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RESUMEN

Antecedentes: El cancer gastrico (CG) es una enfermedad compleja y multifactorial,
considerada como la segunda causa de muerte y la cuarta neoplasia mas comdn a nivel
mundial. Actualmente en México el CG constituye la segunda causa de muerte por tumor
maligno siendo uno de los principales problema de salud publica. Estudios poblacionales han
indicado claramente que la infeccion por H. pylori aumenta el riesgo de padecer cancer
gastrico. En 1965, Lauren clasifico al CG en dos tipos: CG de tipo intestinal y CG de tipo
difuso, cada uno con caracteristicas histopatolégicas, clinicas y epidemiolégicas propias.
Existe evidencia de que H. pylori es el principal agente causal del CG de tipo intestinal que
es precedido por una serie de cambios histoldgicos que incluyen: gastritis aguda, gastritis
crénica, atréfica, metaplasia intestinal, displasia, finalizando con el CG. Se conoce muy poco
sobre los mecanismos moleculares que desencadenan la transformacion en la gastritis crénica
(GC) que llevan al desarrollo de CG. Varios autores han reportado que durante la
transformaciéon de la mucosa gastrica se presenta alteraciones en genes que aumentan o
disminuyen su expresion, los cuales estan involucrados en los diferentes estadios de la
carcinogénesis. Ademas estudios protedmicos han reportado alteraciones de varias proteinas
involucradas en varios procesos celulares como apoptosis, metabolismo, respuesta al estrés,
ciclo celular, comunicacion celular y metabolismo. La combinacion particular de estas
alteraciones podria diferir entre la gastritis crénica y el CG, por lo que es posible pensar que el
perfil de proteinas que se expresan sera diferente entre ambas condiciones; por lo que sera
relevante conocer si existe una o varias proteinas especificas, intracelulares y/o de membrana
que ayuden a diferenciar entre la gastritis crénica y el CG. Lo anterior permitira profundizar en
los mecanismos moleculares y en la biologia del adenocarcinoma gastrico, que en un futuro
servira para identificar potenciales marcadores bioldgicos, asociados a la transformacion
celular. Objetivo: Investigar el perfil de expresion de proteinas en biopsias de pacientes
infectados por H. pylori con gastritis crénica y adenocarcinoma gastrico tipo intestinal, para
identificar las proteinas especificas expresadas en estas lesiones. Metodologia: Las muestras
que se utilizaron en este estudio provienen de un banco de biopsias que se formé como parte
del proyecto “Identificacion de biomarcadores asociados a lesiones gastricas premalignas y de
transformacién a cancer por medio de electroforesis bidimensional y espectrometria de masas
(LC-MS), el cual fue aprobado por la comision de Etica del INSP, con nimero de aprobacién
Cl: 1212. La separacién de las proteinas se realizara mediante electroforesis bidimensional
(2D) utilizando la técnica de DIGE (por sus siglas en inglés, Difference Gel Electrophoresis).
Esta técnica permitira separar las proteinas marcadas con diferentes flouréforos (Cy2, Cy3 o
Cyb) y visualizarlas en geles 2D. Las diferencias en los patrones de expresién de proteinas
entre los grupos se analizardn con un software especifico para DIGE. Las diferencias en los
patrones de expresiéon 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 claves: H. pylori, gastritis cronica, Cancer gastrico, protedmica, Electroforesis en
geles diferenciales en 2D (2D-DIGE)
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1. INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG) es una enfermedad compleja y multifactorial que se
desarrolla a través de un proceso de multiples pasos que pueden durar 20 afios o

mas?.

En el 2008, el CG represento la segunda causa de muerte y la cuarta neoplasia
més comun a nivel mundial?, con un estimado de 989, 600 nuevos casos de
cancer gastrico y un total de 738,000 casos de muerte por cancer. Investigaciones
revelaron que el 70% de estos casos ocurren en paises en vias de desarrollo®. En
México, el CG constituye la segunda causa de muerte con un total de 8.7%
defunciones por neoplasia maligna, seguido por el cancer de pulmon,
representando de esta manera, la cuarta causa de muerte en varones (9.5%) y la
quinta en mujeres (7.9%)". El cancer gastrico es mas frecuente en hombres que
en mujeres, entre la edad de 50.4 afios para los hombres y en mujeres en edad de

47.7 afios®.

Algunos estudios han establecido que el principal factor etiolégico del CG y los
linfomas asociados a mucosas (MALT) es la infeccién persistente con H. pylori. Se
reporta que mas del 50% de la poblacién mundial esta infectada con Helicobacter
pylori (H. pylori). Sin embargo, si bien el 100% de los infectados desarrolla gastritis
aguda/crénica, solo el 5% evoluciona a gastritis atréfica, el 10% puede desarrollar
Ulcera gastrica y duodenal, del 1 al 3 % llega a desarrollar cancer gastrico y

menos del 0.1% desarrolla linfoma de MALT®.

Ademas de la infeccion por H. pylori existen otros factores que se encuentran
relacionados con el desarrollo de cancer gastrico, como son los factores
ambientales y los factores genéticos’. Entre los factores ambientales que mas se

han asociado al desarrollo de esta neoplasia se encuentran el consumo de
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alcohol, tabaco, la dieta basada en la alta ingesta de sal, el alto consumo de
alimentos ahumados y preservados® ’. Entre los factores genéticos involucrados
en la progresion del cancer géastrico, se encuentran los polimorfismos en genes
gue se relacionan con: Factores de crecimiento (EGF, VEGF, FGF, IGF), citocinas
(TGF, IL-8, IL-1B) y en moléculas de adhesién (E-cadherina). También se presenta
inactivacion en genes supresores de tumores debido a mutaciones y/o pérdida de
heterogeneidad (LOH) entre estos se encuentra: p53, p16, APC. Por otro lado, se
han visto modificaciones en genes reguladores del ciclo celular (Rb, CDKs), genes
de reparacion de ADN, variaciones en la activacion de oncogenes (c-met, K-ras,
bcl-2K, c-erb2, k-sam), factores de transcripcion (CDX1, CDX2, NF-kB), entre

otros®1°,

Asimismo, varios grupos de investigacion en el area coinciden que los factores de
virulencia secretados por H. pylori pueden actuar a través de diferentes
mecanismos moleculares que promueven la transformacion del epitelio gastrico™
12 Esto incluyen la induccién de hiperproliferacién, aumento en la produccién de
radicales libres de oxigeno (ROS), aumento en Oxido nitrico (NO), que son
moléculas que pueden causar dafio al ADN®. Varios estudios han demostrado que
las multiples alteraciones genéticas y moleculares son las responsables de la

transformacion de la mucosa gastrica durante el desarrollo del CG® 3.

Los mecanismos concretos del desarrollo del CG siguen siendo desconocidos, por
lo cual, es importante entender los eventos moleculares que ocurren en la
transformacién del epitelio gastrico que llevan al desarrollo del CG**. En algunos
estudios se han reportado la participacion de genes que codifican para factores de
crecimiento, citocinas, moléculas reguladoras del ciclo celular, factores
supresores, moléculas de adhesion celular y factores de inestabilidad genética™*
15 aln no estd claro como estas moléculas intervienen en el proceso
carcinogénico. Todas estas alteraciones permiten pensar que el perfil de proteinas

gue se expresan sera diferente entre ambas condiciones; por lo que sera relevante
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conocer si existe una o varias proteinas especificas, intracelulares y/o de
membrana que se expresan en la gastritis cronica no atrofica y no en el CG y

viceversa.

Consideramos que el uso de herramientas proteémicas nos ayudara a conocer de
manera global el perfil de proteinas expresadas en la mucosa géstrica sin lesiones
precancerosas asi como en el CG. Esto dara informacion sobre los procesos

celulares especificos que se alteran y que pueden conducir al cancer.

Lo anterior permitira profundizar en la biologia del CG y en un futuro identificar
potenciales moléculas biolégicas relacionadas con la transformacién celular, asi
como, para determinar moléculas en el prondstico y diagnostico del CG, dado que

actualmente, no existen biomarcadores especificos para esta neoplasia.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

En el 1983, Marshall y Warren demostraron que H. pylori es la causa principal de
gastritis y ulcera péptica’®. En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacién
sobre el cancer (IARC, por sus siglas en ingles), reconocié a H. pylori como un
carcinégeno tipo 1%, por lo que se considera uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de CG, esto basado en evidencias epidemiolégicas®.

H. pylori es una bacteria Gram negativa, microaerofilica, que coloniza la mucosa
géastrica e induce una fuerte respuesta inmune, humoral y celular, que en la
mayoria de los casos no resulta en la eliminacion de la bacteria, pero que llega a
producir dafio al epitelio gastrico. La infeccion persistente de H. pylori puede
causar en la mayoria de los individuos gastritis cronica que puede evolucionar a
gastritis atréfica y a metaplasia intestinal. La localizacion y la gravedad del dafio
generado en la mucosa gastrica, altera la fisiologia del epitelio géastrico, lo que

puede propiciar el desarrollo del CG* 7.

