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RESUMEN

Antecedentes: El adenocarcinoma gastrico (ACG) constituye una de las principales
causas de mortalidad por cancer en nuestro pais, por lo que contintda siendo un grave
problema salud publica. Desde el punto de vista histologico y epidemiolégico, el ACG ha
sido clasificado en dos tipos principales: intestinal y difuso. La evoluciéon de los tumores
intestinales se ha caracterizado por una serie de lesiones que inician con la gastritis
inducida por Helicobacter pylori (H. pylori) que puede evolucionar a gastritis crénica,
gastritis cronica atréfica, metaplasia intestinal (MI), displasia, que culmina con la
transformacion de la mucosa gastrica y el desarrollo de cancer. Varios estudios han
demostrado que durante el proceso de transformacién, la mucosa gastrica puede
presentar alteraciones en diversos genes, que codifican para una gran variedad de
proteinas con diferentes actividades dentro de la célula y las cuales podrian estar
implicadas en el proceso de carcinogénesis y estos cambios pudieran verse reflejados en
las proteinas presentes en el plasma sanguineo. Actualmente existe un nimero limitado
de biomarcadores para la deteccion y la evaluacién prondéstica del ACG. Entre ellos se
encuentran los antigenos CA 72.4, CEA y CA19.9. Sin embargo, su sensibilidad y
especificidad bajas no permiten recomendarlos como pruebas diagndsticas para el ACG.
Por tal motivo, la identificacion de nuevas moléculas en plasma con herramientas como la
protedmica podra ampliar la gama de moléculas que potencialmente puedan ser utilizados
para la deteccion en forma temprana de cancer gastrico y el desarrollo de nuevas pruebas
de diagndstico no invasivas. Objetivo: Investigar los perfiles de proteinas presentes en
plasma de pacientes infectados con H. pylori y diagnosticados con gastritis cronica y
adenocarcinoma gastrico tipo intestinal. Metodologia: las muestras de plasmas a analizar
seran de pacientes positivos a H. pylori, con gastritis crénica y adenocarcinoma gastrico
de tipo intestinal. Se analizaran los perfiles de proteinas de ambos grupos por medio de
la técnica electroforesis en geles diferenciales (2-DIGE). Las diferencias en los patrones
de expresion de proteinas entre los grupos se analizaran y se seleccionaran los spots de

las proteinas diferencialmente expresadas y se identificaran por espectrometria de masas.

Palabras Clave: Adenocarcinoma Gaéstrico (ACG), Metaplasia Intestinal (Ml),
Helicobacter pylori (H. pylori), Electroforesis en geles diferenciales en 2D (2D-DIGE),

Isoelectroenfoque (IEF)
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1. INTRODUCCION

El ACG es una enfermedad compleja y heterogénea producida por la interaccion
entre factores infecciosos, genéticos y ambientales.

En 2008 el cancer gastrico represento el cuarto cancer mas comun a nivel mundial
con 988,602 casos (7.8%), estimandose como el segundo lugar en mortalidad por
cancer con 737,419 defunciones (9.7%). La incidencia de cancer gastrico es
mayor en paises en vias de desarrollo en comparacion con los paises
desarrollados’. En México, en el afio 2008 el cancer gastrico representd la
segunda causa de muerte por tumor maligno con 6751 defunciones (8.7%) y el
quinto lugar en incidencia con 7859 casos (6.2%)'. Ademas que representa la
tercera causa de muerte por cancer en edad productiva. De igual manera, el
cancer gastrico y la ulcera péptica se encuentra dentro de las principales causas
de mortalidad en personas mayores de 65 afos, con tasas de mortalidad de 55.6 y

39.3 por cada 100 000 habitantes, respectivamente?.

H. pylori es una bacteria Gram-negativa especializada en la colonizacion del
epitelio gastrico * y presenta factores de virulencia que favorecen la colonizacién
de la mucosa gastrica, como es la produccién de ureasa que le permite la
supervivencia en condiciones acidas *. Ademés su forma en espiral y la presencia
de flagelos le permiten desplazarse a través del moco gastrico. La adherencia de
H. pylori al epitelio gastrico se facilita por la presencia de OMP’s como: SabA,
BabA, OipA°>. H. pylori también produce otros factores que le permiten sobrevivir
en el estbmago, como HP-NAP, que promueve la adhesion de neutrofilos
humanos a las células endoteliales y la produccién de radicales de oxigeno
reactivo, lo que indica que HP-NAP actida como una quimiocina, produciendo un
estado de inflamacién media a moderada®. Los factores de virulencia mas
importantes, asociados a la patogénesis de la bacteria son: VacA, la isla de
patogenicidad (cagPAl), que contienen varios genes que codifican para las
proteinas que forman un sistema de secrecion tipo IV (T4SS) y para la citotoxina

CagA la cual ha sido usada como un marcador para la isla cagPAl. Las cepas de
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H. pylori cagA® estdn asociadas a la ulceracion péptica y al adenocarcinoma
géastrico®. H. pylori infecta a mas de la mitad de la poblacién mundial * y es
considerado como un carcindgeno tipo I%; por lo que la infeccién por esta bacteria
se considera uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
neoplasias malignas en el estémago®. EI mecanismo de transmision de la bacteria
aun no esta elucidado, sin embargo el mecanismo mas aceptado es la transmision
fecal-oral. En la mayoria de los casos, estas infecciones se adquieren en la
infancia, de padres a hijos, provocando asi una inflamacién crénica persistente®.
Por otro lado, existen otros factores de riesgo para el desarrollo del cancer
gastrico, conocidos como factores ambientales que comprenden: la dieta, el
consumo de tabaco y alcohol, la susceptibilidad del hospedero y antecedentes

familiares de cancer gastrico en primer grado’.

Desde el punto de vista histolégico existen dos variantes del ACG: difuso e
intestinal. EI ACGI es el mas comun y afecta dos veces mas a hombres, que a las
mujeres °. El ACGI es precedido por una cascada de lesiones: como inflamacién
cronica activa que afecta la mucosa gastrica normal, la cual puede progresar a GC
y a GA, posteriormente se desarrolla Ml (completa e incompleta); displasia (de
bajo y alto grado), hasta llegar al desarrollo del ACG .

Para el diagnostico de cancer gastrico se utilizan técnicas invasivas como la
endoscopia y toma de biopsia. Este diagndstico desafortunadamente se realiza en
etapas avanzadas de la enfermedad. Por tal motivo se ha tratado de disefar
técnicas menos invasivas, mediante el uso de marcadores serologicos. Entre los
mas utilizados actualmente se encuentran los antigenos CEA, CA72.4, y CA19.9;
sin embargo, su sensibilidad y especificidad son bajas lo cual ha limitado su uso.
Por lo que en este trabajo se propone identificar alguna proteina presente en el
plasma sanguineo mediante el uso de la proteémica y que en un futuro pueda ser
utilizada como un biomarcador para el diagnéstico en etapas tempranas como la

gastritis crénica.



2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL

2.1 Factores de virulencia de H. pylori y su asociacion con el cancer gastrico

Existen dos factores de virulencia que han sido implicados en la desregulacion de
las vias de sefalizacién celular que son responsables de desencadenar la
transformacion que lleva al cancer gastrico. Estos factores son CagA y VacA. Las
cuales son inyectadas y secretadas por H. pylori, respectivamente.

2.1.1 CagA

La proteina CagA es codificada por el gen cagA, que forma parte de la isla de
patogenicidad cagPAl, el cual es un segmento de ADN de aproximadamente 40
kb, que codifica para un sistema de secrecion tipo 1V, a través del cual la proteina
CagA es inyectada a las células epiteliales. Una vez presente en el citoplasma de
la célula epitelial CagA puede ser fosforilada en el residuo de tirosina que forma
parte del motivo Glu, Pro, lle, Try, Ala (EPIYA) del cual se conocen 4 tipos
diferentes A, B, C, D, los cuales se han identificado en la region polimérfica del
carboxilo terminal de CagA y se distinguen por diferentes secuencias de
aminoacidos que rodean al motivo EPIYA. Los motivos A y B son los mas
comunes en el mundo y el motivo C se encuentra normalmente en cepas de
paises occidentales °. Las cepas portadoras del motivo EPIYA C presentan un
namero mayor de sitios y esto es un indicador importante de riesgo para el
desarrollo de cancer gastrico®. En estudios in vitro se ha observado que CagA
fosforilada tiene varios efectos en la célula, entre los que se encuentran: cambios
en el citoesqueleto, cambios en la motilidad y apoptosis*® **. Mientras que la forma
no fosforilada de CagA, se puede unir al complejo de la uniones célula-célula (E-
Cadherina y B-catenina), que son proteinas que pertenecen ZO-1%°, afectando las
uniones estrechas entre las células epiteliales, que provoca la pérdida de la

funcion de la barrera celular®.

Ohnishi et al. Fueron los primeros en proporcionar evidencia experimental de la

oncogenicidad potencial de CagA in vivo. La expresion transgénica de CagA en
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ratones condujo al desarrollo de la hiperplasia epitelial y el adenocarcinoma
gastrico. Asi, la evidencia experimental demostr6 que CagA actia como una
oncoproteina promoviendo el desarrollo de cancer gastrico asociado a la infeccién
por H. pylori*2. Aunque las actividades biolégicas de CagA sugieren un papel
oncogeénico directo,hay que sefialar que dicha proteina actua en las células del
hospedero muchos afios antes de que el cancer se origine y las alteraciones en la
vias de sefalizacion inducidas por CagA es un fendémeno reversible que cambia el
fenotipo célular, mas no el genotipo. Debido a que la progresion tumoral requiere
de la acumulacion de cambios genéticos es necesario profundizar aiun mas en la
interaccion entre los procesos de sefalizacion especificos que utiliza H. pylori para
comunicarse con la célula huesped y la respuesta inflamatoria crénica que ésta

produce 3.

