] Celulas N Celulas AGS Calulas AGS
| ‘ MCF10A 80 i U an medio con
sUSPENEin, \ | ensayode Etdpasida,
Vi praviamarnte I, = invasian, previaments
] infectadas | - RrEviamante nfactadas con
con H, pilosd infectadas H. pvlorl
con H, pylerd
Células Células CHulas AGS
resstantes AGE guirmsorresistentes

a Anoikis NV asIVas

Extraccidn de DMNA del pellet celular y posteriormente PCR punto final de los genes
B-gcting, cogA y ured

Figura 5. Representacién general de la metodologia realizada.

Cepas vy cultivo de Helicobacter pylori

Las cepas de H. pylori que se utilizaron en este estudio son dos, una CagA
positiva y otra CagA negativa. La primera es una cepa que contiene una
CagA de tipo occidental, es decir con un motivo EPIYA ABCCC, la cual fue
comprada a American Type culture collection (ATCC, Manassas, VA, USA)
e identificada con el nUmero 43504. La segunda cepa se obtuvo de un
aislado clinico de nuestro grupo de trabajo, la cual se identific6 como
365A3 y cuenta con una CagPAI incompleta ya que carece del gen de

cagA.
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Para crecer a H. pylori se prepard agar sangre utilizando Agar base sangre
(BD, Bioscience, San Jose, CA, USA No. 211037) suplementado con
sangre de carnero desfibrinada al 5%. Se realizé la siembra con un hisopo
estéril y se incubd a 9% de CO, y 37°C por 48 horas hasta que se formo

un cesped en la placa.

Lineas celulares

Se utilizd6 a las células AGS de epitelio glandular derivado de cancer
gastrico debido a que es el modelo de infeccidn con H. pylori mas
estudiado. Por otro lado, se utilizdé también a las células MCF-10A, epitelio
glandular de mama, como modelo de células no transformadas. Las
células AGS se cultivaron en medio F12 (GIBCO No. 11765) suplementado
con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, GIBCO No. 12483-020). Las células
MCF-10A adquiridas de la ATCC (CRL-10317), se crecieron en medio
DMEM suplementado con suero de caballo (GIBCO-16050-114), con
factor de crecimiento epidermal (EGF-PREPROTECH No. AF-100-15),
hidrocortisona (SIGMA No. H-0888), toxina del célera (SIGMA No. C-
8052) e insulina (Sigma No. 1-1882), como se ha descrito

previamente.(67) Las células se mantuvieron a 5% de CO; a 37°C.

Ensayos de infeccion de células AGS y MCF-10A con H. pylori

Para realizar la infeccidn con H. pylori, primero se cultivan las células que
se van a infectar en una placa de seis pozos. Se siembran 800 000 células
(aprox. 80% de confluencia) en 1 mL de medio no suplementado en cada
pozo. Al momento de realizar la infeccidon H. pylori debe de encontrarse
en la fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente 24 horas en

cultivo).
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Para realizar los ensayos se utilizd un MOI (multiplicidad de infeccién, se
refiere al nUmero de bacterias por cada célula infectada) = 50 de H. pylori,
el cual se cuantifico de la siguiente manera. Se tomo el césped de H. pylori
con un hisopo estéril y en campana de flujo laminar y se re-suspendid en
1 mL de PBS 1X en un tubo de 1.5 mL. Se centrifugd a 4,000 rpm por 5
minutos, se decantd y se adiciond nuevamente 1 mL de PBS para volver
a re-suspender la bacteria (suspensidon inicial). A partir de esta
suspension, se tomaron 100 pL que se llevaron a 1 mL en otro tubo de
1.5 mL (diluciéon 1:10). De la suspension diluida 1:10 se cuantifico la
bacteria por espectrofotometria a 550 nm. A partir de la absorbancia se
calculé la cantidad de bacteria total, en una relacion de una Abs = 1 es
equivalente a 1x10° de bacterias totales en la suspension inicial. Después
se calculd el volumen requerido de la suspension bacteriana para infectar,
dependiendo del MOI y del nUmero de células que se van a infectar. En
este estudio se utilizé un MOI de 50, al menos que se especifique de otra

manera.