La bacteria presenta factores de virulencia que le permiten colonizar y sobrevivir
en el medio hostil de la mucosa géstrica. H. pylori produce la enzima ureasa que
cataliza la hidrolisis de la urea produciendo CO, y NH,4, creando un ambiente
neutro alrededor de la bacteria lo que le permite sobrevivir en el estbmago, la
bacteria presenta una estructura en espiral que le permiten desplazarse hacia las
células epiteliales. Para evitar su eliminaciéon dentro de la mucosa, la bacteria
contiene varias proteinas de membrana externa (OMPSs): BabA, SabA, OipA y

HopZ, que pueden mediar la adhesién de H. pylori a las células epiteliales® #2°.
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Otra caracteristica que presenta la bacteria para evadir la respuesta inmune, es a
través de su lipopolisacarido (LPS) y de sus flagelos a través de la proteina
flagelina (FlaA). Estas moléculas son previamente modificadas impidiendo ser
reconocidas por los receptores Toll-like (TLR-4 y TLR-5) presentes en células de
la mucosa géstrica. Por otra parte, estudios in vitro han reportado que la citotoxina
VacA secretada por la bacteria, interfiere fuertemente con las células de la
respuesta inmune inhibiendo la proliferacion de linfocitos T y B, también es capaz
de interrumpir la funcion normal de los macréfagos induciendo apoptosis o
interrumpiendo la maduracién del fagosoma, asi como regular negativamente la

expresion de la éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS)?°.

Se ha determinado que tras la colonizacion y la supervivencia en el epitelio
gastrico, H. pylori libera sustancias toxicas que estimulan la respuesta inmune
innata y adaptativa (humoral y celular), en la que fundamentalmente participan los
neutrofilos, macréfagos, mastocitos y linfocitos T, entre otras células del sistema
inmunoldgico, que al ser activadas liberan localmente varios mediadores quimicos,
responsables del dafio al epitelio gastrico y como consecuencia contribuyen al

desarrollo del CG*® %,

Dos de las proteinas mas importantes relacionados con la patogénesis son la
citotoxina VacA y la citotoxina CagA. Estas proteinas se han considerado
especialmente relevantes porque las cepas que las producen se asocian a los
casos de enfermedades géstricas graves, en particular al desarrollo de CG%.

2.2 Participacion de VacA y CagA en la patogénesis

2.2.1 VacA

El gen vacA es altamente polimorfico y tiene dos regiones diferenciadas, una que

corresponde a la regién del péptido sefial que es denominada (sl y s2), y otra
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region que corresponde a la region media (ml1 y m2). Variantes en estas
secuencias se asocian con variaciones en la actividad de la citotoxina VacA, la
cual tiene efectos en la virulencia de H. pylori. Las cepas de H. pylori que poseen
el genotipo s1/m1 son mas citotoxicas que las s1/m2, debido a cambios en su

secuencia de aminoacidos??°,

En el 2003, Covery colaboradores® demostraron que la cepa 60190 de H. pylori,
tiene el genotipo s1/m1 de la toxina VacA, induce apoptosis en células epiteliales
gastricas in vitro (linea celular AGS) lo que podria contribuir con la carcinogénesis.
Por otra parte, se sugiere que los niveles de apoptosis en células epiteliales de
individuos infectados con H. pylori son dependientes de las variaciones en la

estructura de la citotoxina VacA.

Se han descrito diversas actividades para la citotoxina VacA, que incluyen la
formacién de poros en la membrana de células epiteliales, el cual permite el paso
de nutrientes necesarios para la supervivencia de H. pylori. También se ha
observado un aumento en la permeabilidad para-celular, efecto que induce
alteraciones en las uniones estrechas®’. Por otro lado, la citotoxina interfiere con la
fagocitosis, el procesamiento y presentacion de antigenos e impide la proliferacion
de células T, asi como la produccion de radicales libres (ROS). Se ha reportado
también, que induce la liberacion de citocromo c lo cual podria asociarse con la
induccién de apoptosis. Sin embargo, el mecanismo exacto de cémo ocurre el

proceso apoptético todavia no se ha determinado completamente?® %+ %8,

Asimismo, se a descrito que VacA puede unirse a diferentes tipos de receptores
en las células del huésped, entre ellos, se encuentra el factor de crecimiento
epidermal (EGFR), esfingomielina, fibronectina, asi como, a la B2-integrina que al
unirse inhibe la proliferacion de células T CD4*%* %27 Esta unién a los receptores
pueden inducir distintas sefales proinflamatorias y activar distintas moleculas en

las células presentes en la mucosa gastrica, como son el factor NF-kB?’.
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Fujikawa y colaboradores?” han encontrado in vitro que la citotoxina VacA,
interactta con el receptor de la proteina tirosina fosfatasa (RPTPa y RPTPB). En
estudios con ratones a los que se les modifico en el receptor RPTPB muestran una
notable resistencia a Ulceras gastricas. Ratones con RPTPZ (+/+) desarrollaron
Ulcera géstrica, con una peérdida de glandulas y células epiteliales, lo que sugiere
que RPTPB puede desempefiar un papel importante en la toxicidad de VacA?’. Se
ha observado ademas que VacA interactia con otras moléculas de superficie

celular como: lipidos y balsas lipidicas.

Se ha propuesto que la apoptosis mediada por VacA depende de las interaciones
con la mitocondria. El efeto de VacA en la mitocondria es debido a la reduccion del
potencial de membrana mitocondrial. Estudios han demostrado, que la mayoria de
las moléculas de VacA se encuentran en endosomas tempranos, que migran y se
adhieren a la mitocondria formando canales de CI, causando la pérdida del
potencial de membrana y la activacion de las proteinas Bax y Bak (familia Bcl-2) y
de diversas caspasas que generan la ruptura de la membrana mitocondrial,

alterando el ciclo celular en las células epiteliales® *°.

Otro papel importante de VacA es en la alteracién de diferentes vias celulares e
inducién de inflamacién. Esta citotoxina induce la produccion de varias citocinas
inflamatorias que incluyen TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 y IL-13. También se ha visto
que IL-18, es producida por diferentes lineas celulares, en respuesta a VacA
mediante la activacion de MARK y la activacion contintda de los factores ATF-2,
CREB y NF-kB. El factor activador 2 (ATF-2) y ERK permiten el aumento de COX-
2, aumentado la produccién de prostaglandinas (PGE2)?%,
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2.2.2 CagA

La isla de patogenicidad de H. pylori Cag(PAIl) es un factor de virulencia que
puede aumentar el riesgo de cancer, contiene aproximadamente de 21 a 31 genes
que codifican para el sistema de secrecion tipo IV (TSS4). De 10 a 15 genes
presentes en la isla de patogenicidad codifican para el sistema de secrecion tipo
IV responsables del transporte de la proteina CagA y otras moléculas, hacia el

citoplasma de las células epiteliales™™ *.

La proteina CagA es producida por aproximadamente el 70% de los aislamientos
clinicos y se ha documentado la correlacion con el desarrollo de CG y linfoma
MALT por lo que se considera como una oncoproteina potencialmente importante
en el desarrollo de CG®. Una vez internalizada CagA a las células epiteliales,
puede tener dos funciones, una que puede actuar en un estado dependiente de la

fosforilacién y otro que es independiente de la fosforilacion.

La proteina CagA fosforilada por las quinasa Abl o la quinasas de la familia Src
(SH2), en los residuos de tirosina dentro de los motivos EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-
Ala)> % 2 |Los motivos EPIYA se encuentran presentes en un nimero muy
variable en CagA de diferentes cepas, entre los diferente fenotipos se encuentra:
el motivo EPIYA-C caracteristico de CagA de aislamientos de H. pylori en Europa,
América del Norte y Australia, mientras que EPIYA-D es especifica de paises de
Asia Oriental. Cabe sefialar que se ha observado un aumento en el efecto de la
fosforilacion y el potencial oncogénico en motivos EPIYA-C, por lo que las
diferentes isoformas de CagA pueden contribuir a la tasa de CG en paises

occidentales®!.

Doyle y colaboradores observaron que la variabilidad de los motivos EPIYA juegan
un papel importante en la patogénesis producida por H. pylori. Las cepas positivas
de CagA y un numero elevado de motivos EPIYA han sido relacionados con un

aumento en gastritis cronica y atrofia gastrica, el grado de diversidad en la funcién
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de estas proteinas depende en gran medida de los motivos de fosforilacién para la
actividad biologica de CagA*. Estudios realizados por Higashi y colaboradores®
demostraron que al hacer mutaciones especifica en los motivos EPIYA se abate la

capacidad de CagA para asociarse a la membrana plasmatica.