2.1.2 VacA

La citotoxina VacA es otro factor de virulencia de H. pylori que tiene diversos
efectos en la célula hospedera. Esta citotoxina es codificada por el gen constitutivo
vacA. La actividad de esta proteina fue encontrada cuando en el sobrenadante
derivado del cultivo de H. pylori mostraron que inducia grandes vacuolas en la

célula en diversas lineas celulares en cultivo®®.

Las cepas de H. pylori pueden producir cantidades variables de la citotoxina VacA
debido a cambios en el nivel de la secrecion y variaciones en la actividad
especifica. Estos cambios se atribuyen a las variaciones que existen en la
estructura del gen vacA, dentro de la region sefal (s) con subtipos s1 y s2; la
regién media (m) con genotipo m1 y m2; y la regién intermedia (i)*°. Las cepas de
H. pylori con el genotipo s1/ml producen mas citotoxina que las cepas que
presentan el genotipo de vacA s2/m2. Se ha reportado que aislamientos clinicos
de H. pylori que presentan los genotipos de vacA sl/ml o s1/m2 pueden ser
asociadas con el cancer gastrico. Pero en general los pacientes que desarrollan

adenocarcinoma gastrico presentan cepas con el genotipo vacA del tipo s1/m1*°.



Se han descrito multiples efectos de la citotoxina VacA en las células epiteliales,
que incluyen: la formacién de vacuolas, el incremento de la permeabilidad
paracelular y la induccion de apoptosis. Asi como la formacion de poros en la
membrana celular, que permiten el paso de nutrientes necesarios para H. pylori.
También se ha observado que VacA interfiere con la presentacion de antigenos e
inhibe la activacién y proliferacién de células T y B in vitro'’, contribuyendo a la
persistencia de la infeccion. En términos generales, se sugiere que las funciones
primordiales de VacA son proporcionar nutrientes lo cual favorece el
establecimiento de la bacteria. Pero ademas promueve la persistencia y

cronicidad de la infeccion °.

2.2 Modelo carcinogénico

Parsonnet'® propuso un modelo de carcinogénesis desencadenado por H. pylori.
La bacteria causa una inflamacion prolongada en la mucosa gastrica. A su vez,
esta inflamacion resulta en la formacion de ROS y RNOS), que tienen un alto
potencial para causar mutaciones. La infeccién crénica y por consecuencia la
inflamacion crénica, causan aberraciones en la fisiologia, incluyendo la pérdida de
la acidez gastrica (hipoclorhidria), alteraciones en los niveles hormonales
(gastrina). H. pylori puede promover un incremento en la apoptosis, compensado
por un incremento en la proliferacién de las células epiteliales, lo cual puede
contribuir a la seleccién de células mutadas que lleva a la malignidad. En otras
palabras, el modelo carcinogénico comprende dos procesos primarios: alteraciéon
en la homeostasis proliferacion/apoptosis y el dafio al DNA. Por otro lado, las
caracteristicas del hospedero asi como los factores ambientales podrian influir en

el proceso carcinogénico®®.

2.3 H. pylori y lainflamacion

Existen algunas evidencias que indican que para que H. pylori colonice por un
tiempo prolongado, la bacteria ha adquirido la capacidad de evadir una reaccion
inflamatoria intensa®® y se ha sugerido que niveles altos de inflamacion puede
llevar a la pérdida de la funcién y estructura glandular (atréfia gastrica)® . Se ha

investigado la relacion entre la cagPAIl y la induccidon de una respuesta inflamatoria



y se ha propuesto que la isla cagPAI, mediante el sistema de secrecion tipo 1V
internaliza péptido glicano en la célula hospedera. El péptido glicano interacciona
con los receptores intracelulares tipo NOD1 y lleva a la activacion de la respuesta
pro inflamatoria dependiente de NF-kB, tal como la produccién de Interleucina 8
(IL-8) y otras quimiocina por las células epiteliales. Estas quimiocina llevan al
reclutamiento de células PMNs induciendo inflamacién®. La fase créonica de
gastritis inducida por H. pylori se debe a una respuesta inmune inicial innata y a
una respuesta inmune adaptativa de linfocitos. Las citocinas producidas por los
macrofagos, en particular Interleucina 12 (IL-12) activa células colaboradoras,
tales como linfocitos T cooperadores ( Tyl, Ty2), con una respuesta predominante
tipo Ty, induciendo una respuesta inflamatoria 2.

2.4 Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal

Adenocarcinoma gastrico tipo intestinal puede ser tedéricamente explicado por
mutaciones acumuladas en el DNA después de un proceso precanceroso
prolongado®. El cancer gastrico presenta células neoplasicas, que tienen la
capacidad de penetrar la matriz del estroma®. Se ha investigado una serie de
moléculas que tienen la capacidad de degradar el estroma, una de ellas es
UPAR?. Este se ha encontrado en células inflamatorias y en menor medida en
células cancerosas en areas de invasion del cancer incluyendo cancer gastrico, de

colon, de mama y en cancer oral®* .

En los tumores gastricos se conocen dos vias de carcinogénesis. La primera y
mas comun se conoce como el modelo supresor, que se ha reportado que afecta
al 80% de los casos. Este modelo se caracteriza por la acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas, que tiene lugar paralelamente a la evolucion de la
alteracion histolégica (gastritis-metaplasia-displasia-cancer). Incluye, de forma
caracteristica, la perdida de la funcién de genes supresores, como APC, p53 o
DCC y la activacion de oncogenes como ras o myc. Los tumores que se originan a
traves de esta via muestran una marcada inestabilidad cromosomica,
encontrandose frecuentemente anormalidades citogenéticas, aneuploidia y la
pérdida de alelos. La via alternativa o modelo mutador se caracteriza por la
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aparicion de mutaciones diseminadas por todo el genoma. La sefial caracteristica
de esta via es la alteracion de la longitud y composicion de pequefias secuencias
de bases del ADN o mejor conocidas como microsatélites. La presencia de una
elevada incidencia de alteraciones en los microsatélites, se debe a un defecto en
el sistema de genes reparadores del ADN (hMLH1, hMSH2, hPMS1, hPMS2,
GTBP). La mutacion de alguno de ellos origina una desestabilizacion que

finalmente conduce a mutaciones generalizadas en todo el genoma?® ?’

2.5 Historia natural del adenocarcinoma gastrico

El adenocarcinoma gastrico es precedido por una serie de lesiones, por lo que se
ha propuesto un modelo de etapas consecutivas que inicia con la transformacion
de la mucosa gastrica normal al desarrollo de una gastritis superficial provocada
por varios factores de riesgo como: la infeccion por H. pylori, factores ambientales
y factores genéticos del huésped. Después de varios afios de una inflamacién
intensa (gastritis cronica) se desarrolla la primera lesiébn precancerosa, gastritis
atrofica multifocal. Posteriormente ésta progresara a Ml que puede ser de tipo
intestino delgado o tipo completo o de tipo incompleto o colbnica. Seguido de
esto se presenta displasia (alto y bajo grado) y por Gltimo ACG®. La MI es una
entidad muy frecuente en diversas poblaciones y se ha propuesto que en esta
etapa se encuentran los cambios epiteliales que predisponen hacia la malignidad

del epitelio gastrico.

2.6 Gastritis crénica

La historia de la gastritis cronica data desde el siglo XIX. En 1842 Cruveilhier
describié la relacion entre gastritis y cancer®®. La gastritis se caracteriza por una
infiltracion de leucocitos mononucleares y neutréfilos polimorfonucleares, con una
respuesta Thl predominantemente, acompafado de citocinas proinflamatorias
como interleucina (IL)-1B, TNF-a e IFN-y*°. La causa mas frecuente de gastritis es
la infeccién por H. pylori y la severidad en la inflamacion puede variar con
respecto al tipo de cepa que infecta. Otra caracteristica de la GC asociada con H.

pylori es la presencia de agregados linfoides con centro germinal®. Bajo ciertas



circunstancias el balance entre la respuesta Thl y la respuesta Th2 puede
modificarse, predominando una respuesta Th2, con la expresién de citocinas como
IL-4, IL-5. Se ha asociado la infeccién con helmintos con niveles altos de IgE en

suero *°,

En los primeros pasos en los procesos inflamatorios y atréfia gastrica no se altera
el fenotipo normal de las células epiteliales, sin embargo se alteran los procesos
normales de perdida y de regeneracion celular que se presentan en el epitelio
gastrico®. La GC predispone a AG y MI. Sin embargo para elucidar los
mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de esas dos etapas
precancerosas, se han realizado investigaciones sobre factores de transcripcion
CDX1 y CDX2, que se ha reportado su presencia en el fenotipo intestinal®?. Estos
factores de transcripcion pueden estar involucrados en la regulacion de la
proliferacién y diferenciacion de las células epiteliales del intestino.*’. En un
estudio de investigacion se analizé el patron de expresion de los genes CDX1 y
CDX2 en pacientes con gastritis cronica y la prevalencia de la expresion de CDX1
fue significativamente mayor en mucosa con metaplasia intestinal que en mucosa
gue no presentaba metaplasia intestinal y es notable que la expresion de CDX2 se
encontré en mucosa fundica y antral con la ausencia de CDX1 y otros genes
marcadores para metaplasia intestinal como isomaltosa-sucrasa, defensina
humana 5, fosfatasa alcalina, y MUC2 durante la progresibn a metaplasia
intestinal. Estos descubrimientos indican que posiblemente CDX2 en la mucosa
con inflamacion crénica podria dirigir los eventos moleculares que llevan a las

lesiones precancerosas™.

2.7 Antigenos usados como marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son definidos como biomoléculas que pueden ser
medidos cuantitativamente en tejidos o fluidos®. El diagnéstico temprano incluye:

la deteccion clinica, el panorama del prondstico, el monitoreo de la respuesta al



tratamiento y la deteccion de tumores recurrentes. Un marcador tumoral ideal para
el diagnostico o deteccion debe ser detectado en fluidos bioldgicos, antes de que
el tumor haya desarrollado la capacidad para hacer metastasis. También seria
importante que un marcador tumoral pudiera reflejar exactamente el grado de la
lesién en el tejido **. A continuacién se describen los biomarcadores disponibles

para la deteccién y la evaluacion pronostica del cancer gastrico.