Con el fin de mantener el volumen del medio de crecimiento de las células
constante en todas las condiciones, antes de agregar la suspensidn
bacteriana se retiré un volumen de medio no suplementado igual al
volumen de suspensidn bacteriana requerida. Las infecciones se

incubaron por 24 horas en una atmédsfera himeda con 5% de CO; a 37°C.

Para eliminar la bacteria después de la infeccidén, las células fueron
lavadas 3 veces exhaustivamente con PBS 1x y azida de sodio 0.1%.
Después se agregd medio suplementado con gentamicina (1.5 mg/mL)
incubando por una hora. Pasado el tiempo se lavaron nuevamente las
células y se observaron con el microscopio para verificar que la bacteria
se hubiera eliminado. Posteriormente las células infectadas se utilizaron

para los diferentes ensayos.
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Ensayo de células en suspension

Las células MCF-10A fueron infectadas por 24 horas con las cepas de H.
pylori. Después las células fueron despegadas del plastico con tripsina
0.25% / 0.53 mM de EDTA y se incubaron en suspension durante 8 horas
a 37°C y con agitacién baja. Transcurrido el tiempo se colocd la
suspension celular en una placa; las células vivas que se pegaron al
plastico se incubaron hasta confluencia. Finalmente se despegaron con
tripsina al 0.25%/0.53 mM para extraer el DNA vy realizar el analisis por

PCR de los genes bacterianos.

Ensayo de quimioresistencia.

Células AGS se cultivaron al 70% de sub-confluencia en una placa de 6
pozos, se infectaron durante 6 horas con las cepas de H. pylori, en medio
F12 libre de SFB. Después del tiempo de infeccion se elimind la bacteria
como se menciond antes y se cultivaron las células en medio
suplementado y con el farmaco qumioterapéutico etopdsido a una

concentracion de 8 uM y 16 uM.

Después de 7 dias con etopdsido, se dejé proliferar el cultivo con medio
fresco suplementado y sin etopdsido. Posteriormente se despegaron con
tripsina al 0.25%/0.53 mM, de donde se tomd la mitad de las células para
el analisis por PCR (denominado pase cero) y la otra mitad se volvid a
sembrar en un nuevo pozo (pase uno). El pase uno se mantuvo con medio
suplementado para su proliferacion y mas tarde se despegaron de la

misma forma para el posterior analisis por PCR de los genes bacterianos.

Ensayo de invasion.

Se cultivaron células AGS al 80% de sub-confluencia en una placa de 6

pozos y se infectaron durante 24 horas con un MOI de 50 con las cepas
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de H. pylori. Después de 24 horas de infeccion, se observd en el
microscopio de campo claro el fenotipo celular alargado caracteristico de
la infeccion, denominado fenotipo colibri. A continuacidn se tripsinizaron
las células y se contaron con azul tripano utilizando la camara de

Neubauer.

Al mismo tiempo, el matrigel fue diluido 1:4 para utilizar 50 uL por pozo
en los Insertos Transwell (Corning-Costar catalogo 3422). Se dejo
polimerizar durante 30 minutos a 37°C. Después de polimerizar, las
células se suspendieron en 180 pL de medio de cultivo sin SFB
agregandose a la parte superior del inserto (sobre el matrigel), 4x10°
células AGS por cada condicién, 2x10° de células MDA-MB-231 altamente
invasivas que se utilizaron como control positivo y 2x10° de células MCF-
10A como control negativo. En la parte inferior del inserto se colocé 1 mL
de medio de cultivo adicionado con 10% de SFB como agente
quimioatrayente. Se incubé a 37°C durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo, se retird la parte superior del inserto y las células invasoras que
atravesaron al otro lado del transwell se fijaron con PFA al 4% se tifieron
con cristal violeta y después se contaron 10 campos aleatorios en el

objetivo 10x.

Las células que atravesaron y se pegaron a la placa, se incubaron y
crecieron hasta confluencia. Después se lavaron las células con PBS 1x y
se despegaron con tripsina 0.25%/0.53 mM de EDTA, para

posteriormente hacer el analisis por PCR de los genes bacterianos.

Extraccion de DNA.