Por otra parte se ha visto que CagA, unida a la fosfatasa SHP2 desencadena
multiples efectos celulares, como rearreglos en el citoesqueleto, alargamiento en
las células, que conducen a motilidad celular incrementada, progresion del ciclo
celular, apoptosis, algunos autores informan que también se activa la via de

sefializacion ERK 23 2434,

La segunda funcion de CagA es en un estado no fosforilado, en donde la
citotoxina puede unirse a la proteina E-cadherina, al receptor del factor de
hepatocitos c-Met (proto-oncogen), asi como también se une a ZO-1 y a la
molécula de adhesion JAM-A, generando cambio en las uniones estrechas, que

124, Otros estudios han demostrado

contribuyen a la pérdida de la funcién epitelia
gue CagA interfiere en la polaridad celular, la proliferacion celular, la diferenciacion
celular, la induccion de la respuesta inflamatoria y probablemente la elongacién

celular?.

Por otro lado, CagA se une a E-cadherina e impide la formacion del complejo E-
cadherina/Bcatenina. Cuando este complejo no se forma se acumula (-catenina
en el nucleo y el citoplasma. En el citoplasma B-catenina es desfosforilada y
translocada en el nucleo, donde forma heterodimeros con otros factores de
transcripcion, dando como consecuendia la transcripcion de genes con potencial
oncogénico, de la misma manera, CagA regula positivamente el gen de la B-
catenina mediante el gen CDX1, el cual codifica un factor importante en la
diferenciacion de las células intestinales. CagA aumenta la expresion de mucinas
(MUC2) de las células calciformes, el cual es un marcador importante en la Ml.
CagA puede activar la via ERK/MAPK y, aumentar la transcripcion de factores de

transcripcion involucrados en la proliferacion celular?.
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Se ha visto que aunque CagA es un factor de virulencia importante para el
desarrollo de CG, las variaciones encontradas en su genoma pueden hacer que la
actividad de CagA varien entre cepa y cepa, lo que puede influenciar la
patogenicidad de las cepas cagA+ y el proceso patolégico de la enfermedad *. Se
ha demostrado que los pacientes que son seropositivos a CagA muestran un
riesgo mayor de padecer la gastritis cronica, gastritis atrofica y CG distal,

comparado con aquellos que son seropositivos™.

2.3 Interacion entre H. pylori y la respuestainmune del hospedero.

Una caracteristica distintiva de la infeccion por H. pylori, es el aumento en la
respuesta inflamatoria. Actualmente se sabe que la inflamacion crénica es un
factor de riesgo fuertemente asociado al desarrollo de CG. Estudios
epidemiologicos han demostrado claramente que la inflamacion crénica
predispone a la formacién de tumores en varios érganos, se ha estimado que
aproximadamente el 25% de los casos de cancer en los seres humanos se
encuentran asociado a la inflamacién®. Virchow (1863) fue uno de los primeros en
reconocer la asociacion entre la inflamacién y el cancer; cuando se dio cuenta que
el cancer surgié en las zonas de inflamacion cronica. Se sugiri6 que el cancer
surgi6 de una célula madura en el tejido periférico, como resultado de

inflamacion®’.

En la inflamacién los cambios en el epitelio gastrico son consecuencia de las
alteraciones en la diferenciacion de las células epiteliales normales, la infiltracién
de células del sistema inmunolégico y de la secrecion de citocinas, que pueden
generar en un momento dado el desarrollo de gastritis atréfica, metaplasia
intestinal y CG. Diversas investigaciones han demostrado que existe una proteina
de la familia hedgehog, que se expresa y secreta en células parietales que son

parte indispensable en las células gastricas, este es el homologo Sonic Hedgehog
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(Shh). La perdida y la alteracion en la expresion de Shh, junto con la proliferacion
celular y la diferenciacion de células madre géastricas se correlaciona con la
pérdida de la diferenciacion de las células epiteliales normales y el desarrollo de
CG38

La continda respuesta inflamatoria causada por H. pylori, genera la destruccion
de tejido gastrico, que consecuentemente es precedido por la remodelacion tisular
(recambio tisular), con excesiva proliferacion celular la cual predispone a errores
mitéticos mas frecuentes con mayor riesgo a mutaciones, y una activacion
continua de diversas citocinas proinflamatorias (TNF-a. INF-y, IL-13, IL-18, IL-10),
quimiocinas (IL-8), factores de transcripcién (NF-kB), radicales libres de oxigeno
(ROS) y nitrogeno, que contribuyen al desarrollo de la inflamacion cronica del
epitelio gastrico y favorecen la posibilidad de dafios al ADN, induciendo

mutaciones en el ADN o silenciamiento de genes a nivel transcripcional® 3% 3% 4°,

Keates y colaboradores** mostraron que la infeccién por H. pylori con cepas que
contienen la isla cagPAl, incrementan la expresion del factor de transcripcion NF-
kB, considerado como un regulador clave de la inflamacién, que se ha involucrado
en los procesos de desarrollo y progresion tumoral por lo que se ha asociado al
cancer. La activaciéon de NF-kB en las células epiteliales, células premalignas y las
células malignas tiene efectos no sélo en la regulacién de la supervivencia celular,

la proliferacion y el crecimiento, sino también en la transicion del epitelio *°.

Matsumoto y colaboradores*?, mostrarén que la infeccion de las células epiteliales
con H. pylori que tienen la isla cag-PAl, induce la expresion y activacion del gen
citidina deaminasa (AID), que actua a través de la activacion del factor NF-kB. Por
otra parte, se determiné que la estimulacion de TNF-a aumenta la expresion de la
proteina enddégena AID en las células epiteliales gastricas y que esto puede
predisponer a mutaciones somaticas en el gen supresor de tumores p53 en

células infectadas in vitro, lo cual evidencia que la expresion de AID como una
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consecuencia de la infeccion H. pylori podria acumular mutaciones en varios

genes de la mucosa géstrica y llevar al desarrollo de CG*.

En otros estudios se han reportado fuerte asociacion entre INF-y y TNF-a, en el
desarrollo de CG. ElI TNF-a esta implicado en el control del crecimiento de tumores
y en la respuesta inflamatoria, mientras que el INF-y juega un papel importante en
la promocion de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa. Estudios de
Fan y colaboradores®® encontraron que tanto el INF-y y TNF-a aumentaron la
expresion de CD44, que es identificado como un marcador de células madre
cancerigenas (CSC), por lo que, se ha visto que poseen propiedades

tumorigénicas tanto in vitro como in vivo.

La Oxido Nitrico sintetasa (iNOS), es expresada tanto por los macrofagos y las
células epiteliales durante la inflamacién, generando moléculas biorreactivas como
el 6xido nitrico (NO). NO inhibe enzimas de reparacion del ADN ( ADN 8-
oxodeoxyguanosine glycosylasa 1 en humanos), lo cual puede llevar a la
acumulacion de dafio en el ADN. La produccion de NO promueve el crecimiento
tumoral por la estimulacion de angiogénesis, incrementa la permeabilidad vascular

y la supresién de la respuesta inmune®.

2.4 Historia Natural del Adenocarcinoma Gastrico de Tipo Intestinal.

En el afio de 1965 Lauren*® describi6 dos tipos histolégicos distintos de CG: El
CG de tipo intestinal y CG de tipo difuso, cada uno con caracteristicas
histopatoldgicas, clinicas y epidemioldgicas propias. Pelayo correa, fue el primero
en describir la historia natural del cancer gastrico de tipo intestinal, proponiendo
gue este tipo de cancer es precedido por una serie de lesiones que incluyen:
gastritis superficial, gastritis crénica atrofica, metaplasia intestinal y displasia,

finalizando con el CG (ver figura 1)*°.
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La historia natural del CG de tipo intestinal comienza con la colonizacion de H.
pylori en la mucosa gastrica, que en conjunto con factores de virulencia (VacA-
slml, CagA) y la intensa respuesta inflamatoria con participacion de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1B, TNF-a, INF-y), llevan a la generacién de gastritis crénica®.

La gastritis cronica se considera un proceso inflamatorio, no especifico, de causa
multifactorial, que se caracteriza por un aumento en la infiltracion de leucocitos
mononucleares en la lamina propia y células plasmaticas secretoras de
inmunoglobulinas, de estas células los leucocitos mononucleares son los
responsables de generar una respuesta inflamatoria intensa*’ la cual puede variar
dependiendo de la cepa infectiva*®. En esta etapa, también se ha encontrado
acumulaciones en la infiltracion de células polimorfonucleares (PMN) en la luz
glandular o faveolar, asi como de agregados linfoides con centros germinales, que
son acompafiados de ciertas citocinas pro-inflamatorias o de una respuesta Thl
con la expresion de interleucina (IL)-1B, factor de necrosis tumoral (TNF) e
interferon (IFN-y). Bajo ciertas circunstancias, la respuesta de tipo Th1 se puede
atenuar e incrementar la respuesta tipo Th2 o anti -inflamatoria, con la expresion

de las citocinas como IL-4 e IL-5%.