2.7.1 Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El CEA es un producto normal de las células de la mucosa, fundamentalmente de
las células bronquiales e intestinales. Es una glicoproteina que pertenece a la
familia de las moléculas de adhesiéon®. Participa en el reconocimiento intercelular
y en el anclaje celular. La alteracion en los niveles de CEA que se produce en las
células tumorales, facilita su diseminacion y metastasis. Actualmente su baja
sensibilidad y especificidad no permiten recomendarlo como prueba de deteccion
ni como de diagnéstico?®. Los valores habituales de CEA en suero son de 5ng/ml.
Se ha observado que alrededor del 30-50% de los pacientes con tumores
gastricos se detectan un nivel elevado de este antigeno. También, se ha
observado una correlacion entre los niveles en suero de CEA y el estadio tumoral.
La determinaciéon de CEA en suero forma parte de los programas habituales de
seguimiento en el cancer gastrico. La sensibilidad global del CEA es del 70%,
rango que varia notablemente con respecto a la localizacion del tumor y el nivel
preoperatorio. La utilidad principal del CEA es en el seguimiento post-operatorio,
para la deteccion de metastasis hepaticas. Existiendo un numero elevado (30% de
falsos positivos) debido a los errores puntuales de la técnica y a la asociacion con
enfermedades como broncopatias cronicas, hepatopatias, nefropatias,

enfermedades intestinales inflamatorias y otros tumores?®.

2.7.2 Antigeno CA 72.4

Se trata de una glicoproteina tipo mucina de elevado peso molecular. Este
antigeno se expresa en la mayoria de los adenocarcinomas en humanos y ciertos

tejidos fetales, pero no en el tejido adulto normal. El campo de aplicacién principal
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de CA 72.4 es el adenocarcinoma gastrico. CA 72.4 ofrece significativamente
mejores resultados que CEA, el cual se expresa en varios tipos de
adenocarcinoma, pero su especificidad es baja. CA 72.4 suele ser determinado
conjuntamente con el CEA, ya que se ha observado que la combinacion de estos,
mejora el diagnostico clinico. Se detectan concentraciones de CA72.4 en suero
superiores al valor normal (6 U/ml) en el 30-40% de los casos de adenocarcinoma
gastrico. La frecuencia con la que se detectan niveles elevados es
significativamente mayor en estadios tumorales avanzados, de tal modo que existe
relacion directa entre nivel de marcador y el estadio tumoral. Se detecta con mayor
frecuencia casos positivos con invasion tumoral en la pared gastrica. Ademas, la
presencia de niveles elevados de CA 72.4 se asocia con una evolucion negativa

en pacientes que han sido sometidos a una reseccién tumoral curativa °.

En un estudio®! realizado en 2009 para evaluar el nivel pronéstico del MIF, debido
a que este juega un papel importante en las enfermedades inflamatorias e
inmunes. Su principal funcion es inhibir la migraciéon de los macrofagos. También
se ha observado que es un mediador crucial de la inflamacion crénica, que libera
productos bioactivos de citocinas, factores de crecimiento y éxido nitrico® *¢. MIF
incrementd su expresion en muchos tipos de cancer, lo cual ha sugerido que se
involucra en la carcinogénesis®’. En otros estudios se ha relacionado el
incremento de la expresion de MIF con la infeccion de H. pylori, esto en células
géstricas epiteliales y células inflamatorias®. En el estudio se tomé una cohorte de
pacientes con confirmacion histolégica de adenocarcinoma gastrico y pacientes
con dispepsia. Se utilizé6 un ELISA para medir en suero los niveles de CEA y MIF.
Se pudo observar tanto en suero como en el epitelio que la expresion de MIF se
incrementd en gastritis inducida por H. pylori, metaplasia intestinal y cancer
gastrico. Por lo que MIF podria tener un papel importante en la carcinogénesis
gastrica y podria ser un buen biomarcador para la deteccion temprana del cancer

gastrico, asi como para la el pronéstico de la enfermedad®.
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2.8 Prote6émica

Se han realizado investigaciones en muestras plasma de pacientes con cancer
gastrico y lesiones premalignas, con la finalidad de encontrar una o varias
moléculas que pudieran ser utilizados como un marcador tumoral, mediante el uso
de técnicas menos invasivas. Como por ejemplo en un estudio realizado en 2009
por Fu-Ming Qiu et.al.*’, se detectaron nuevos biomarcadores relacionados con el
pronéstico en suero de pacientes con Adenocarcinoma gastrico, clasificados en
grupos de buen pronéstico y mal pronéstico. Esto fue utilizando Espectrometria
de Masas en Tiempo de Vuelo" mediante Desorcidn-lonizacion por Laser de
Superficie (SELDI-TOF-MS). Se establecié un patron de pronostico que consistio
en 5 péptidos con un peso molecular de 4474, 4542, 6443, 4988 y 6685 Da, los
cuales fueron comparados entre ambos grupos obteniéndose una sensibilidad del
84.2% y una especificidad del 85%, lo cual lo hacia significativamente mayor que
la sensibilidad y especificidad del CEA (52.6% y 70% respectivamente). Por otra
parte, también se encontré que el péptido con un peso molecular de 4474 Da fue
significativamente mayor en pacientes con cancer gastrico de mal prondstico con
tiempos de sobrevida cortos en etapas avanzadas que en pacientes con un buen

pronéstico de cancer géastrico®.

En un estudio realizado por Wentao Liu et, al. en 2012* se identificaron
biomarcadores en suero para cancer gastrico usando cromatrografia liquida
multidimensional y electroforesis en geles diferenciales en 2D, en donde se
obtuvieron los perfiles de proteinas del suero de pacientes con cancer gastrico y
pacientes voluntarios sanos. Los spots de proteinas que aumentaban o disminuian
fueron seleccionados para hacer su identificacion por espectrometria de masas.
Se obtuvieron 17 spots que aumentaron y 7 que disminuyeron su expresion en las
muestras de los pacientes con cancer gastrico comparado con los controles. De
los cuales se realizé la identificacion de 7 proteinas que fueron sobreexpresadas
como: el precurson de clusterina, el plasminégeno, el precursor de la
apolipoproteina A-IV, kininégeno-1, el complejo formador de la glicoproteina HC,

componente 4 del complemento, el precursor de la apolipoproteina J,. Las
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proteinas como: el precursor del componente 3 del complemento, el precursor de
hemopoxina, cadena C, la proteina C1q del sistema del complemento y PRO2044
se encontrd disminuida su expresion Cabe mencionar que la proteina clusterina ha
sido identificada en otros tipos de cancer y ha sido asociada a tumores agresivos y
en este estudio se encontrdé una expresion mayor en pacientes con tumor gastrico

que en los sanos™.

2.8.1 Proteoma del plasma sanguineo

El plasma sanguineo esta constituido por componentes proteicos. El proteoma del
plasma se define como aquellas proteinas presentes en el plasma que llevan a
cabo funciones en la circulacién, o a quellas proteinas que se fugan hacia la
sangre como resultado de un dafio importante en alguno de los tejidos*. Con
respecto a las proteinas que estan presentes en el plasma sanguineo se
encuentran proteinas que son liberadas por algun tejido y que tienen una funcién
en el plasma como es el caso de la Albumina que es secretada por el higado y los
intestinos; inmunoglobulinas que son anticuerpos para el reconocimiento de
antigenos. Otro grupo de proteinas que se pueden encontrar en el plasma son los
ligandos de receptores de largo alcance como péptidos y hormonas proteicas
(insulina y eritropoyetina); asi como también se pueden encontran ligandos de
receptores locales como las citocinas y otros mediadores a corta distancia de
respuestas celulares. Otro grupo de proteinas que se puede encontrar son los
denominados pasajeros temporales que incluyen a proteinas no hormonales que
viajan a través del plasma temporalmente en su camino a su sitio de funcion
primaria como son las proteinas lisosomales. Un grupo importante y que seria de
nuestro interes son los productos que escapan del tejido a consecuencia de un
dafio o muerte celular. También se puede encontrar en el plasma secreciones
aberrantes, que son proteinas liberadas de tumores u otros tejidos enfermos, no
necesariamente como resultado de una funcidon normal del organismo. Por otro
lado también se podrian presentar proteinas externas, como proteinas de
organismos infecciosos, que pueden ser incrementados o expuestos a la

circulacion®?.
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3. MAPA CONCEPTUAL

El adenocarcinoma gastrico representa un importante problema de salud a nivel
mundial. Los tumores géstricos se clasifican histologicamente en 2 tipos, en difuso
e intestinal. Los tumores intestinales son precedidos por una serie de lesiones
denominadas lesiones precancerosas que se inician por la infeccion de H. pylori a
la mucosa gastrica, induciendo una gastritis cronica, que puede evolucionar a
atréfia gastrica, metaplasia intestinal y por ultimo el desarrollo del adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal. Durante todo este proceso se ha observado que existen
cambios en la expresion genetica, de tal forma que puede verse reflejado en la
expresion de proteina a nivel local o sistemico (plasma sanguineo). De tal manera
que surge la pregunta de investigacion: ¢existe diferencia entre los perfiles de
proteinas del plasma de pacientes con gastritis crénica y adenocarcinoma gastrico
de tipo intestinal?, la cual se pretende resolver través del uso de la proteomica,
herramientas que permitird identificar proteinas diferenciales que puedan ser
potenciales marcadores para el diagnostico temprano. En varios estudios se han
identificado diferencias en la expresion de proteinas, relacionadas con procesos
metabolicos, proteinas del complemento, apolipoproteinas entre otras en de

pacientes con gastritis y cancer gastrico de tipo intestinal*.
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4. JUSTIFICACION

La gastritis cronica predispone a lesiones precancerosas como atrofia géstrica y
metaplasia intestinal que es una lesion que precede al desarrollo de
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal. Algunos estudios de gendmica, han
mostrado cambios en la expresion de algunos genes que codifican para factores
de crecimiento, citoquinas, moléculas reguladoras del ciclo celular, factores
supresores, moléculas de adhesion celular y factores de inestabilidad genética,
asociados a las lesiones pre malignas o al cancer gastrico.