Se extrajo el DNA de las células infectads de cada ensayo por medio de
columnas de silice siguiendo el protocolo del kit (Favorgen). EI DNA

purificado se cuantific6 en el espectrofotometro NanoDrop 2000 de
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Thermo Fisher Scientific. La calidad del DNA se comprobd mediante la

relacion 260/280, y su integridad en un gel de agarosa al 1% y mediante

la amplificacion del gen enddégeno de B-actina.

PCR punto final.

Para el PCR punto final de los

genes cagA, ureC y B-actina

se prepard una mezcla de

reaccion de volumen final de

50 pL, conteniendo 100 ng de

DNA, una concentracion final

de 1uM de cada primer, 2.5
mM de MgCl; y 200 pM de
dNTPs. En la figura 6 se puede

| -z, 1 ) ) —
=]

F5-R7(1.2 kb)

Figura 6. Representacion esquematica de la
localizacion de los primers para la amplificacion
del C terminal de CagA.

observar la posicion de los primers para el PCR del gen cagA.

Para cada PCR se utilizaron

las siguientes condiciones y primers,

previamente estandarizadas por el laboratorio.

Tabla 2. Condiciones utilizadas para cada reaccion de PCR punto final.

Gen Condiciones Secuencia de primers direccién 5°- | Tamafo
37 de
amplicon
cagA (C- | Temperatura de | CCCTAGTCGGTAATGGGTTATC 1.2 Kb
terminal) | activacion: 95°C por 1 | TTAAGATTTTTGGAAACCAC

minuto.
30 ciclos:
e 95°C por 1 min
e 55°C por 1 min
e 72°C por 1:30 min

Temperatura de
elongacién final: 72°C por
10 minutos.
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ureC Temperatura de | GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGG | 194 pb
(glmM) activaciéon: 94°C por 5|G
minutos. GCTTACTTTCTAACACTAACGCGC
35 ciclos:
e 94°C por 1 min
e 59°C por 1 min
e 72°C por 1 min
Temperatura de
elongacion final: 72°C por
7 minutos.
p-actina | Temperatura de | CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG 670 pb

activaciéon: 94°C por 5
minutos.
30 ciclos:

e 94°C por 1 min

e 59°C por 1 min

e 72°C por 1:45 min
Temperatura de
elongacién final: 72°C por
10 minutos.

TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA

Posteriormente se corrieron los productos de PCR en un gel de agarosa al

1.2% teflidos con Bromuro de etidio (75 ng para 25 mL), y se utilizé el

marcador de peso molecular ¢174. Al final de la electroforesis el gel fue

revelado con luz UV en el fotodocumentador.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico entre tres o mas variables se determind mediante

la prueba ANOVA, seguida de una prueba Tukey. La diferencia significativa

se consideré como de p < 0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Infeccion de células AGS y eliminacion de H. pylori

La infeccion de las células AGS con H. pylori se pudo reproducir de forma
exitosa, monitoreando a través del fenotipo colibri, que es sugerente de
la transduccién, fosforilaciéon y sefalizacion de CagA en la célula
hospedero. Para observar si H. pylori transloca DNA codificador de CagA
se realizd la infeccién de células AGS con un MOI 50, el cual se eligid
porque al utilizar un MOI mas bajo (en la mayoria de los estudios se utiliza
un MOI de 100) seria mas facil eliminar la bacteria después de la infeccidon.
Se establecieron tres condiciones para el ensayo de infeccidén: células AGS
infectadas con la cepa CagA positiva (EPIYA ABCCC), células AGS
infectadas con la cepa CagA negativa, y células AGS no infectadas, este

ultimo nos sirve como un control de viabilidad de las células.

Después de la infeccion se extrajo el DNA de las células AGS de cada
condicién y como primer paso se realiz6 el PCR punto final del gen
enddgeno B-actina, el cual permite verificar la integridad del DNA extraido
del ensayo de infeccion (Figura 7). Posteriormente, se realizd la busqueda
del gen cagA por PCR punto final, utilizando los primers que flanquean la
region EPIYA; como control positivo para éste y en todos los ensayos se

utilizé DNA bacteriano extraido de la cepa CagA positiva.