En los seres humanos, la co-infeccion con helmintos intestinales se ha asociado
con altos niveles séricos de inmunoglobulina E (IgE) y una alta respuesta Th2 que
producen IgG1, esto llevo a formular una hipétesis, de que la alta respuesta Th2 y
el aumento de eosindfilos en la mucosa gastrica pueden mejorar el dafio al epitelio
y por lo tanto disminuye el riesgo de transformacion maligna, promovido por el
proceso inflamatorio (“Enigma Africano” #**°. Por otro lado, la progresién de una
respuesta inflamatoria intensa, que puede extenderse de manera superficial,
puede generar la destruccion de las estructuras glandulares y favorecer al

desarrollo de atrofia gastrica®.
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Figura 1. Historia Natural del cancer gastrico de tipo Intestinal descrito por primera
vez por Pelayo Correa. Existe evidencia de que el CG de tipo intestinal es precedido por
una serie de cambios histolégicos que incluyen: gastritis aguda, gastritis crénica, atréfica,
metaplasia intestinal, displasia, finalizando con el CG. En la figura se puede observar que
durante cada etapa del desarrollo de CG hay
Ambientales (consumo de sal, cigarro, etc), Factores del huésped (respuesta inmune,
ROS, proliferacion celular, etc) y factores genéticos (polimorfismos, mutaciones en genes
que desregulan su expresion) que actian en combinacién para contribuir a la cascada

precancerosa que conduce al desarrollo del cancer gastrico (modificado de Wroblewski, et

al., 2010)°
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La atrofia es el inicio de las lesiones precancerosas, se presenta generalmente en
la mucosa del cuerpo gastrico y en algunas regiones del antro, que puede
progresar y expandirse de manera multifocal con el tiempo. La atrofia se
caracteriza por la pérdida de las glandulas gastricas, seguida de fibrosis de la
lamina propia, ademas hay una reduccion de acido, inflamacion e infiltracion de
neutréfilos*® *°. Un buen indicador del grado de atrofia es el nivel de pepsin6geno

en sangre, secretada por la mucosa oxintica*®.

La atrofia puede evolucionar a metaplasia intestinal, caracterizada por el cambio
fenotipico de las células epiteliales normales a un fenotipo intestinal, que en base
a la morfologia e histoquimica se clasifica en dos tipos: MI de tipo intestinal o
completa y MI de tipo colonica o incompleta. La metaplasia intestinal completa se
caracteriza por la presencia de células caliciformes secretoras de sialomucina,
intercaladas entre células absorbentes (que expresan un conjunto completo de
enzimas digestivas como sacarosa y trehalosa) y un borde en cepillo que facilitan
la absorcion de los alimentos digeridos y células de paneth. La Ml tipo colénica se
parece a un fenotipo de intestino grueso en morfologia, hay expresién de mucinas,
en esta etapa desaparece el conjunto de enzimas digestivas de manera parcial o
completa, las células epiteliales normales no presentan borde en cepillo, carece de
células de Paneth y absortivas. En este tipo de metaplasia, las células caliciformes
pueden secretar sialomucina y/o sulfomucina, las células columnares

caracteristicamente secretan sulfomucinas “®*° (Ver figura 2).

La MI puede evolucionar a displasia, esta lesién presenta un fenotipo neoplasico,
gque se caracteriza por presentar en el epitelio de ndcleos grandes, hiper-
cromaticos con mitosis frecuentes. Esta lesion se ha clasificado como de alto
grado o bajo grado®. Esta lesién progresa hasta evolucionar a CG de tipo
intestinal, que se caracteriza por acumulaciones en mutaciones en el ADN,

proliferacion de células epiteliales, presencia de oncogenes, entre otros procesos
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necesarios que requieren las células neoplasicas, para degradar la matriz del

estroma que las rodea.

Glandula Gastrica

Borde en cerille

Cancer Gastrico

| TEF

w— ) — m amac’:

Células del Cuello e
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K v
4 v '

& Células enteroendocrinas

' Células de Paneth
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Células Principales

Figura 2. Representacion esquematica de una glandula gastrica normal y
una glandula en metaplasia intestinal. La mucosa gastrica normal esta
organizada como una capa superficial de epitelio tipo faveolar, con células
secretoras de moco, la regién del cuello donde se encuentran las células en
proliferacion, células parietales secretoras de acido y células principales
productoras de pepsindgeno. Del lado derecho de la figura se muestra una
glandula en metaplasia intestinal con diferentes tipos de células intestinales
incrustadas del lado izquierdo de la glandula, se pueden observar células
caliciformes, células absorbentes, células de Paneth vy células
neuroendocrinas que pueden aparecer de manera sola o en combinacién en la
etapa de Ml (modificado de Barros 2012)°".
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2.5 Estudios Genéticos en CG

Hasta el momento no se ha identificado que H. pylori produzca mutaciones de
manera directa, por lo tanto se considera que este efecto lo realiza de manera
indirecta, debido a la intensa respuesta inflamatoria que se produce en el
estdbmago, la cual promueve una serie de cambios morfologicos y moleculares que
pueden dar origen a las distintas lesiones gastricas. Entre estos cambios
presentes en la mucosa gastrica se encuentran los cambios a nivel genético, en el
que se han observado mutaciones en distintas moléculas que son responsables

del control biolégico dentro de la mucosa del estdmago.

Estudios genéticos han puesto de manifiesto la alteracion en genes relacionados
con el cancer gastrico, tales como [B-catenina, K-ras, c-erbB2, p53, p16, E-
cadherina y APC®2. Varios autores han reportado que durante la transformacién de
la mucosa gastrica se presentan alteraciones en genes involucrados en los
diferentes estadios de la carcinogénesis. Los genes que estan implicados en
diferentes funciones celulares son: genes relacionados con citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, genes de adhesion celular, transduccién de

sefial, diferenciacién celular y reparacion en el ADN®.

2.5.1 Mecanismos reparadores de ADN (MMR)

El genoma de todos los organismos vivos esta constantemente sujeto a
condiciones que le causan dafio al ADN. La maquinaria celular que responde a los
dafios en el ADN esta constituida por una red dinAmica de proteinas y complejos
proteicos capaces de detectar y reparar el dafio en el ADN. Las células pueden
utilizar distintos mecanismos que retrasen la progresion del ciclo celular, lo que

permite reparar lesiones o eliminar a las células mediante apoptosis cuando la
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célula tenga un dafio excesivo, irreparable y que interfiera gravemente con la

reparacion del ADN>3.

En algunos estudios se ha propuesto, que el dafio o deterioro en el sistema de
reparacion de la ADN (MMR del inglés mismatch repair machinery) es una causa
conocida que lleva al dafio del ADN y promueve la progresion tumoral en
canceres humanos hereditarios. El sistema MMR es importante para mantener la
integridad gendmica mediante el reconocimiento y reparacion de errores
de nucledtidos mal apareados, errores del ADN polimerasa o la formacion de
heteroduplex. Este sistema, esta constituido de seis genes principales (MLHL1,
MSH2, PMS1, MSH3, MSH6), en donde mutaciones de cualquiera de estos genes
se relaciona con la deficiencia en el sistema de reparacion que pueden llevar al

desarrollo del CG*°,

Los genes MLH1, MSH2, PMS1, MSH3, MSH6, son considerados como genes
supresores de tumores, que se expresan en el ciclo celular. Se sabe que la
expresion de MLH1 es esencial para el mantenimiento de la inestabilidad de
microsatélites (MSI), se ha visto que pacientes con cancer gastrico presentan
pérdida en la expresion de MLH1. Por otro lado, se ha visto que la metilacién
incorrecta de la enzima O°-metil guanina metiltransferasa (MGMT) lleva al
desarrollo de cancer. Se ha visto que la guanina alterada no se aparea con cistina,
sino con timina, por lo que la replicacion del ADN originaria una mutacion que

podria conducir al desarrollo de cancer gastrico™.

Bartchewsky y colaboradores™® en el 2009, estudiaron los niveles de expresion de
ARNm de MLH1 y MGMT en pacientes con gastritis cronica y cancer gastrico,
mediante la técnica de RT-PCR e inmunohistoquimica. En el estudio se incluyeron
26 pacientes no infectados con H. pylori, 127 con gastritis cronica (positivos a H.

pylori) y 64 con cancer gastrico, se observo que en la gastritis cronica hubo un
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incremento general en la expresion de MLH1 y MGMT. Mientras que estos niveles

disminuyen significativamente entre los pacientes con cancer gastrico.