A pesar de que se han reportado cambios en la expresion de algunas proteinas en
cancer gastrico, existe un numero limitado de biomarcadores disponibles para la
deteccion y la evaluacién prondstica de esta neoplasia.

Entre los marcadores séricos que se utilizan actualmente para el prondstico de
esta enfermedad se encuentran los antigenos CEA, CA 72.4, y CA19.9; sin
embargo, su sensibilidad y especificidad son bajas lo cual ha limitado su uso como
prueba diagnéstica.

Por lo anterior, la identificacibn de nuevas moléculas en plasma con herramientas
como la proted6mica permitira ampliar la gama de moléculas que potencialmente
puedan ser utilizados para la deteccion en forma temprana cancer gastrico y el

desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico no invasivas.
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5. HIPOTESIS

Existe diferencia entre los perfil de proteinas del plasma de pacientes con gastritis
cronica y los que presentan adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar los perfiles de proteinas presentes en plasma de pacientes infectados
con Helicobacter pylori y diagnosticados con gastritis cronica y adenocarcinoma

gastrico tipo intestinal.

6.1.1 Objetivos particulares

Obtener los perfiles de proteinas presentes en el plasma de pacientes con gastritis

cronica y adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal.

Comparar el nivel de expresion de las diferentes proteinas entre ambos grupos e

identificar proteinas diferenciales.
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7. METODOLOGIA

7.1 Disefno del estudio

Estudio experimental

7.2 Definicién y seleccion de la poblacion de estudio

7.2.1 Poblacién de estudio

Banco de muestras de plasma sanguineo de pacientes que acudieron al servicio
de endoscopia del Instituto Nacional de Cancerologia INCAN, con indicacién
meédica de endoscopia para el diagndéstico de alguna enfermedad gastrica. Este
banco pertenece a un proyecto de investigacion titulado “ldentificacion de
Biomarcadores Asociados a Lesiones Gastricas Premalignas y de Transformacion
a Cancer por Medio de Electroforesis Bidimensional y Espectrometria de Masas

(LC-MS) al cual se encuentra anidado este proyecto.

7.2.2 Seleccion de los grupos de estudio

Se seleccionaron las muestras de plasma sanguineo de pacientes que desearon

participar en este proyecto y cumplieron con los criterios de inclusion.
7.3 Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afos, que no hayan sido sometidos a cirugia
gastrica, quimioterapia, tratamiento contra el cancer y H. pylori y que no
hayan tomado antiinflamatorios o inhibidores de la bomba de protones en

los ultimos 30 dias.
7.4 Criterios de exclusioén

e Pacientes que no cumplieron con los criterios de inclusion

e Pacientes que hayan presentado alguna otra patologia (VIH, Diabetes, etc.)
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7.5 Seleccion de muestras para el analisis protedmico

Se seleccionaron las muestras de pacientes que cumplieron con los siguientes
requisitos:

e Aquellos que fueron positivos a H. pylori

e Aguellos que tuvieron diagndéstico confirmatorio de gastritis crénica o

Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal

7.6 Formacién de los grupos de estudio

Se formaron 2 grupos de estudio. El primer grupo se formé con 3 muestras de
pacientes que tuvieron diagnéstico confirmatorio de gastritis cronica, el segundo
grupo se formé con 3 muestras de pacientes que tuvieron diagnéstico de
Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal. Los 2 grupos con diagnéstico positivo
de H. pylori. Se buscaron que estos grupos fueran lo mas homogéneo posible en
cuanto a edad. Todas las muestras utilizadas fueron de pacientes del sexo

masculino.

7.7 Métodos experimentales

7.7.1 Tomay manejo de muestras biolégicas

e Biopsias: fueron tomadas por médicos endoscopistas expertos con los
procedimientos establecidos por el INCAN. Estas muestras se almacenaron
a-70° C.

e Plasma sanguineo: el plasma se obtuvo por centrifugacion durante 10
minutos a 2000 x g a 4°C, separando globulos blancos y rojos, sin embargo
las plaguetas no eliminan, por lo es necesario realizar una segunda

centrifugacion durante 15 minutos a 2500 x g a 4°C.

Estas muestras biologicas (biopsias y Plasma sanguineo) fueron de un banco ya
formado que pertenece al proyecto de investigacion titulado “ldentificacion de

Biomarcadores Asociados a Lesiones Gastricas Premalignas y de Transformacion
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a Cancer por Medio de Electroforesis Bidimensional y Espectrometria de Masas
(LC-MS) al cual se encuentra anidado este proyecto.

7.7.2 Positividad a H. pylori

7.7.2.1 Deteccion de anticuerpos anti H. pylori por Western Blot

Se preparé un gel de poliacrilamida al 10% de acuerdo al procedimiento de
Laemmli en 197043 . Se colocd un marcador de peso molecular pretefiido (
fermentas SM0441) de 118-20 kDa. Se colocaron 200 ug de protoplastos de H.
pylori y se ajustdé un volumen de 200 pl con buffer de muestra 1x (Tris Base
(Promega HS131) 0.125M pH 6.8, SDS (GibcoBRL 15525-017) al 4%, Glicerol
(J.T.Baker 2136-01) 20%, 2-mercaptoetanol (al 10%), para después iniciar la
separacion de proteinas se realiz6 a un voltaje constante de 110 V durante 90
minutos y se realiz6 la transferencia en una camara de transferencia (BIORAD
170-3930) a 200 Amp durante 90 minutos. Posteriormente se bloqued la
membrana de nitrocelulosa con leche Svelty sin grasa (Nestle ®) al 10% con
Buffer fosfato salino (PBS) 1X durante 1 hora. Después se lavo la membrana con
PBS 1X/Tween 0.05% durante 5 minutos. Se cort6 la membrana en tiras de 0.5 cm
de ancho. Cada tira se coloc6é en pequefias canaletas y se agreg6 el suero del
paciente como primer anticuerpo a una dilucién 1:200 en leche al 10% en PBS 1X
y se incub6 durante toda la noche. Al siguiente dia se lavé dos veces durante 5
minutos con PBS1x/Tween 0.05%. Posteriormente se coloc6 el segundo
anticuerpo (Anti-lgG Humana/fosfatasa Alcalina producida de cabra) preparado a
una dilucion 1:2000 en leche al 10% y PBS 1X y se dej6é 4 horas en incubacion.
Transcurrido el tiempo las tiras se lavaron 2 veces con PBS 1X/Tween 0.05%.
Seguido de esto se lavdo con NaHCO3 0.1 M - MgCI2 1 mM, pH 9.8 durante 5
minutos. Posteriormente se retir0 esta solucion y se agrego el sustrato para
fosfatasa alcalina [Cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich B8503-1G)]
al 1.25% y [5-bromo-4-chloro-1H-indol-3-yl) di-hidrogeno fosfato (BCIP) ( Sigma-Aldrich N6876-
1G)] al 1.25%) en NaHCO3 0.1 M - MgCI2 1 mM, pH 9.8, durante 10 minutos.
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7.7.3 Preparacion de la muestra de plasma para el analisis proteémico

7.7.3.1 Eliminacion de Albumina Sérica Bovina e inmunoglobulinas en
plasma sanguineo
La eliminacién de albumina e inmonuglobulina G se realiz6 de acuerdo a lo

indicado en el kit el Aloumin and IgG Depletion SpinTrap (Ge Healtcare 28-9480-
20) el cual consta de una columna que contiene una mezcla de Sepharosa Anti-
HSA y proteina G de alto rendimiento. La mezcla consiste de perlas de agarosa
con ligandos de afinidad inmovilizados. Se preparé un buffer de union que
contiene fosfato de sodio (USB 20229) 20mM y cloruro de sodio (J.T.Baker 3625-
05) 0.15 M ajustado a un pH= 7.4. Se diluyeron 50 ul de plasma en 50 pl de buffer
de unién en un tubo eppendorf. La columna se prepard, eliminando el buffer de
almacenamiento que contenia, invirtiendo y agitando la columna, la cual
posteriormente se colocd en un tubo de microcentrifuga de 2ml y se centrifugd en
una centrifuga (Eppendorf 5415C) durante 30 segundos a 100 x g, eliminando el
eluido. Posteriormente la columna se coloca en un tubo nuevo de microcentrifuga
de 2ml, se equilibra adicionando 400 pl de buffer de unién, se centrifugdé durante
30 segundos a 800 x g, eliminando el eluido. Este ultimo paso se realiz6 en dos
ocasiones. Seguido de esto, la columna se transfiere a un tubo de microcentrifuga
nuevo y se adiciond el plasma diluido., incubando durante 5 minutos sin mezclar.
Transcurrido este tiempo se centrifugd durante 30 segundos a 800 x g y el eluido
se colectd. Se adicionaron 100 pl de buffer de union y se centrifugé durante 30
segundos a 800 x g, colectando el eluido. Este dltimo paso se realizé en 2
ocasiones. En este dUltimo eluido se obtuvo el plasma sin albumina e

Inmunoglobulinas, el volumen final obtenido fue de 300 pl.

7.7.3.2 Eliminacion de sustancias interferentes

La eliminacion de sustancias interferentes como lipidos, detergentes, acidos
nucleicos de la muestra se realiz0 de acuerdo a las instrucciones del kit 2-D
Clean-Up (GE Healtcare 80-6484-51). Las muestras se procesaron en tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml. Todos los pasos se llevaron a cabo en frio. Se coloco

20



en un tubo de microcentrifuga 100 pl de la muestra de plasma depletado,
agregando a esta 300 ul de precipitante, se mezclé y se incub6é durante 15
minutos. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 300 pl de co-precipitante.
Posteriormente se centrifugd en una centrifuga (Eppendorf 5415C) a 12,000 x g
durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se dejo Unicamente la pastilla. A
la cual se le adicionaron 40 ul de co-precipitante y se incub6 durante 5 minutos.
Nuevamente se centrifugd a 12,000 x g durante 5 minutos y se elimind el
sobrenadante. A la pastilla obtenida se le adicionaron 25 ul de agua desionizada y
se agité brevemente de 5-10 segundos. Se agregd 1 ul del buffer de lavado (que
debe estar al menos 1 hora a -20°C) y 5 pl del aditivo lavado. Se agité hasta
dispersar completamente la pastilla. Se incub6 a -20°C durante 30 minutos,
agitando en intervalos de 10 minutos. Seguido de esto, se centrifugé a 12,000 x g
durante 5 minutos. El precipitado obtenido se re-suspendié en 100 pl de la
solucién stock de rehidratacion para el IEF que contiene Urea 8M, y CHAPS 2% 4.