Para comprobar que la banda correspondiente a CagA no es debida a DNA
contaminante originado por la presencia de bacteria que no se removio
del cultivo con los lavados y el tratamiento con gentamicina después de
la infeccidn, se realiz6 la busqueda por PCR del gen constitutivo ureC
(glmM) de H. pylori, el cual entonces hipotetizamos que nos va a indicar

si aun habia bacteria remanente. Como control positivo del PCR se usé
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DNA extraido diréctamente del cesped bacteriano de ambas cepas (CagA

negativa y CagA positiva).

M CagA+ CagA- CNI C- C+
O
1353 - -
1078 <«—C ter CagA
862 p
03—
M CagA+ CagA- CNI C- C+ C+
ABCCC CagA
310
271/281 . R [ ureC
234
194
M CagA+ CagA- CNI C- C+
1078 | —
862 | n——
603 | e D S e le—B-actina

Figura 7. Analisis de la transduccion del gen cagA4 en células AGS infectadas con H.

pylori, cepas CagA positivas y negativas. Se muestra la amplificacion por PCR de los genes

cagA (region variable C-terminal, panel superior), ureasa C, (ureC, panel de en medio) y /-

actina (panel inferior) de un ensayo de infeccion de células AGS con H. pylori CagA+ 'y

CagA- (MOI 50) por 24 horas, y un control negativo de células AGS no infectadas (CNI). C-

representa el control negativo de la reaccion de PCR, en el cual en vez de agregar DNA se

agregd agua; por otro lado C+ representa el control positivo, donde se agregd DNA

bacteriano de H. pylori para observar la amplificacion del gen de interés cagd o ureC,

mientras que para el gen p-actina se utilizo DNA proveniente de una linea celular CNI =
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células no infectadas, M = marcador de peso molecular, C- = control sin DNA, C+ = control

con DNA de H. pylori o DNA celular en el caso de S-actina.

En la literatura no se encontré algin método en concreto para separar la
bacteria adherida a las células hospedero. Por lo tanto como primera
técnica ademas de matar a las bacterias con gentamicina, se
implementaron varios lavados exhaustivos con PBS y azida de sodio al
0.1% para eliminar toda la bacteria después de la infeccién. Como
resultado del andlisis por PCR se observo la presencia del gen de cagA,
pero también se encontrd la banda correspondiente al gen constitutivo
ureC. Este resultado nos indica que la causa de ambas bandas es
probablemente debido a que habia bacteria remanente en las células y no
debido a la transferencia de DNA codificante de CagA a la célula infectada
(Figura 7).

Cabe mencionar que en el PCR del gen ureC se observd una banda mucho
mas intensa en la cepa CagA negativa que en la CagA positiva (Figura 7).
No es claro el origen de esta diferencia, pero puede deberse a varias
razones, por ejemplo el que ambas cepas de H. pylori difieran en nimero
de copias de ese gen. En ensayos subsecuentes se decidid utilizar sdélo
como control positivo la cepa CagA negativa en todos los siguientes PCRs

del gen ureC.

6.2 Ensayo en suspension de células MCF-10A infectadas con H.
pylori.

Una caracteristica comun de los oncogenes virales y los proto-oncogenes
celulares es la promocién de la evasién de apoptosis. Nosotros
hipotetizamos que si CagA confiere una ventaja de sobrevida a la célula
infectada, esta ventaja seria mas util en condiciones de estrés celular. Las

células epiteliales normalmente crecen adheridas a una superficie que en
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los tejidos es la membrana basal y en los cultivos in vitro es el plastico.
El separar a las células de ese soporte desencadena mecanismos de
muerte denominado anoikis. En el epitelio gastrico y mamario que son
secretores, es asi como se forman los ductos de las glandulas, cuando las
células del lumen pierden el contacto con la matriz extracelular. En
nuestro grupo de trabajo hemos observado que las cepas de H. pylori
CagA positivas inducen resistencia a anoikis (67). Nosotros nos
preguntamos si células crecidas en suspension en las que se deberian de
inducir anoikis, se veria favorecida la transduccién de material genético
bacteriano que activara mecanismos de resistencia a muerte celular y
favoreciera la sobrevida de las células no adheridas a substrato. Para este
ensayo se utilizd un modelo de células inmortalizadas pero no
transformadas de epitelio de mama, las células MCF-10A, ya que las AGS
al ser transformadas ya tiene prendidos sus propios mecanismos de
resistencia a anoikis y no existen comercialmente células de epitelio
gastrico no transformado. En las células MCF-10A ya se habia

estandarizado y validado en el laboratorio la infeccién con H. pylori (67).