2.5.2 Genes supresores de tumores

2.5.2.1 MSI'y LOH

La inactivacion de genes supresores de tumores debido a la pérdida en la
heterogeneidad (LOH) esta ampliamente relacionada con CG. La pérdida en la
heterogeneidad puede llevar a la inactivacion del gen p53 y pl6, los cuales tiene
un papel muy importante en el ciclo celular, y que esta implicado en el desarrollo
de CG de tipo intestinal y CG de tipo difuso. Se ha visto que mutaciones en APC
debido a LOH parecen ocurrir frecuentemente en CG de tipo intestinal., debido a
que APC juega un importante papel en la degradacion de B-Catenina, cuya
concentracion se mantienen a niveles bajos, evitando la acumulacién en nucleo y
citoplasma, lo que impide la activacion de factores de transcripcion relacionados

con sefiales pro-inflamatorias®.

Con respecto a la inestabilidad de microsatelital (MSI), estd caracterizada por
mutaciones, principalmente deleciones, en secuencias repetitivas y cortas del
genoma, que son totalmente diferentes al nUmero de repeticiones que tenia el
ADN cuando se heredd. Los MSI es el resultado de defectos en el MMR y se ha
observado entre el 13-44% de los tumores gastricos. Hamamoto y
colaboradores™ reportaron una alta expresién en MSI en el 47% de los casos de
cancer gastricos y el 27% en casos de MI. El estudio concluy6 que la frecuencia
mas alta en la MSI se observo sélo en cancer de tipo intestinal y la pedida de

heterogeneidad (LOH) se observé sélo en 2 de las 15 muestras estudiadas®.
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2.5.2.2 Expresion de TFF (factor trifoil)

El factor trifoil desempefia un papel importante en el mantenimiento y reparacion
de la mucosa gastrica normal. En ratones la baja expresion del TFF1 conduce al
desarrollo de tumores gastricos. TFF2 (o péptido espasmolitico) se encuentra
expresado en las células mucosas del cuello de las glandulas géstricas. EI TFF3
(o factor trifoil intestinal: ITF) se expresa en altos niveles en células caliciformes de
intestino delgado y grueso. Se ha observado que la alta expresion del TFF1 y 3
estd asociada fuertemente con Metaplasia Intestinal, mientras que la pérdida o la

baja expresion esta relacionada con CG de tipo intestinal ** °°.

Zheng en el 20048, reporta que la pérdida de expresién de TFF1 se observé en
aproximadamente el 44% de los casos de carcinoma gastrico, mientras que la
pérdida del péptido TFF2 fue descrito en aproximadamente el 50% de los casos
de carcinoma gastrico. Recientemente, estos investigadores también encontraron

evidencia de una doble funcion anti-proliferativa y anti-apoptoéticos del gen TFF1.

2.5.3 Factores de transcripcion.

2.5.3.1 Genes homeobox CDX1y CDX2

Los genes homeobox (CDX1 y CDX2) son especificos de intestino y se ha
demostrado que se expresan de forma aberrante en MI humana. Mutoh y
colaboradores®’ examinaron la asociacion entre MI y el desarrollo de carcinoma
gastrico, notificando que los polipos gastricos que se desarrollan a partir de
mucosa gastrica con MI en ratones transgénico-CDX2 desarrollan
adenocarcinoma tipo intestinal. Por otra parte, verificaron la participacion de
mutaciones en los genes p53 y APC que se han detectado en los carcinomas

gastricos, particularmente en el carcinoma gastrico de tipo intestinal. Estos

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 20



resultados fueron verificados en ratones transgénicos que llevan mutaciones en
APC (Cdx2Tg Apc +/ Min) y p53 (Cdx2Tg p53 +/-).

Kang y colaboradores®® determinaron la expresién genética de CDX1 y CDX2 en
MI, la progresion hacia distrofia y CG, mediante la técnica de RT-PCR en
muestras corporales. Se observoé en el estudio, que la expresion de CDX2 y CDX1
fue significativamente mayor en la infeccién con H. pylori y en MI tipo incompleta,
lo cual, sugiere que tanto CDX1 y CDX2 desempefian un papel importante en la

progresion del CG.

2.5.3.2 Baja expresion del gen RUNX

RUNXS es un factor de transcripcion que actia como un regulador del crecimiento
en células epiteliales gastricas. Li y colaboradores®® mostraron que la expresion de
RUNX3 en la mucosa gastrica de los ratones que mostraron hiperplasia como
resultado de una mayor proliferacion y una supresion de apoptosis en las células
epiteliales géastricas. También mostraron que los niveles de ARNm de RUNX3 son

bajos en la Ml y el cancer gastrico.

2.5.3.3 Genes de Villinay Sox

La villina es una proteina estructural regulada por el aumento del calcio intracelular
gue a su vez se une a la actina y contribuye a la formacién de microvellosidades
en el intestino delgado. Ratones deficientes en este gen, desarrollan
microvellosidades, pero no responden normalmente a las sefales dependientes de
calcio lo que genera dafio celular. Ademas se ha demostrado que la Vvillina se
expresa en estbmago y ratones en gastritis atréfica y Ml, al ser infectados con H.

pylori®.
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El gen Sox2, el cual juega un papel importante en la embriogénesis, se ha
encontrado en la mucosa normal y tiene una baja expresion en intestino delgado.
Durante la progresion a través de las etapas de la carcinogénesis los niveles de
Sox2 disminuyen, mostrando una correlacion inversa a CDX1 y CDX2,

mostrandose ausente en Ml y CG>®.

2.5.4 Activacion de oncogenes

Los oncogenes regulan la division celular y pueden ser clasificados por su
localizacion en citoplasmicos y nucleares; al ser activados por mutaciones
(sustituciones de nucledtidos, inserciones, deleciones, amplificaciones o

translocaciones) pueden causar cancer.

Los grupos de oncogenes que son activados normalmente son factores de
crecimiento, que actlan sobre receptores de membrana especificos, con actividad
tirosin quinasa. Estos reciben la sefial y la transmiten al interior de la célula,
iniciando la cadena de eventos para la activacion de la transcripcion de ADN y la
proliferacién®. Por ejemplo el proto-oncogén c-met, que codifica un receptor
tirosina quinasa para el factor de crecimiento de hepatocitos, estd altamente

expresada en 50% de los CG de tipo intestinal y CG de tipo difuso®.

2.5.4.1 c-Myc, p27y c-erB2

La oncoproteina c-Myc es un factor de transcripcion que regula varios genes
intimamente implicados en la proliferacién celular, diferenciacion, apoptosis y
oncogénesis. c-Myc disminuye no solo la transcripcion, sino también el transporte
nuclear de p27 desde el citoplasma, por lo tanto, influye en la regulacion de la
transicion G1/S para la progresion del ciclo celular a través de p27°%. Algunos

estudios muestran que p27 disminuye en gastritis y en metaplasia intestinal®.
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Kim y colaboradores®® en el 2006, determinaron en 22 pacientes con gastritis
cronica el numero de células epiteliales antrales que expresaron p27, Skp2
(miembro de la familia de proteinas de la caja F) y c-Myc mediante
inmunohistoquimica y microdiseccion de captura por laser. Las células que
expresan la proteina Skp2 (37+2.4% pre-erradicacion de H. pylori y 55+2.8% post-
erradicacion); mientras que para Skp2: 35+3,8 y 23+2,6% y c-Myc fue: 47+3,6 y
30+3,8%.

El c- erB2 (HER-2/neu), otro protooncogén, es un receptor de tirosina quinasa
transmembrana. Se ha visto que la sobre expresion de HER-2/neu se asocia con
aproximadamente una cuarta parte de todos los tumores malignos del tracto

gastrointestinal®.

2.5.4.2 Factores de crecimiento HGF y bFGF

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) esta involucrado en la estimulacion
de la division mitética del epitelio, la migracién celular, puede mejorar el
movimiento y la capacidad invasiva de las células cancerosas. A través de la unién
con el receptor c-met, puede activar las células endoteliales vasculares. Por otro
lado, el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) esta involucrado en la

regulacion de la proliferacion, migracion y diferenciacion celular.

En un grupo de pacientes chinos Zhang y colaboradores® investigaron la relacion
entre los niveles de ARNm de HGF, bFGF y la densidad de los microvasos (MVD)
en pacientes chinos. Detectaron mediante hibridacion in situ la expresion de
ARNm (de HGF y bFGF), donde encontraron que la expresion de ARNm de HGF
fue mas alta en CG (57.1%), que indica un efecto significativo en el potencial

invasivo de las células cancerosas.
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2.5.5 Variacion en la expresion de varios genes implicados en gastritis

cronicay cancer gastrico.