7.7.4 Ajuste de pH de la muestra de proteinas plasmaticas

Debido a que para el experimento de 2D- DIGE se debe ajustar el pH de la
muestra a 8.5. A 300 ul de la muestra de proteinas de plasma re suspendidas en
Buffer de rehidratacion se le adicionaron 6 pl de Tris-Base Base ( Promega
H5131) 500mM a pH 9.5.

7.7.5 Cuantificacion de proteinas

Después de ajustar el pH de la muestra de proteinas del plasma se realiz6 la
cuantificacion de proteinas de acuerdo a las instrucciones del kit 2D- Quant (GE
Healthcare 80648356). Este procedimiento funciona cuantitativamente al precipitar
proteinas. La técnica se basa en la unién especifica de iones de cobre a la
proteina. Las proteinas precipitadas se re-suspendieron en una solucion que
contiene cobre y el cobre que no se une a la proteina se cuantificara haciéndolo

reaccionar con un cromoforo. La absorbancia de la solucion es inversamente
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proporcional a la concentracion de proteina. El ensayo tiene una respuesta lineal a

la proteina en un intervalo de 0-25 pug.

Se preparé una curva estandar usando solucion estandar de Albumina Sérica
Bovina a una concentracion de 2 mg/ml, en un rango de 0 -25 ug. Para las
muestras de plasma se utilizé 5 pl de estas. Se agregaron 250 pul de precipitante a
cada uno de los tubos, se agitaron brevemente e incubaron durante 2-3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 250 pl de co-precipitante y se
agitaron brevemente. Se centrifugé a 10,000 x g durante 5 minutos, y eliminé el
sobrenadante. Al precipitado se le agregaron 50 ul de solucién cobre y 200 ul de
agua destilada. Cada tubo se agit6 hasta disolver el precipitado de proteinas. Se
agregaron 500pl de solucion colorimétrica, agitando brevemente y se Incubaron de
15-20 minutos. Transcurrido el tiempo, se tomaron 200 ul de cada uno de los
tubos de la curva estandar asi como de las muestras y se colocaron en una placa
de Elisa y se midi6 la absorbancia a 490 nm en un lector de absorbancia de la
marca BIO-RAD (iMark™ Microplate Absorbance Reader 168-1135), el cual,
mediante el software Microplate Manager® se obtuvo la grafica de la curva

estandar y se calculé la concentracién de la muestra®.

7.7.6 Ajuste de concentraciéon de proteinas

Debido a que para el experimento de 2D-DIGE se deben colocar volumenes
iguales de cada muestra, es necesario ajustar la concentracion de proteinas
tomando la muestra con concentracidbn mas baja y asi ajustar las demas muestras

a esa concentracion. El ajuste se hace con buffer de rehidratacién con pH 8.5.

7.7.7 Gel de integridad de las muestras de proteinas de plasma.

La integridad y concentracion de las proteinas presentes en las muestras que se

va a utilizar en el analisis protedbmico se verificoO por electroforesis en un gel de
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acuerdo al procedimiento de Laemmli en 1970%, a una concentracién de
acrilamida al 12% (30% de acrilamida, 0.8% de bisacrilamida), Tris- HCI (USB
22676) pH 8.8 0.375M, SDS (GibcoBRL 15523-012) al 0.2%, Persulfato de amonio
(GibcoBRL 15523-012) al 10%, TEMED(Sigma-Aldrich T-8133) al 10% y agua
bidestilada. Se coloc6é un marcador de peso molecular pre tefiido (fermentas
SM0441) de 118-20 kDa y un estandar de 10 pug de BSA. En cada pozo se
colocaron 10 pg de proteinas de plasma y se ajusté un volumen de 15 pl con
buffer de muestra [Tris-Base (Promega H5131) 0.125M pH 6.8, SDS (GibcoBRL
15525-017) a 4%, Glicerol (J.T.Baker 2136-01) 20%, 2-mercaptoetanol al 10%)]. La
separacion de proteinas se realizd a un voltaje constante de 80 V durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo, el gel fue tefiido con azul de coomasie [Coomasie Blue
G-250 (Amiresco 6104-58-1) 0.125%, Metanol (J.T.Baker 9040-03) al 50%, y
acido acético (Reamex) al 10%] durante 1 hora. Después se destifio durante una
hora en una solucién de metanol al 50%, y acido acético al 10%, posteriormente
se destifid en una solucion de Metanol al 5% V/V, acido acético al 7% V/V hasta

que el gel quedara transparente.

7.7.8 Estandarizacion de la Electroforesis 2D.

Para estandarizar las condiciones de la electroforesis 2D se hicieron varios geles
de prueba para establecer los parametros Optimos para obtener los mejores
resultados. Se utilizaron tiras de 7cm de la marca BIORAD 163-2000 pH 3-10.
Inicialmente se utilizé el siguiente protocolo para IEF: ler paso 300V durante 30
min, ler gradiente 1000V durante 30 min, 2do Gradiente 5000 V durante 80 min,
2do paso durante 25 min. Sin embargo, a pesar de que en la muestra de plasma
se habian eliminado las sustancias interferentes no se obtuvieron los resultados
esperados, probablemente debido a que la muestra contenia sales que interferian
en la separacion de proteinas por punto isoeléctrico. Por lo tanto, se tomo la
decision de utilizar un protocolo para IEF utilizado en muestras de orina humana,
la cual contiene muchas sales. Utilizando las siguientes condiciones: un paso
inicial de 100 V a 100 Vh, segundo paso 300 V a 200 Vh, primer gradiente de 1000
V a 300 Vh, segundo gradiente de 5000 V a 4500 Vh y un tercer paso de 5000 V a

23



2000 Vh, con 50 pAf/tira a 20 °C. Con respecto a la segunda dimension
primeramente, se prepararon geles de acrilamida al 12.5% de acuerdo al
procedimiento de Laemmli en 1970*. La separacién de proteinas por peso
molecular fue a 80 V de corriente constante durante 4:30 horas. Para poder
observar el patron de proteinas con esas condiciones se tifio el gel con el
fluor6foro SYPRO® Ruby Protein Gel Stain.(Sigma S-4942-1) y se utilizd el
siguiente protocolo: una vez terminada la separacion de proteinas por tamafo
molecular, el gel se colocd en un recipiente de plastico y se lavé durante 30
minutos en una solucién de metanol al 10% y acido acético al 7%. Transcurrido
este tiempo, se remueve la solucién de lavado y se agregaron 50 ml de SYPRO
directamente al gel y se dej6 en incubacion toda la noche. Al dia siguiente se retird
el fluoréforo y se colocd una solucion de fijacion que contiene metanol al 10 % v/v
y acido acético al 7% v/v. Después de este tiempo la solucién de fijacién fue
retirada y el gel se colocé en agua bidestilada para visualizar las proteinas tefiidas
se utilizé un transiluminador (El sistema DigiDoc-It™ de UVP, 97-0246-01).

7.7.9 Preparacion de la muestra para 2D-DIGE

7.7.9.1 Preparacién del fluoro6foro CyDye para el marcaje de proteinas
7.7.9.1.1 Reconstitucion del fluoréforo CyDye (soluciéon Stock)

La reconstitucion del fluoroforo se realiza con dimetilformamida (DMF) (Sigma-
Aldrich 2207056) para obtener una concentracion de 1nmol/ul de cada uno de los
fluoréforos CyDye Cy2, Cy3, Cy5 (CyDye DIGE Fluor minimal dyes 5nmol GE
Healthcare 25-8010-83). Se tomé el recipiente de cada uno de los fluoréforos y se
dejé a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se agito brevemente en el vortex
y se colocaron 5 pl de DFM (Sigma- Aldrich 2207056) a cada tubo de fluoroforo
gue contiene 5 nmol para obtener la solucién stock de 1 nmol/ul. La mezcla se
agité durante 30 segundos, para después centrifugar a temperatura ambiente

durante 30 segundos a 12000 x g*°.

7.7.9.1.2 Dilucién de la solucién stock
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Para el marcaje de 10 pg de proteina se recomienda una usar 80 pmol de
fluoréforo. Previo al marcaje de proteinas se preparar la solucién de trabajo. La
solucion stock de 1 nmol/ul se centrifugd a pulso durante 30 segundos a
temperatura ambiente. Y en un tubo de microcentrifuga se colocaron 5.75 pl de
DMF (Sigma- Aldrich 2207056) y 0.5 pl de la solucion stock para obtener una
concentracion final de 80 pmol/pl.

7.7.9.2 Marcaje de proteina

7.7.9.2.1 Marcaje del estandar interno

Para formar el estandar interno, se tomo6 1.52 pl de cada una de las muestras de
plasma (2 casos y 2 controles) que contenian 1.64ug de proteina y se mezclaron
en un tubo de microcentrifuga, formando asi un estandar con 10 ug de proteina
total. A este volumen se le agreg6 1 pl de la solucion del fluoréforo CyDye Cy2 con
una concentracion de 80 pmol/pl. Se mezcld y agito en un vortex. Posteriormente
se le dio un pulso en la centrifuga para recuperar la solucién en la parte inferior del
tubo y se dejo incubando en la oscuridad en hielo durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo se adiciond 1 ul de L-lisina (Sigma-Aldrich L5501) 10mM
para parar la reaccion. Se mezcl6 suave con el dedo y se centrifugé a pulso.
Posteriormente se dejo incubando durante 10 minutos en la oscuridad y en hielo.