En el PCR de las células resistentes a anoikis no se observd ninguna banda
en ninguna de las condiciones que corresponda al gen de cagA o ureC
(Figura 8), ésto sugiere que no hubo transferencia de DNA de H. pylori a
las células que sobrevivieron a la induccion de muerte por falta de pegado

a substrato.
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Figura 8. Analisis de la transduccion del gen cagA4 en células MCF-10A resistentes a
anoikis infectadas con H. pylori, cepas CagA positivas y negativas. Se presenta el gel de
la amplificacion por PCR de los genes cagA (region variable C-terminal), ureC' y f-actina.
Las células MCF-10A se infectaron con H. pylori CagA+ y CagA- (MOI 50) por 24 horas, y
un control negativo de células no infectadas (CNI). Las tres condiciones se colocaron en
suspension por ocho horas. Las células resistentes a apoptosis se cultivaron hasta proliferar
y se extrajo el DNA para el anélisis por PCR. CNI = c¢lulas no infectadas, M = marcador de

peso molecular, C- = control sin DNA, C+ = control con DNA de H. pylori o DNA celular.

6.3 Ensayo de quimiorresistencia de células AGS infectadas con

H. pylori.

De igual forma se realizd un ensayo de resistencia al farmaco etopdsido.
El etopdsido es utilizado como quimioterapéutico en el tratamiento del

cancer y es un inhibidor de la topoisomerasa 11, la cual participa de forma
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importante en el ciclo celular (68). Se ha observado que canceres
avanzados tienden a desarrollar resistencia a las quimioterapias, incluida
a éste farmaco, y esa quimiorresistencia también es observable en lineas

celulares derivadas de tumores agresivos (69).

Es por esto que en el siguiente experimento se evalud si las células
infectadas con H. pylori CagA positivas presentan una ventaja de
resistencia a etoposido apoyando que esa ventaja es mayor si la bacteria
ademas de transducir proteina es capaz de transducir el gen que codifica
a CagA. Para este experimento se mantuvieron las células AGS infectadas
con H. pylori a diferentes concentraciones de etopdsido en el medio (pase
cero) y después se les realizdé un pase de cultivo (pase uno) y en ambos

pases se realizé la busqueda del gen de cagA.

A las células resistentes a etopdsido se les extrajo el DNA y se realizé la
busqueda del gen cagA y ureC por PCR. En el gel de la concentracién 16
MM de etopdsido, se puede apreciar en el pase cero una ligera banda
correspondiente a cagA en las células infectadas con la cepa CagA
positiva, y una banda bien definida en las células infectadas con CagA
negativa para el gen de ureC, mientras que en el pase uno ya no se
observa ninguna banda para CagA pero se mantuvo la correspondiente a
ureC (Figura 9). Por lo tanto los resultados obtenidos sugieren que no
hubo translocacion del gen de CagA y la banda de cagA observada junto
con la de ureC se debi6 a un pequeno remanente de bacteria

contaminante en las células infectadas.
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Figura 9. Bisqueda de la transduccion del gen cagA en células AGS quimiorresistentes
a etoposido. Las células AGS se cultivaron en medio F12 suplementado y con una
concentracion 16 pM de etopodsido. Las células fueron previamente infectadas con las cepas
H. pylori CagA+ y CagA- (MOI 50) por 6 horas, y un control negativo de células no
infectadas. Se presenta el gel de la amplificacion por PCR de los genes cagA (region variable
C-terminal), ureC y S-actina del pase cero (A) y pase uno (B). CNI = células no infectadas,
M = marcador de peso molecular, C- = control sin DNA, C+ = control con DNA de H. pylori
o DNA celular.