Chen y colaboradores®® en el 2003, observaron la expresiéon de genes en un
ensayo de microarreglos de ADNc (representando ~30,000 genes diferentes), en
donde utilizaron tejido normal de intestino delgado y colén como control,
comparandolos con diferentes regiones del estbmago (antro, cuerpo y antro con
metaplasia). Se utilizaron 14 tejidos de CG y 22 tejidos no gastricos. Ellos
encontraron una diversidad de patrones de expresion genética en CG y MI. Los
genes en MI altamente expresados estan relacionados con el transporte celular
(KCNJ16, PSMB9), genes implicados en metabolismo de lipidos (proteina
microsomal transportadora de triglicéridos (MTP), Proteinas de uniéna
acidos Grasos (FABP1), apolipoproteina Al (APOA1l), metabolismo de
aminoéacidos (gamma glutamiltranspeptidasa 1 (GGT1)) o metabolismo de glucosa
(aldolasa B (ALDOB)), que también fueron altamente expresados en intestino
delgado y en menor expresion en colon. También se analizaron genes
relacionados con el control de la diferenciacion intestinal entre ellos factores de
transcripcion (CDX1, CDX2, y HNF4A), genes relacionados con proteinas
integrales de membrana y moléculas de adhesion, caracteristicas de epitelio
intestinal (CLDN3, CLDN4, CDH17 y VIL1).

2.6 Importancia del andlisis de proteinas en CG a traves de técnicas

proted6micas.

Actualmente, algunos investigadores estan interesados en el estudio de la
expresion de proteinas presentes en CG, con la finalidad de conocer acerca de

los procesos de transformacion de las diferentes etapas involucradas en la
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carcinogénesis o el descubrimiento de nuevos biomarcadores. En estudios
proted6micos, se han determinado diferencias en la expresion de proteinas, éstas
se encuentran sobre-expresadas en CG, mientras que en tejido normal se
encuentran en baja-expresion, esta expresion diferencial involucra proteinas que
estan relacionadas con apoptosis, respuesta al estrés, ciclo celular, comunicacion
celular y metabolismo asociadas con céancer gastrico, pero no asi con lesiones

como la gastritis cronica..

2.6.1 Identificacion de proteinas diferenciales en CG a través de técnicas
proted6micas

Li y colaboradores® identificaron proteinas diferencialmente expresadas en CG y
tejido normal de 10 pacientes, las cuales fueron analizadas por electroforesis 2-DE
y espectrometria de masas. En este estudio se identificaron proteinas de alta
expresion en CG que estan relacionadas con: a) proteinas de regulacion
transcripcional, como la proteina dedo de zinc 268, b) proteinas reguladoras de la
transduccion de sefiales, como el regulador de sefializacion de la proteina G- 3
(RGS3), c) proteinas relacionadas con cancer, tales como la proteina Ras, d) las
proteinas del citoesqueleto, e) proteinas de tejido muy especifico, tales como
proteina de unién a calcio CaBP5. Las proteinas que se observaron en baja
expresion incluyen: a) proteinas de regulaciéon transcripcional, como el represor
transcripcional CTCFL, b) proteinas del citoesqueleto, c) enzimas metabdlicas,
tales como peroxirredoxina 2. Algunas proteinas de estas juegan un papel
importante en la progresién del crecimiento maligno, mientras que otras son

importantes en el mantenimiento de las condiciones normales del tejido gastrico.

Bai y colaboradores®® analizaron los patrones de expresién de proteinas en 8
pacientes con CG, encontrando que 32 spots de proteinas diferentes entre el
tejido normal y el tejido tumoral. Mediante Western blot se confirmd la expresion
diferencial de 9 proteinas relacionadas con procesos apoptoéticos: AGR2, ENO1,
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GDI2, GRP78, GRP94, PPIA, PRDX1, PTEN y VDAC1. En este mismo estudio,
también se determiné mediante tincion inmunohistoquimica en tejido de 145
pacientes con CG, cada una de estas 9 proteinas, demostrando una asociacion
significativa entre la tincion y las caracteristicas clinicas de la enfermedad. Por lo
gue estos investigadores proponen a ENO1, GRP78, GRP94, PPIA, PRDX1 y

PTEN como potenciales biomarcadores para CG.

Kocevar y colaboradores®’ analizaron muestras de tejido de CG y tejido normal (32
tejidos), utilizando como técnicas la electroforesis 2-DE y la espectrometria de
masas. Se determinaron 30 proteinas diferenciales implicadas en diferentes
procesos biolégicos: metabolismo, desarrollo, muerte celular, respuesta al estrés,
ciclo celular, comunicacién celular, transporte y la motilidad celular. De éstas 30
proteinas, se seleccionaron ocho proteinas para ser validadas por inmmunoblot.
Se detectdé la baja expresion de la proteina (MRPL12) en adenocarcinoma
gastrico, asi como la bajaexpresiéon de GKN1, PACAP, GSTM3, mientras que las
proteinas SEPT2, UBE2N, TALDO1l fueron altamente expresadas. También
determinaron la presencia de la prteina TPT1 en pacientes con borde del eséfago
gastrico/cancer de cardia. Esta investigacion sugiere a estas proteinas de gran
importancia debido a su papel en metabolismo (MRP12, PACAP, GSTM3, UBE2N,
TALDOL1), en desarrollo (GSTM3, SEPT2), en muerte celular (PACAP, TPT1),
respuesta a estrés (UBE2N), en ciclo celular (SEPT2), en comunicacion celular
(GSTM3) y en transporte (SEPT2, TPT1).

Chen vy colaboradores® administraron 100 pg/mL de N-methil-N'-Nitro-N-
Nitrosoguanidina (MNNG) en agua y Cloruro de Sodio al 10% por sonda a 12 ratas
Wistar, para producir CG y MI. Una vez obtenidas las lesiones, se determin0 los
patrones de expresion de proteinas en tejido normal, CG y metastasis, por medio
de las técnicas de electroforesis 2-DE/MALDI-TOF-MS. Se identificaron proteinas
de citoesqueleto, proteinas asociadas a estrés, proteinas implicadas en la

transduccion de sefal, proteinas asociadas en proliferacion, diferenciacion celular
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y metabolismo. Once proteinas fueron altamente expresadas y dos de baja
expresion en tejido tumoral en comparacion con el tejido normal. La alta expresion
de HSP27 y PDI, también fue confirmada por andlisis inmunohistoquimico en CG
humano. Demostrando que la combinacion de modelos animales en analisis
protebmico ayudan a la compresion de cambios en el proceso de la

carcinogénesis y la formacion de metéastasis.

Wu y colaboradores® utilizaron la técnica 2D-DIGE para determinar la expresion
de proteinas en tejido de CG de origen epitelial y mucosa normal adyacente. Se
determinaron 22 spot por espectrometria de masas, de estas 7 proteinas fueron
altamente expresadas e identificadas por espectrometria (chaperona HSP60,
proteina hipotética, proteina similar a la actina, MnSOD (superéxido dismutasa
gue contiene Manganeso). Las proteinas de Baja expresionidentificadas son 16
entre estas se encuentra: el fibrinégeno-y, HSP27 (chaperona), tubulina,
prostaglandina F, entre otras. Por otro lado, también se determiné el epitope de
HSP60 en la superficie de células humanas de cancer gastrico (MKN45, KATOIIl y
MKN28) y en biopsias gastricas. En conclusién, los autores sugieren que MnSOD
podria ser un marcador potencial de suero para el diagnéstico molecular de CG y
que la técnica DIGE es de gran utilidad para la deteccion de proteinas expresadas

diferencialmente en cancer.
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3. MAPA CONCEPTUAL

El cancer géstrico es una enfermedad compleja y multifactorial, considerada como
la segunda causa de muerte a nivel mundial. Varios autores, han demostrado que
el principal factor para el desarrollo de CG, es la infeccién persistente de H. pylori.

Por tal motivo, en 1994 la IARC reconocié a H. pylori como un carcinégeno tipo I.

El CG se clasifica en dos tipos: Intestinal y Difuso, cada uno con caracteristicas
histoldgicas, clinicas y epidemioldgicas especificas. En especial el CG de tipo
intestinal es precedido por una serie de lesiones precancerosas, que inician con la
colonizacion de H. pylori a la mucosa gastrica, en donde intervienen factores del
huésped y factores de virulencia de la cepa (VacA y CagA) relacionadas con la
patogénesis. La mucosa gastrica normal se caracteriza por la presencia de células
foveolares secretoras de moco, células del cuello secretorias de moco, células
parietales y células principales con caracteristicas deferentes. Entonces, una vez
que H. pylori coloniza la mucosa géstrica induce una gastritis croénica, primera
etapa de la cascada de lesiones precancerosas, que esta evolucionara a atrofia
gastrica, metaplasia intestinal y por ultimo a CG de tipo intestinal. Varios autores
han reportado que durante la transformacion de la mucosa gastrica se presentan
alteraciones en genes que aumentan y disminuyen su expresion, los cuales estan
involucrados en los diferentes estadios de la carcinogénesis. Los eventos
relacionados con la expresion genética, como la intensa respuesta inflamatoria
qgue persiste a lo largo de las lesiones, llevan a la transformacion de la mucosa
gastrica y el desarrollo de CG tipo intestinal. Por lo tanto, estos cambios
probablemente pueden verse reflejados en la expresion de proteina en tejido. De
tal manera surge la pregunta de investigacion: ¢las celulas presentes en gastritis
cronica expresan proteinas expecificas que las diferencian de las celulas
cancerosas? la cual se pretende resolver mediante técnicas proteémicas con el fin

de entender mejor el proceso carcinogenico.
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4. JUSTIFICACION

Los mecanismos moleculares que desencadenan la transformacion de las células
del epitelio gastrico y el subsecuente desarrollo a cdncer no estén bien elucidados.
En trabajos recientes se ha reportado la alteracion de algunos genes, pero hasta
el momento no se han validado para su uso como marcadores de carcinogénesis y

progresion del este tipo de cancer.