7.7.9.2.2 Marcaje de las muestras

Individualmente las muestras de GC y ACGI se marcaron con los fluoréforos Cy3
y Cy5 de manera aleatoria. En un tubo de microcentrifuga se colocaron10 pg de
proteina y se adicion6 1 ul de la solucion del fluor6foro (80 pmol/ul) Cy3 o Cy5
segun correspondié. Se mezclé suave con el dedo y se agitd en el vortex.
Posteriormente se centrifugd a pulso para recuperar la solucion en la parte inferior

del tubo y se dej6 incubando en la oscuridad en hielo durante 30 minutos.
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7.7.10 Primera dimension o Isoelectroenfoque IEF

7.7.10.1 Preparacion de la muestra

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml se combinaron las muestras marcadas
con Cy2, Cy3 y Cy5 y a esta mezcla se le adicion6 un volumen igual al volumen
obtenido al mezclar todas las muestras. En la Tabla 1se muestra como se realizo el
marcaje. Se mezclé suave con el dedo y se le dio un pulso en la centrifuga. Se
dej6 en hielo y en la oscuridad durante 10 minutos. Posteriormente se ajusté a un
volumen final de 125 pul adicionando la solucién de DeStreak (GE 17-6003-19), los
anfolitos (BIORAD 163-2094 pH 3-10) para obtener 2% y DTT (USB 153925GM)
en polvo a una proporcion de 2.8mg/ml. Esta mezcla se colocé en una canaleta de
una caja de acrilico procurando distribuirla en forma homogénea y sobre esta se
colocd la tira (Inmobiline Dry Strip pH 3-10, BIORAD, 7cm) con el lado del gel
hacia abajo, evitando hacer burbujas, sobre la tira se colocé aceite mineral (GE
17-1335-01) y se rehidraté durante 14 horas de forma pasiva, en la oscuridad.
Transcurrido ese tiempo la tira se coloco en la unidad de IEF (GE Healthcare Ettan
IPGphor 3 Isoelectric Focusing Unit 11-0033-64). EI protocolo de

isoelectroenfoque fue como se muestra en laTabla 2.
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(C
Amarillo s reacciéon
Cy2 o
10ug 2.5ug Cy3 Cy5 80pmol/ %’ lisina 10
Muestra | Muestra | 80pmol/ul 80pmol/u ul S mM
]
E
Tubo1 | P92% | 61w - £ 1ul
o
Tubo2 | P94 | 61p ® 1l
-]
)
2%
c 3
Tubo3 | P90 | 6 ; S8 1w
S o
Tubo4 | P06 6.1ul e 1l
o
S
P029 1.52 c 1yl
PO45 W |e acada
1.52 pl <
Estandar 5050 = A cada :‘;_i ?,Jbz
X2 1.52 pl tubo = estandar
PO56 estandar | 9
(]
1.52 2

10 minutos en hielo

Mezclar suave con el dedo. Dar un pulso.

unir muestras marcadas Cy2,Cy3,Cy5

Tubo | VT (Cy3,Cy5,Cy2) VT BR pH 8.5
1 8.1+8.148.08 | 24.28ul | 24.28
2 8.1+48.148.08 | 24.28ul | 24.28 l

Mezclar suave con el dedo. Dar un pulso. Dejar 10 min en la

obscuridad en hielo

Tabla 1. Disefio experimental general para el marcaje de proteinas para 2D-DIGE. P029, P035, P045 muestras de proteinas de pacientes caso (ACGl). P050,
P044, P056 muestras de proteinas de pacientes control (GC). VT es el volumen total, que se obtuvo al mezclar cada muestra marcada con cada CyDye. BR es

el buffer de rehidratacién a pH 8.5.
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50 pA/Tira 20°C

Paso 100V 100 Vh
Paso 300V 200 Vh
Gradiente 1000 V 300 Vh
Gradiente 5000 V 4500 Vh
Paso 5000 V 2000 Vh

Tabla 2. Protocolo para la separacion por punto Isoeléctrico IEF

7.7.11 Electroforesis en geles de poliacrilamida Segunda dimension

7.7.11.1 Equilibrio de los geles de primera dimension

Una vez que se realizé el isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron en 5 ml de
buffer de equilibrio [Tris Base (Promega H5131) 75mM, Urea (USB U575826) 6M,
Glicerol (J.T. Backer 2136-01) 30%, SDS (GibcoBRL 15525-017) 2%], al cual se le
agregd DTT en polvo (USB 1539725GM) (10mg/ml) y se incub6 durante 15
minutos en agitacion suave en un agitador de bandeja y posteriormente en otros
5 ml de buffer de equilibrio suplementado con lodoacetamida (GE Healthcare
RPNG302V) (25mg/ml) la tira se incub6é en agitacién en un agitador de bandeja

durante 15 minutos.

7.7.11.2 Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Después de equilibrar las tiras, se realizé la separacion de proteinas en geles con
gradiente de acrilamida 4-20 % (BIORAD (4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Gel,
IPG/prep well, 7 cm IPG strip/450 pl #456-1091). En donde la tira se pego al gel
con agarosa (GibcoBRL 15517014) al 0.5% con buffer de corrida .La separacion
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de proteinas se realizé a un voltaje constante de 80 V utilizando buffer de corrida
[Tris-base (Promega H5131) 25 mM, Glicina (Invitrogen 15527-013) 192 mM, SDS
(GibcoBRL 15525-017) 0.1 %] durante 2:15 horas, en una camara de
electroforesis (BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra Cell 165-8000).

7.7.12 Obtencion de laimagen

Los geles fueron escaneados en el Instituto Nacional de Medicina Gendémica en la
unidad de protedmica, en un Thypoon FLA-7000 (GE Healtcare 28-9558-09).
Mediante el software de control, se ajustan las condiciones para escanear los
geles. Para el fluoréforo Cy2 se utilizé un laser de 488 nm y un filtro de emision
520 nm BP40, para Cy3 se utilizé un laser de 532 nm y un filtro de emision de 580
nm BP30, para Cy5 se utilizé un laser de 633 nm y un filtro de emision de 670
BP30.
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8. RESULTADOS

8.1 Pacientes con diagnéstico de Gastritis Cronica o Adenocarcinoma

Gastrico.

En la Tabla 3 se muestran los pacientes seleccionados por el diagnostico
histopatolégico, edad y sexo, asi como la positividad a H. pylori. En los casos
como en los controles los pacientes fueron del sexo masculino para disminuir la
variabilidad en las muestras debido a los cambios hormonales y se buscé parear

las muestras por edad lo mas homogéneo posible.

CASOS
FOLIO EDAD DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO

P050 48 AGI, MD, AS
P056 68 AGI, MD
CONTROLES

P045 43 GCLI

P029 68 GCMA

AGI: Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal
MD: Moderadamente Diferenciado

AS: Anillo de sello

GCLI: Gastritis Crénica Leve inactiva

GCMA: Gastritis Cronica Moderadamente Inactiva

Tabla 3. Pacientes incluidos en el estudio proteémico
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8.2 Positividad a H. pylori

La positividad a la infeccion de H. pylori de los pacientes considerados para el
analisis se determind por Western Blot. La interpretacion de los resultados se
realizo de acuerdo a los siguientes a los criterios descritos por Lepper®” Un suero
se considera positivo a la infeccion por H. pylori si cumplen alguno de los
siguientes criterios:

e Si se observa al menos una banda con peso molecular de 136 o 87 o 66
kDa o alguna de estas bandas en combinacion con otra banda. Ya que la
banda de 136 kDa corresponde a la proteina CagA, la banda de 87 kDa
corresponde a VacA y la banda de 66 kDa corresponde a UreB, todas estas

proteinas especificas de H. pylori*’.
e Sise presenta al menos 2 bandas de <33 kDa.

En la Figura 2 se muestran los patrones de banda de los diferentes sueros de los
pacientes incluidos al andlisis proteémico que resultaron positivos a los antigenos
de H. pylori, asi también se puede observar la variabilidad en la respuesta inmune
de 1gG de los pacientes.
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Figura 2. Pacientes positivos a H. pylori diagnosticados mediante Western Blot. En la
primera y segunda columna se muestran la tira diagnostica de los controles positivo (C) y
negativo (C’) respectivamente. De la tercera a la décima columna se muestran las tiras
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diagnosticas de los pacientes con folio P029, P034, P035, P044, P045, P050, P056, P059
respectivamente.

8.3 Cuantificacion de proteina
Los resultados de la cuantificacion de proteina de las muestras de plasma

parcialmente purificada y después de eliminar las sustancias interferentes se

muestran en la Tabla 4.

Muestras Concentracion (ug/ul)
P029 1.82
P045 1.64
PO50 2.35
P0O56 291

Tabla 4. Concentracion de proteina de las muestras de plasma incluidas en el anélisis

protedmico

8.4. Integridad de las muestras.

En la Figura 3 se muestra el patrén electroforético de las muestras plasma que se
procesaron para realizar el 2D-DIGE. En la Figura 3 se puede observar la
eficiencia de la eliminacion de albumina, ya que la banda correspondiente a esa
proteina se ve muy reducida en las muestras de plasma. También se puede
observar una homogeneidad el patron electroforético entre las diferentes
muestras, lo que indica que las muestras fueron cuantificadas de manera correcta

y no estan degradadas.
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Figura 3. Gel de integridad de las muestras de plasma para el andlisis proteémico. PM,
marcador de peso molecular; BSA, Albumina Sérica Bovina (10 pg) utilizada como un
estandar; P029, P034, P035, P044, P045, P050, P056, P059, corresponde a las muestras de
plasma (10 pg). El procedimiento se realiz6 como se indica en materiales y métodos.