6.4 Ensayo de invasion de células AGS infectadas con H. pylori.

Actualmente se sabe que durante el proceso de la Transicion Epitelio
Mesénquima (TEM), las células epiteliales adquieren propiedades
mesenquimales que facilitan la movilidad celular y les induce la capacidad
de invadir. Aunque la TEM es un fendmeno fisioldogico durante la
embriogénesis, se cree que en cancer es responsable de las metastasis
del tumor primario hacia otros érganos. En el laboratorio se ha generado
evidencia de que la via de PI3K/AKT activada por CagA es un inductor de

la TEM y como consecuencia de ello las células infectadas se vuelven
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invasivas y quimiorresistentes (67). Nosotros hipotetizamos entonces que
células con mayor capacidad invasiva pudieran originarse de la
transduccién de material genético bacteriano que incluyera al gen de
cagA. Por lo tanto se realizd un ensayo de invasién con el objetivo de
seleccionar las células que podrian tener una ventaja sobre las demas
gracias a la infeccidn con H. pylori y la transduccién de material genético
con caracteristicas de promover procesos que favorecen la invasién como
la TEM.

Estudios recientes publicados por Ghoul y Wessler, et al han demostrado
gue las células AGS tienen una capacidad invasora basal (70), la cual se
observa en nuestros resultados en la condicidon donde las células no estan
infectadas (Figura 10A). También podemos observar que las células que
invadieron en un numero significativamente mayor, fueron las infectadas
con la cepa CagA positiva en comparacion a la cepa CagA negativa (Figura
10A y 10B).

Por otro lado, las células que invadieron y se adhirieron en la placa se
dejaron proliferar y se extrajo el DNA para realizar la blusqueda de los
genes ya mencionados. En este ensayo se observd una mayor invasion
en las células AGS no infectadas, probablemente debido a que estas
células presentan una mayor frecuencia de células vivas que las células
infectadas por H. pylori. Igualmente se observé una mayor invasién en
las células infectadas con la cepa CagA positiva que en las infectadas con
la cepa negativa. En el resultado de la PCR no se encontrd ninguna banda
correspondiente al gen de cagA o ureC, mientras que si se observaron en
todas las muestras la banda del gen enddgeno (Figura 10C). Dichos
resultados sugieren que CagA provee de una mayor capacidad de

supervivencia o una mayor capacidad invasora, pero que esto no estd
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mediado por la translocacién de DNA del gen que codifica a cagA a la

célula hospedero.

Células AGS no infecladas Celulas AGS infectadas con H. pylori cagh- Células AGS infecladas can H. pylori cagh+

B)
Ensayo de invasion

120 *
115
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105
3
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NO INFECCION CAG A- CagA+ (ABCCC)
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Figura 10. Analisis de la capacidad invasora de células AGS infectadas con H. pylori,

cepas CagA positivas y negativas y busqueda del gen cagA. Las células utilizadas en el

ensayo de invasion fueron previamente infectadas con H. pylori CagA+ y CagA- (MOI 50)

por 24 horas, y un control negativo de c€lulas no infectadas (CNI). A) Se muestra una imagen

representativa de las células AGS invasoras que atravesaron al otro lado del transwell con

matrigel. B) Grafica del nimero de células que invadieron en cada condicion. C) Gel del PCR

de los genes cagA (region variable C-terminal), ureC'y f-actina. CNI = células no infectadas,

M = marcador de peso molecular, C- = control sin DNA, C+ = control con DNA de H. pylori
o DNA celular.
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7. DISCUSION

En este trabajo buscamos si H. pylori transloca DNA codificante del gen
cagA. Es importante sefalar que el T4SS de H. pyloriy el T4SS arquetipico
de A. tumefaciens tienen un alto nivel de homologia y el segundo ha
servido para modelar funcionalmente al primero, lo que sugiere que H.
pylori también puede tener la capacidad de translocar DNA en las células

que infecta (57).

La transferencia horizontal y la variabilidad genética son eventos
importantes para la evolucion de los genomas bacterianos, los cuales se
pueden dar a través de la ganancia o pérdida génica y reordenamientos
gendmicos. Estos eventos pueden conferir ventajas para la adquisicién de
un mayor potencial adaptativo aumentando la patogenicidad del

microorganismo (71).

H. pylori tiene una amplia variabilidad y diversidad genética y se
recombina con frecuencia con otros H. pylori. También contiene conjuntos
de genes especificos que han sido adquiridos por transferencia horizontal.
Uno de ellos es la isla de patogenicidad de cag (cagPAI), ya mencionada
anteriormente, la cual se sabe que se adquirié hace mas de 60, 000 afios,
y su presencia en la actualidad sugiere la gran ventaja que la cagPAI
proporciono a H. pylori, convirtiéndose en su principal factor de virulencia
(71).