Por otro lado, en estudios de proteémica se han encontrado en el CG alteraciones
en la expresion de diversas proteinas involucradas en apoptosis, respuestas al

estrés, ciclo celular, comunicacién celular y metabolismo.

La gastritis créonica es una lesidbn que puede progresar a atrofia gastrica,
metaplasia intestinal y esta a su vez al desarrollo del adenocarcinoma de tipo
intestinal, por lo que serd relevante conocer si existe una o varias proteinas
especificas, intracelulares y/o de membrana que ayuden a diferenciar entre este
estadio y el cancer gastrico. Lo anterior permitird profundizar en la biologia del
adenocarcinoma gastrico y en un futuro para identificar potenciales marcadores

bioldgicos, asociados a la transformacion celular.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 30



5. HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion de proteinas especificas de tejido entre la

gastritis crénica y el adenocarcinoma gastrico.
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6. OBJETIVO GENERAL

Investigar el perfil de expresion de proteinas en biopsias de pacientes infectados
por H. pylori con gastritis cronica y adenocarcinoma gastrico tipo intestinal, para

identificar las proteinas especificas expresadas en estas lesiones.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar el perfil de proteinas expresadas en pacientes con gastritis
cronica, con las expresadas de pacientes con cancer gastrico de tipo
intestinal.

2. ldentificar las proteinas que muestren una expresion diferencial entre
ambas lesiones.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio del estudio: Estudio experimental.

7.2 Definicién y seleccion de la poblacion de estudio.

7.2.1 Poblacién de estudio

Las muestras que se utilizaron en este estudio provienen de un banco de biopsias
que se formd como parte del proyecto “Identificacién de biomarcadores asociados
a lesiones gastricas premalignas y de transformacion a cancer por medio de

electroforesis bidimensional y espectrometria de masas (LC-MS)”.

Este banco se formé a partir de pacientes que acudieron al servicio de endoscopia
al Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN), con indicacion médica de
endoscopia para el diagnéstico de alguna enfermedad gastrica, entre ellas
pacientes con adenocarcinoma gastrico y gastritis crénica leve que se usaron en

este estudio protedmico.

7.2.2 Seleccidn de las muestras de tejido para el analisis proteémico

Para éste estudio Unicamente se tomaron para el andlisis proteGmico muestras de
tejido gastrico (biopsias) de pacientes con diagnostico de gastritis cronica leve y
adenocarcinoma gastrico de tipo Intestinal que se obtuvo de la regidn antral del
estdmago. Estas lesiones fueron confirmadas por médicos patologos del INCAN,

los cuales nos ayudaron con los resultados histopatolégicos.
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7.3 Los criterios de inclusion y exclusion

Los criterios que se usaron en el proyecto madre para la seleccion de los
pacientes a los que se les hizo el examen por endoscopia, fueron los siguientes:

7.3.1 Criterios de inclusién:

o Pacientes mayores de 18 afios de ambos sexos

o Pacientes que no hayan sido sometidos a cirugia gastrica previa

o Pacientes que no hayan sido sometidos a quimioterapia o tratamientos
contra cancer.

o Pacientes que no hayan tomado antiinflamatorios o inhibidores de la

bomba de protones en los ultimos 30 dias.

7.3.2 Criterio de exclusion.

o Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion del estudio.
o Pacientes que no tengan diagnéstico histopatolégico confirmado.
o Pacientes con otras patologias asociadas (VIH, diabetes, etc.)

7.4 Formacién de los grupos de estudio

Para la formacion de los dos grupos de estudio se tomaron dos muestras de
pacientes con diagnéstico histopatologico confirmatorio de gastritis crénica y dos
muestras de pacientes previamente diagnosticadas con adenocarcinoma gastrico
de tipo intestinal, ambos grupos fueron positivo a H. pylori, para ser incluidos en el

analisis proteémico.
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7.5 Métodos experimentales
7.5.1 Manejo de la muestra biol6égica para el anélisis protedmico

Las biopsias fueron seleccionadas de acuerdo a la patologia, se tomaron 2
muestras de biopsias de pacientes con gastritis cronica y 2 muestras de pacientes
con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal, las cuales fueron transportadas en

hielo al Laboratorio 2 planta baja para su procesamiento y analisis.

También se toma el suero de los pacientes con gastritis cronica y adenocarcinoma
géastrico de tipo intestinal, para determinacion de anticuerpos contra H. pylori
mediante western blot., los cuales nos ayudaron a determinar la positividad a H.

pylori.

7.5.2 Deteccion de anticuerpos contra H. pylori mediante Western blot, en las
muestras que fueron empleadas para el analisis proteémico.

Para la deteccion de anticuerpos en el suero de los pacientes incluidos en el
estudio, se realiz6 por medio de la técnica de western blot utilizando como
antigenos la fraccion de protoplasto obtenidos de una cepa de H. pylori de
referencia (26695).

Las proteinas presentes en los protoplastos (200ug) se separaron por
electroforesis de acuerdo al protocolo de Laemmli’®, utilizando un gel separador de
poliacrilamida al 10% (2.5ml Tris-HCL pH 8.8 al.5 M, 100ul de SDS al 10%, 3.3ml
de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de
TEMED y 4ml de Agua MilliQ) y el gel concentrador al 4% (2.5ml de Tris-HCL pH
6.8 al.5 M, 100ul de SDS al 10%, 1.33ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al
0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de TEMED y 1.33ml de Agua MilliQ)). El gel se
corrido en una camara de electroforesis Marca Hoefer (Mighty Small SE250/SE260)
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a 1:30 h a 110 volts, una vez terminada la electroforesis, el gel se transfirio a una
membrana de nitrocelulosa previamente incubada con una solucion amortiguadora
de transferencia (3g/L de Tris-Base, 192mM glicina, SDS 1%, metanol 20%) y la
transferencia se realiz6 en una camara Bio-rad a 200 Amperes durante 2 horas.
Una vez finalizada la transferencia la membrana se lavo con PBS-Tween al 0.05%
(buffer de fosfato salino) y se hizo el bloqueo con una solucién de leche Svelty al
10% en PBS-Tween 0.005% durante 1h. Transcurrido el tiempo de bloqueo de la
membrana se realizaron lavados con PBS-Tween. Posteriormente, la membrana
se cortd en tiras de aproximadamente 5mm. Las tiras se colocaron en canaletas y
se dejaron incubando aproximadamente 16 horas con suero de los pacientes, a
una dilucion 1:100. Posteriormente se lavaron las tiras con una solucion que
contenia PBS-Tween al 0.05%, inmediatamente se colocé el 2% Anticuerpo (Anti-
IgG Humana/fosfatasa) en una diluciéon 1:2000) durante 4h de incubacion. Una
vez incubada la membrana se lavd con PBS-Tween al 0.05%. Subsecuentemente
se lavd con NaHCO3; 0.1 M - MgCl, 1 mM, pH 9.8 durante 5 minutos.
Posteriormente se retird esta solucién y se agreg6 el sustrato para fosfatasa
alcalina (Cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) al 2.25% y (5-bromo-4-chloro-1H-
indol-3-yl ) di-hidrogeno fosfato (BCIP) al 1.25%) en NaHCO3; 0.1 M - MgCl, 1 mM,
pH 9.8, una vez que se observaba las bandas, en aproximadamente 5-10 minutos

se paré la reaccion con agua MilliQ.

7.6 Separacion e identificacion de proteinas para andalisis protedmico (2D-
DIGE).

En este trabajo de tesis se han aplicado técnicas de proteGmica para encontrar la

expresion diferencial de proteinas en tejido (Biopsias) .

Estandarizacion: Para la realizacion del andlisis proteémico se estandariz6 la

técnica de extraccién de proteinas, eliminacién de sustancias interferentes (2D-
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Clean up), cuantificacion de proteinas mediante el kit 2D-Quant (GE Healthcare
80-6483-56), Isoelectroenfoque (IEF) y electroforesis en segunda dimension 2D-
PAGE. Los resultados obtenidos de la estandarizacién nos permitieron establecer
las condiciones 6ptimas de manejo de las distintas técnicas que se emplearon

para el analisis protedmico a través de 2D- DIGE.