8.5 Electroforesis 2D

8.5.1 Resultados preliminares

En la Figura 4 se muestra la segunda dimension de las proteinas separadas
siguiendo el protocolo final de IEF y un gel de 12.5% de acrilamida para la
segunda dimensién. Se observa que el IEF funciond, pero en la segunda
dimensiéon no se logré6 una separacion adecuada, ya que la mayoria de las

proteinas se observaban en la parte superior del gel. .
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Figura 4. Proteinas del Plasma 045 separadas, siguiendo el protocolo final de IEF (50 ug de

proteina) y en la electroforesis 2D en gel de acrilamida al 12.5%

Por tal motivo se decidié utilizar geles con gradiente de acrilamida 4-20 % de la
marca BIORAD (4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Gel, IPG/prep well, 7 cm IPG
strip/450 ul #456-1091). Se utilizé el protocolo final de IEF como se muestra en la

Tabla 2 y las condiciones para la segunda dimensién fue de 80 V durante 2:15
Hrs. Posteriormente el gel fue tefiido con el fluoréforo SYPRO® Ruby utilizando el
procedimiento mencionado en la metodologia. El patron de proteinas mostré una
buena separacion por punto isoeléctrico y por peso molecular como se observa en
la Figura 5. Por tal motivo estas fueron las condiciones Optimas a las cuales se

realizaron los experimentos de DIGE.
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Figura 5. Proteinas del Plasma 045 separadas siguiendo el protocolo final de IEF (50 ug de
proteina) y la electroforesis 2D en gel con gradiente de acrilamida 4-20 % (BIORAD 456-
1091)

8.6 2D- DIGE

8.6.1 Resultados Preliminares

Previo al experimento de las muestras seleccionadas para el analisis protedmico,
se decidi6 realizar un ensayo de prueba con 2 muestras de plasma (P035 y P045)
de dos pacientes con gastritis. Se hizo un ajuste para igualar la concentracion de
proteina de las muestras y colocar el mismo volumen al momento de marcar. Se
utilizaron 10 pg de proteinas por muestra para ser marcados con Cy3 o Cy5 segun
correspondio y 5ug de proteina por muestra para formar el estandar interno, el

cual fue marcado con Cy2.
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En la Figura 6 se muestran las 3 imagenes obtenidas de un solo gel de acrilamida
marcado con CyDye, asi como un empalme de las 3 imagenes para poder
observar alguna diferencia. Como se compararon dos pacientes con gastritis se
puede apreciar de acuerdo al patron del estandar interno que el patron
electroforético es muy similar entre ambos pacientes (imagen B vs imagen C), sin
embargo hay ligeras diferencias en cuanto a la intensidad de algunas proteinas

entre los dos pacientes.

Pl

Figura 6. Perfil de proteinas de plasma P035 y P045 separados con 2D-DIGE. A) Imagen de
estandar interno marcado con Cy2. B) imagen del plasma P035, marcado con Cy3. C) Imagen
del plasma P045 marcado con Cy5. D) Imagen empalmada de los 3 geles, tefiidos con

CyDye.
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En la Figura 7 se muestran las 3 imagenes obtenidas de un solo gel de acrilamida
marcado con CyDye, asi como un empalme de las 3 imagenes para poder
observar alguna diferencia. Se compararon dos pacientes uno con GC y el otro
con ACGI, por lo cual los perfiles de expresion se puede aprecian algunas
diferencias de acuerdo al patron del estandar interno que el patron electroforético
es muy similar entre ambos pacientes (imagen B vs imagen C), sin embargo hay
ligeras diferencias en cuanto a la intensidad de algunas proteinas entre los dos

pacientes.

" Pl i 3 Pl )

Figura 7. Perfil de proteinas de plasma P044 y P035 separados con 2D-DIGE. A) Imagen
de estandar interno marcado con Cy2. B) imagen del plasma P044, marcado con Cy3. C)
Imagen del plasma P035 marcado con Cy5. D) Imagen empalmada de los 3 geles, tefiidos

con CyDye.
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8.6.2 Resultados finales

Una vez estandarizado las condiciones para 2D-DIGE se hizo el experimento final
con las muestras seleccionadas. Se procesaron simultaneamente 3 geles en las
mismas condiciones de IEF y DIGE. En la Figura 8 y Figura 9 se muestra los
perfiles de proteinas obtenidos de las muestras analizadas marcadas con Cy3 p
Cy5 segun corresponda, el estandar interno marcado con Cy2 y el empalme de las

3 imagenes.

Figura 8. Perfil de proteinas de plasma P056 y P029 separados con 2D-DIGE. A) Imagen de
estandar interno marcado con Cy2. B) imagen del plasma P056 con diagndstico de ADGI,
marcado con Cy3. C) Imagen del plasma P029 con diagnéstico de GC, marcado con Cy5. D)
Imagen empalmada de los 3 geles. Geles con gradiente de concentracion de 4-20% de

acrilamida, 7cm, pH 3-10.
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Figura 9. Perfil de proteinas de plasma P045 y P050 separados con 2D-DIGE. A) Imagen de
estandar interno marcado con Cy2. B) imagen del plasma P045 con diagndéstico de GC,
marcado con Cy3. C) Imagen del plasma P050 con diagnéstico de ACGI, marcado con Cy5.
D) Imagen empalmada de los 3 geles. Geles con gradiente de concentracién de 4-20% de

acrilamida, 7cm, pH 3-10.
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9. DISCUSION

Durante varios afios se han realizado esfuerzos para encontrar moléculas (genes
o proteinas) que ayuden a identificar las diferentes etapas que se presentan a lo
largo del cancer gastrico, de tal manera que estas puedan ser utilizadas como
biomarcadores de cada una de las lesiones, de tal forma que el cancer se pueda
diagnosticar de forma temprana. En diversos estudios biomédicos se ha
demostrado que los niveles de proteinas del plasma reflejan un estado fisiolégico
0 patolégico y puede ser usado para el diagnostico y prondstico de algunas
enfermedades®®. Como se describi6 en la seccién de antecedentes de este
trabajo, los avances que se han obtenido no han sido suficientes para lograr
identificar biomarcadores del ACG. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
estuvo enfocado en identificar los perfiles de proteinas del plasma sanguineo de
pacientes con GC y ACGI infectados con H. pylori, con el fin de encontrar alguna

diferencia en la expresion en alguna proteina entre ambos grupos.

Un aspecto importante de la metodologia implementada en esta investigaciéon es
la deplecibn de proteinas abundantes en el plasma, como Albumina,
Inmunoglobulinas, alfa-1- antitripsina, fibrinbgeno y Haptoglobulinas, que pudieran
interferir con la identificacién de proteinas de baja expresion o de baja abundancia,

que pudieran ser de interés para este tipo de investigacion®®®?

Por lo que
utilizamos un el kit Spin Trap (GE Healthcare) para eliminar Albumina e
inmunoglobulinas, y que de acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 3, el

uso de este kit se logro eliminar dichas proteinas de la muestra de plasma.

La muestra para ser marcada con los CyDye debe ser ajustada a un pH 8.5, este
es un paso crucial debido a que si la muestra se encuentra en un pH menor a 8.5
el marcaje es ineficiente y si la muestra tiene un pH mayor a 8.5 el marcaje es
inespecifico. Por lo que se realizaron diversas pruebas para ajustar el pH de
nuestras muestras. Primeramente se siguieron las instrucciones del Manual de GE
Healthcare para 2D-DIGE?, el cual mencionaba que habia que ajustar el pH con

buffer de lisis e hidroxido de sodio 50mM o0 mayor, pero no se lograba ajustar la
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muestra. Buscando en la literatura se encontré6 que se utilizaba un buffer de
marcaje, el cual contenia 7 M Urea, 2 M Thiourea, 2% w/v CHAPS, 10-20 mM
Tris>®. Por lo que decidimos preparar una solucién de Tris-Base 500mM ajustado a
pH 9.5, de tal manera que la concentracion final de Tris-base en la muestra de
plasma disuelto en buffer de rehidrataciéon quedara a 10mM, dicha concentracion
estaba en el rango mencionado por la literatura. Por lo que se determin6 que 2 pl
de Tris-Base pH 9.5 500mM es suficiente para ajustar a un pH de 8.5 un volumen
de 100 pl de muestra de proteinas de plasma en Buffer de rehidratacion, el cual

tiene un pH de 6.6.

La cuantificacion de proteinas es un punto critico, ya que para hacer el 2D-DIGE
es necesario colocar la misma cantidad de proteina. Por lo que era importante
tener una curva estandar de BSA con un coeficiente de error minimo de 0.99.
Primeramente se empezé a utilizar el método descrito en el manual del kit 2D-
Quant, sin embargo al realizar la curva estandar y leer en el espectrometro cada
alicuota perteneciente a la curva estandar, no se obtenia el coeficiente de
correlacion adecuado, por lo que se penso que el tiempo de espera entre que se
lee una alicuota y otra, provocaba que los valores de la absorbancia cambiaran.
Por tal motivo se decidi6 leer en una placa de ELISA, en donde todas las alicuotas
de la curva estandar y las muestras fueron leidas simultaneamente. De esta forma
fue como se obtuvo una curva estandar con un coeficiente de error superior a
0.99. Lo cual no aseguraba que la concentracién de proteinas se calculaba

correctamente.

En la Figura 3 podemos observar la integridad de las proteinas, la eficiencia en la
eliminacién de albumina, asi como una homogeneidad de todas las muestras. Un
aspecto importante de la imagen es que la mayoria de las proteinas se encuentra
en la parte central del gel (118-20 KDa). Aunque aparentemente hay pocas
proteinas de peso molecular alto y pocas de bajo peso molecular, en la Figura 5
se muestra que cuando se incrementa la cantidad de proteina y se utiliza un gel de

gradiente, asi como un meétodo de tincion mas sensible se logran detectar varias
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proteinas de bajo peso molecular, aunque la mayoria de las proteinas tienen un

peso molecular intermedio.