Por lo tanto, dentro de los factores de virulencia de H. pylori el mas ligado
al cancer es la cagPAI, ya que codifica un T4SS, el cual se ensambla y
funciona como una jeringa para trasladar a la oncoproteina cagA y

peptidoglicano a las células epiteliales.
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Dado el alto potencial oncogénico que tiene la oncoproteina cagA, su
presencia constante en la célula es esencial para dar origen al tumor, lo
cual se ha puesto en manifesto en ratones trangénicos que
constitutivamente expresan a esta proteina y que desarrollan carcinomas
en el tracto digestivo (25). De acuerdo con esto, CagA activa diferentes
vias de senalizacién confiriendo ventajas a las célula infectadas
relacionadas con procesos de transformacion oncogénica (63,11). Es por
ello que si H. pylori transloca DNA bacteriano, el gen de cagA es el mejor
candidato que podria conferir una mayor ventaja en la transformacién
oncogénica si se expresa de manera persistente, como ocurre con los
oncogenes virales o en los animales transgénicos. Como resultado de los
primeros experimentos observamos la banda correspondiente al gen cagA
pero también la de ureC lo que nos indica que eliminar a la bacteria
totalmente es muy dificil, lo cual es coherente bioldgicamente ya que in
vivo H. pylori se adhiere fuertemente para evadir el movimiento
peristaltico del estdmago y no ser arrastrada por las fuerzas que pasan
por el tracto digestivo (72). El gen ureC (gimM) sirve como indicador de
bacteria residual ya que estd localizado fuera de la cagPAI, lo cual
creemos es importante porque el gen de cagA pudiera translocarse junto

con algun otro(s) gen(es) de la cagPAI.

El gen ureC codifica para la proteina fosfoglucosamina mutasa (73) la cual
es esencial para la sintesis del peptidoglicano que forma la pared celular
en las bacterias gram negativas (74). En nuestros resultados pudimos
observar que el amplicén del gen ureC en la cepa de H. pylori CagA+ es
menor que en la cepa CagA-. Esto puede atribuirse a la diversidad
numerica y/o de secuencia del gen ureC en las distintas cepas de H. pylori
(75), por ello se utilizd el DNA de la cepa CagA- como control positivo en
los PCR.
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Ya que en el primer experimento no se observd una translocacion de DNA
y tomando en cuenta que la capacidad para transferir DNA de bacterias a
células eucariotas es un proceso poco frecuente, podrian ser que la
transferencia de DNA ocurre en muy pocas células. Por lo tanto decidimos
desafiar a las células infectadas con H. pylori a diferentes ambientes para
forzarlas a utilizar las ventajas que el tener CagA expresado
constitutivamente les pudiera proporcionar. La idea es que a través de las
ventajas conferidas por CagA pudieramos seleccionar y enriquecer las

células en las cuales H. pylori pudo haber transferido DNA.

El siguiente experimento que realizamos fue el ensayo de cultivo en
suspension. Ya que las células requieren de contactos con la matriz
extracelular, cuando se desprenden de ésta se induce la muerte celular
programada llamada Anoikis. La anoikis es un mecanismo que se encarga
de inducir la muerte de células que se desprenden del tejido evitando la
colonizacidon de drganos distantes (76), Se ha demostrado que células
cancerosas pueden resistir anoikis y que ésto se asocia con la transicion
epitelio mesénquima (MET), un proceso importante durante la metastasis
(76). Por esta razén en el ensayo en suspension se utilizaron células no
transformadas MCF-10A las cuales cuando pierden la adherencia a
substrato inician mecanismos de muerte (77). Sin embargo, en los
resultados del andlisis por PCR de las células resistentes a anoikis
tampoco se encontrd evidencia de la translocacidon del gen que codifica a
CagA.