Una etapa critica es la eliminacion de sales y otras sustancias que pudieran
interferir en la separacién de proteinas por punto isoeléctrico. De acuerdo a los
resultados que se observaron en la estandarizacion del IEF, nos indica que el kit
2D clean Up no resulta ser tan eficiente, ya que al realizar el IEF con las

condiciones recomendadas en otras investigaciones®* °°

y el manual de GE
Healthcare® (protocolo 1), no se logré una buena separacién debido a que la
muestra aun contenia sales. Por lo que podriamos pensar que el protocolo
estandar recomendado, no es eficiente para todas las muestras de proteinas, Por
tanto se deben investigar las condiciones Optimas para cada tipo de muestra. Fue
entonces que por recomendaciones de expertos del Instituto Nacional de Medicina
Gendlmica se cambid el protocolo 1 por el mostrado en la

Tabla 2, el cual habia sido utilizado en muestras de orina humana (que por
naturaleza es abundante en sales). Con el cual se obtuvo un resultado favorable
como se observa en la Figura 4 y Figura 5. Con respecto a la separacion de
proteinas por peso molecular inicialmente se siguieron las condiciones
recomendadas por el manual de GE Helathcare, que han sido utilizadas en otros
trabajos. La segunda dimension se realizé primeramente en geles de acrilamida al
12.5% y la muestra era corrida a 80 V de corriente constante durante 4:30 horas.
Sin embargo al visualizar las proteinas, notamos que la mayoria de ellas se
guedaban en la parte superior del gel como se observa en la Figura 4. Debido a
qgue las proteinas de alto peso molecular no permitian el paso de las demas
proteinas. Por lo que se decidi6 utilizar geles pre hechos con gradiente de
concentracion de acrilamida 4-20% de la marca BIORAD, utlizando las
condiciones de IEF del protocolo (

Tabla 2) y la electroforesis se llevo a cabo a 80 V de corriente constante. Sin
embargo el tiempo de corrimiento fue diferente ya que se siguieron las
instrucciones de la marca BIORAD, que decia que la corrida debia ser detenida

cuando el frente de la muestra en color azul llegara a la marca final que el gel, por
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tanto se establecio un tiempo de 2:30 horas de corrida. Al visualizar el gel, las
proteinas se observaba en diversas secciones del gel, pero en la parte central se
observaban la mayoria de las proteinas del plasma. Lo mas notable es que se
observaron proteinas que no podian visualizarse en un gel al 12.5% de acrilamida.
De esta forma fue como se lograron estandarizar las condiciones para la

electroforesis en 2D antes de realizar algun experimento de 2D-DIGE.

Comunmente los andlisis experimentales 2D dirigen a diversas preguntas como la
diferencia en los niveles de proteina causada por un estado de enfermedad, un
tratamiento médico, etc. Algunas diferencias en los niveles de proteinas
estudiadas son pequefas, y este resultado se ve afectado por: la variacién
experimental procedente del sistema como las diferencias entre las condiciones
electroforéticas: diferencias entre las tiras en la primera dimensién, en los geles en
la segunda dimensién, en las distorsiones del gel, en la variacién en la aplicacién
de la muestra, en la variacion de cada usuario, en la variacion debido a la edicion
e interpretacion del usuario cuando usa un software de analisis y en la variacién
bioldégica inherente que surge de las diferencias intrinsecas que se producen
dentro de una poblacion. Por ejemplo las diferencias entre individuos, entre
plantas, entre cultivos etc., los cuales han sido sometidos a las mismas
condiciones. Con la técnica 2D-DIGE es posible eliminar la variacion experimental,
ya que es un ensayo multiple, que en un mismo gel puedes procesar 2 muestras
incluyendo un estandar interno de ambas. El sistema Ettan DIGE es capaz de
detectar y cuantificar diferencias muy pequefias®®. Por lo anterior se decidi6
utilizar 2D-DIGE para identificar diferencias entre los perfiles de proteinas de
pacientes con GC y ACGI. La mayoria de las investigaciones que se han realizado
con esta técnica utilizan geles de 13, 18 o 24 cm, utilizando un cantidad de
proteina de 50 pug (recomendado por el manual 2D-DIGE GE Healthcare), dicha
cantidad de proteina es posible marcar con 400pmoles de CyDye*® ** Debido a
gue este trabajo es un ensayo piloto, utilizamos geles de 7 cm, sin embargo se
desconocia la cantidad de proteina que se debia colocar en el gel. Por tal motivo

se hizo la busqueda de trabajos realizados con ese tamafio de gel y encontramos

43



un trabajo que utilizaba geles de 7 cm, en el cual colocaron 10 pg de proteina y
esta fue marcada con 80 pmoles de CyDye>. Se decidi6é de hacer un ensayo de
prueba para ver si la cantidad de proteina y la concentraciéon de CyDye eran
optimas, en la Figura 6 se observa el resultado obtenido donde el marcaje, la
separacion por punto isoeléctrico y peso molecular se realizaron de manera
correcta. El patrén de proteinas que se observo es muy similar entre ellas (Figura
6 B y C) debido a que se procesaron 2 muestras de pacientes con GC, es decir
presentan la misma patologia. Posteriormente se realizO un ensayo con las
mismas condiciones, utilizando una muestra con CG y otra con ACGI. En la Figura
7 (B y C) se observan pequefias diferencias en el patron de proteinas entre la
muestra marcada con Cy3 y Cy5. Esto pudiera deberse a que las condiciones
patolégicas de ambas muestras son diferentes. Por ultimo se realizd el ensayo
final con las muestras seleccionadas para el analisis proteémico. De acuerdo a los
resultados obtenidos como se observa en la Figura 8, el patron de proteinas
expresado presenta una diferencia en la expresion de proteinas en la muestra
marcada con Cy3 (ACGI). En donde algunas proteinas en la parte inferior derecha
se ven aumentada la expresion y en la seccion media de lado derecho, la
expresion de algunas proteinas se ve disminuida con respecto a la muestra
marcada con Cy5 (GC). Esto se puede observar en la imagen empalmada (D) en
donde el aumento de color rojo y azul segun corresponde. En la Figura 9 se
observan minimas diferencias, que posiblemente con un software especifico para
esta técnica, pudieran identificarse un mayor numero de spots de proteinas que

pudieran expresarse diferencialmente.

La estandarizacién de esta metodologia permitié obtener los perfiles de proteinas
de los grupos estudiados (GC y ACGI), que incluye desde la preparacion de la
muestra, cuantificacion, marcaje, isoelectroenfoque y electroforesis. Sin embargo
el andlisis se ve limitado debido a al tamafio de los geles, por lo que seria
conveniente explorar en un tamafio mayor a 7 cm, en tiras con un gradiente de pH

menor de 3-10, asi como un rango de gradiente de concentracién de acrilamida
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menor de 4-20%. También seria importante utilizar un nGmero mayor de muestras

para que los resultados sean estadisticamente significativos.
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10. CONCLUSIONES

e Se determind la positividad a H. pylori de las muestras de utilizadas para el

analisis protedmico.

e Se estandariz6 la metodologia 2D- DIGE, que incluye desde la preparacion
de la muestra, ajuste de pH, cuantificacion de proteina, marcaje de la
muestra, IEF y electroforesis.

e Se obtuvieron los perfiles de proteinas del plasma sanguineo de los grupos
de pacientes con gastritis cronica y Adenocarcinoma gastrico de tipo

intestinal infectados con H. pylori.
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11. PERSPECTIVAS

Reducir el rango de pH DE 3-10 por un rango de 4-7 para mejorar la

separacion de proteinas.

Reducir el gradiente de concentracion 4-20%de acrilamida de los geles

utilizados.

Escalar la metodologia a geles de, 13, 18 o 24 cm para poder hacer un

mejor andlisis de los perfiles de proteinas.

Utilizar un ndamero mayor de muestra para que los resultados sea

estadisticamente significativos.
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13. APENDICE DE RECTIVOS Y EQUIPO

REACTIVO MARCA CATALOGO
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) Sigma-Aldrich N6876-1G
Acido acético Reamex
Acrilamida USB A9099
Agarosa GibcoBRL 15517014
Anfolitos pH 3-10L BIORAD 1632094
Anti-lgG Humana Fosfatasa Alcalina producida de cabra Sigma-Aldrich A1543-1ML
Bis-Acrilamida USB 110269
CHAPS ROCHE 70103120
Cloruro de Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma-Aldrich B8503-1G
Cloruro de sodio J.T. Baker 362505
Coomasie Blue G-250 Amiresco 6104581
CyDye DIGE Fluor minimal dyes 5nmol GE Healthcare 25801083
DeStrek GE Healthcare 17600319
Dimetilformamida (DMF) Sigma-Aldrich 2207056
DTT USB 153925GM
Fosfato de sodio UsB 20229
Glicerol J.T. Baker 213601
Glicina Invitrogen 15527013
lodoacetamida GE Healthcare RPNG302V
kit 2D-Clean-Up GE Healthcare 80648451
kit 2D-Quant GE Healthcare 80648356
kit Albumin and 1gG Depletion Spin trap GE Healthcare 289480201
L- lysine Sigma-Aldrich L5501-5G
Leche Sveltysin grasa Nestle ®
Metanol J.T. Baker 904003
Persulfato de amonio GibcoBRL 15523-012
peso molecular pretefiido 118-20 KDa Fermentas SM0441
Plus One ™ Dys strip Cover Fluid GE Healthcare 17133501
SDS GibcoBRL 15525017
SYPRO® Ruby Protein Gel Stain Sigma-Aldrich 549421
TEMED Sigma-Aldrich T8133
Tiras pH 3-10 7cm BIORAD 1632000
Tris-Base Promega HS131
Tris-HCI USB 22676
Urea USB 75826
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EQUIPO MARCA CATALOGO

Camara de transferencia BIORAD 1703930

Camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell BIO-RAD 165-8000

4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Gel, IPG/prep well, 7 cm IPG strip/450 ul BIORAD 456-1091
Ettan IPG Phor 3 Isoeletic Focusing GE Heaalthcare 11003364

Lector de absorbancia BIORAD 1681135

Microcentrifuga Eppendorf 5415C

Thypoon FLA-7000 GE Heaalthcare 28-9558-09
Transiluminado DigiDoc-1t ™ UVP 970246-01
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