Estudios de Oliveira y Costa, et al han demostrado que H. pylori estimula
una respuesta invasora gracias al T4SS y CagA. Como siguiente paso se
evaluod la capacidad invasora de las células infectadas con H. pylori, y en
las células que invadieron se realizé la busqueda del gen cagA (78). En el

presente estudio mostramos que H. pylori CagA+ indujo niveles
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significativamente mas altos de células invasoras en comparacién con H.
pylori CagA-, lo que indica que CagA tiene un papel importante en la
invasion celular, lo cual concuerda con lo reportado anteriormente (78).
En cambio si comparamos las células no infectadas que invadieron versus
las células infectadas con la cepa CagA+, no hay una diferencia
significativa lo cual puede deberse al dafio por estrés que le ocurre a las

células durante el proceso de infeccidn.

Las células que invadieron se analizaron por PCR y tampoco se encontré
evidencia de tranferencia especifica del DNA que codifica a CagA, lo que
sugiere que la respuesta invasora esta dada por otras vias de interaccién
que involucran a CagA pero no la translocacién del gen cagA a través del
T4SS.

Actualmente la resistencia a los quimioterapéuticos sigue siendo un
problema clinico para el tratamiento del cancer. Uno de ellos es el
etopdsido, el cual es un inhibidor de la topoisomerasa II lo que promueve
la formacion de complejos de DNA y proteina, induciendo de este modo
la apoptosis de células con alto indice proliferativo por dafo al
DNA.(68,79,80). En este contexto, en este trabajo evaluamos si las
células infectadas con H. pylori CagA+ y que fueran resistentes a la
quimioterapia tienen una mayor probabilidad de estar integrando el gen
de cagA y no solo proteina. Como resultado del ensayo de
guimiorresistencia a concentraciones de etoposido de 8 uM y 16 uM, sélo
encontramos bacteria residual pero no encontramos evidencia de DNA

bacteriano que haya sido translocado.

Nuevos estudios interesantes han revelado que si existe una translocacion
de DNA a las células, sin embargo ellos no averiguan un gen en especifico
sino que encuentran que H. pylori transloca DNA por medio del T4SS y

gue el DNA translocado activa receptores TLR9. Ademas el mismo grupo
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de trabajo encontré que la activacion de los TLR9 modula la respuesta
inmune aumentando la respuesta inflamatoria por medio de la IL-17, lo
gue favorece el proceso de carcinogénesis, sin embargo, también tiene
un efecto antiinflamatorio el cual pudiera utilizar H. pylori en la fase aguda
para favorecer el establecimiento de la infeccion. (81,82). Cabe
mencionar que nuestro grupo de trabajo en un estudio de secuenciacion
masiva de tumores gastricos no encontré evidencia de la presencia
selectiva de DNA bacteriano proveniente de la cagPAI, sugiriendo que la
translocacion de DNA a la célula infectada, de existir, pareciera mas un
evento azaroso que dirigido a inyectar cagA y proveer de ventajas

evolutivas a la célula receptora (83).

8. CONCLUSIONES

Nuestros datos en conjunto no apoyan que exista una translocacién
selectiva del DNA bacteriano que codifica para cagA que pudiera conferir
ventajas en la célula infectada, y que por lo tanto tuvieran una

participacion en la transformacion del epitelio gastrico.
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9. PERSPECTIVAS

Por miles de afios H. pylori ha evolucionado junto con el humano con el
unico fin de sobrevivir, es por ello que solo del 1 a 3% de la poblacién
infectada desarrolla cancer gastrico, siendo el cancer gastrico un efecto
secundario y no el principal objetivo de H. pylori. La carcinogénesis de H.
pylori depende no sélo de sus factores de virulencia, sino también de la

genética del hospedero y factores ambientales.

A pesar de que nuestros resultados no demostraron la translocacion de
DNA codificante de la proteina CagA a las células gastricas hospedero,
estudios posteriores de Varga et al, han demostrado que efectivamente
H. pylori posee la capacidad para translocar DNA por medio del T4SS, y
gue éste activa al receptor TLR9 (81,82).

Hasta este momento el T4SS de H. pylori es el Unico capaz de translocar
un sustrato proteico (CagA), un sustrato no proteico (peptidoglicano) y
DNA. Sin embargo aun hay preguntas por resolver acerca de la
patogénesis de H. pylori en el cancer gastrico. Por ejemplo, ¢EI DNA
introducido a la célula eucarionte es un segmento azaroso o especifico del
genoma de H. pylori?, ¢Podria tener otra funcién en la célula que

favorezca la carcinogénesis, ademas de activar al receptor TLR9?.
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