7.6.1 Extraccion de proteinas de biopsias

Las biopsias seleccionadas se procesaron de la siguiente manera: El tejido se lavo
con 50 mM de Tris-HCI pH 7.1, 100 mM KCI, 60 mM EDTA y 0.2 mM de PMSF,
por 5 minutos y se colocé en nitrégeno liquido toda la noche. Al dia siguiente, las
muestras fueron liofilizadas durante 4 h en un concentrador de muestras marca
SAVAT modelo SVC200H. Posteriormente la muestra liofilizada, se tritur6 y se
solubilizé en 100 pl de buffer de lisis que contenia 7 M de urea, 2 M de Tiourea,
4% de CHAPS durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo se afiadio 1 pl de
Nucleasa Mix (80-6501-42, GE Healthcare) por un periodo de 30 min, la muestra
se centrifugo a 13,000 rpm durante 20 min a 4 °C. Una vez transcurrido el tiempo
se retird el sobrenadante de la muestra que contiene las proteinas extraidas del

tejido y el precipitado se descart6’*.

7.6.2 Eliminacion de sustancias interferentes en la muestra de proteinas
extraidas de las Biopsias (2D-Clean up).

Para la eliminacion de sustancias interferentes se utilizé el kit comercial 2-D
Clean-Up marca GE Healthcare (80-6484-51). Este kit consiste en precipitar las
proteinas extraidas de las biopsias y eliminar algunas sustancias como: los acidos
nucleicos, acidos fendlicos, sales, lipidos, detergentes entre otros que

permanecen en solucién y que puedan interferir con el isoelectroenfoque.
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Se transfirieron 100 ul de muestra de proteinas aun tubo eppendorf de 1.5 ml, se
afadio 300 pl de la solucién precipitante, se agitd y se dejo incubar en hielo
durante 15 minutos, transcurrido ese tiempo se adicionaron 300 pl de co-
precipitante. Posteriormente la muestra se centrifugo a 12,000 x g durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante y se obtuvo la
pastilla, a la cual se le afiadieron 40 pl de la solucién co-precipitante, se dejo
incubar en hielo durante 5 min. Se centrifugd la muestra nuevamente a 12, 000 x g
a 4°C, se retir6 el sobrenadante y a la pastilla se le agregaron 25 ul de agua
destilada. Se adiciono 1ml del buffer de lavado (previamente incubado a -20 °© C
durante 1 h como minimo) y 5 pl de aditivo de lavado. Se incubo la muestra a -20 °
C durante 30 minutos, agitando en intervalos de 10 minutos. Se centrifugé la
muestra a 12, 000 x g por 5 min a 4°C. Se re-suspendio la pastilla en 100 ul de
solucién de rehidratacién para el isoelectroenfoque (IEF)’? que contiene Urea 7M,
Tiourea 2M, CHAPS 2% a pH de 8.5.

7.6.3 Ajuste del pH en el buffer de rehidratacion para el marcaje de las
muestra de proteinas de Biopsias para analisis 2D-DIGE

El buffer de rehidratacion con el que se mantienen las muestras debe estar a un
pH de 8.5. Se prepar6 una solucion con Tris-Base 500 mM a pH 9.5, se tomaron
2ul de esta solucién y se agreg6 a la solucion de rehidratacion para obtener un pH
de 8.5. Es necesario corroborar que el pH en la solucion de proteinas sea de 8.5,
por lo que se tomaron 2-3 ul de cada muestra y se colocé sobre tiras de pH
MERCK (pH de 6.5 a 10.0). Es necesario evitar la adicibn de aminas primarias
como anfolitos o tioles (por ejemplo, DTT) antes de finalizar el proceso de marcaje

con los fluoroforos.
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7.6.4 Cuantificacion de proteinas con el kit comercial 2D-Quant.

La cuantificacion de proteinas se realizé de acuerdo al procedimiento indicado en
el kit comercial 2-D Quant (GE Healthcare 80-6483-56), el cual esta disefiado para
la determinacion precisa de la concentracion de proteinas de cada una de las
muestras. Las soluciones utilizadas en la muestra para IEF incluye detergentes,
agentes reductores, agentes caotropicos y anfolitos que son incompatibles con
otros métodos pero no con este, por lo que es un método eficaz para determinar la

concentracion de proteinas.

Este método de cuantificacion consiste en precipitar las proteinas, dejando las
sustancias que interfieren en la solucion. Se basa en la unién especifica del i6n
cobre a la proteina, en donde solo el cobre libre remanente reacciona con el
cromoforo, el cual da el color que absorbe luz en la region visible. La absorbancia

de la muestra es inversamente proporcional a la concentracién de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se prepar6 una curva estandar (0-25ug),
usando como solucion estandar 2 mg/ml de Albumina Sérica Bovina (BSA). Se
prepararon seis concentraciones de BSA por duplicado como se indica en la

siguiente Tabla.

Tabla. Preparacion de la curva estandar

Numero de Tubos 1 2 3 4 5 6
Concentracion de
1 1 2 2
BSA (ug/ ) 0 5 0 5 0 5

Para la muestra de proteinas de la biopsia se tomaron 3 pl y se coloc6 en un tubo
eppendorf de 1.5 ml (muestras por duplicado). Se agregaron a cada tubo 250 pl
de solucion precipitante, se agito e incubo durante 2-3 min a Temperatura
ambiente. Posteriormente se agregaron 250 pl de solucién co-precipitante, se

centrifugd 10,000 x g durante 5 minutos a 4°C, y elimind el sobrenadante. Al
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precipitado se le agregaron 50 ul de solucion cobre y 200 pl de agua destilada. Se

agitod hasta disolver el precipitado de proteinas.

Por ultimo, se afiadié 500 pl de solucién colorimétrica y se incub6 a temperatura
ambiente durante 15 min. Antes de transcurrido el tiempo se colocaron 200 pl de
cada muestra en una placa de 96 pozos y se medi6 la absorbancia a una longitud
de onda de 490 nm en un lector de placas (iMark™ Microplate Absorbance
Reader, 168-1135). Con los resultados que se obtuvieron en el equipo, se genero
una curva estandar con las absorbancias de cada uno de los estandares contra la
cantidad de proteinas, la cual permitié determinar la concentracion de proteinas de
cada muestra extraidas de las biopsias”.

7.6.5 Gel de integridad para muestras de Gastritis Crénica y Adenocarcinoma

gastrico de tipo intestinal.

Para determinar la integridad de las proteinas en cada muestra utilizada para el
andlisis protedmico, se prepardé un gel de acrilamida con una concertacion al
12.5%, el cual se prepar6 de la siguiente manera : Gel separador (2.5 ml de Tris-
HCL pH 8.8 al 1.5 M, 100 pl de SDS al 10%, 4.16 ml de acrilamida al 30% Yy bis-
acrilamida al 0.8%, 100 pl de APS al 10%, 20ul de TEMED vy ajustar a 10 ml con
Agua MilliQ) y gel concentrador al 4% (2.5 ml de Tris-HCL pH 6.8 al 1.5 M, 100ul
de SDS al 10%, 1.33 ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida 0.8%, 100 pl de
APS al 10%, 10 ul de TEMED y ajustar a 10 ml con Agua MilliQ).

Una vez preparado el gel se corrieron 10 ug de proteina de cada biopsia, esto con
la finalidad de ver la integridad de la muestra de proteinas antes del IEF y la
segunda dimensién. El gel nos permiti6 darnos cuenta si la cantidad de proteinas
pipeteada en cada muestra fue homogénea, debido la distribucion de sus bandas

y debido al corrimiento las muestras en dicho gel. El gel se corrié a 80 V en una
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camara de Bio-rad (Mini-PROTEAN® Tetra System, utilizando como buffer de
corrida una solucién de Tris-Base 25 mM, SDS 0.1%, glicina 192 mM y agua

destilada, por aproximadamente 3:40 h.

7.7 Preparacion de las muestras de proteinas para el andlisis protedmico
2D-DIGE

7.7.1 Reconstitucion y preparacion de los fluor6foro CyDye minimos para el
marcaje de proteinas.

Se tomaron los flouréforos CyDye DIGE minimos (GE Healthcare, 25-8010-65) de
-20 °C y dejaron a temperatura ambiente durante 5 minutos antes de usarlos, con
la finalidad de evitar la exposicion del fluoréforo CyeDye a la condensacién que

podria causar hidrélisis e interferir en la reconstitucion.

7.7.1.1 Preparacién de la solucion stock de los fluor6foro CyDye

La reconstitucion del fluoréforo se realiz6 con dimetiformamida (DMF) para
obtener una concentracion final de 1nmol/ul. Esta reconstitucion permitié dar color

a cada uno de los fluoréforos CyDye (Cy2-amarillo, Cy3-rojo, Cy5-azul).

Se tomo el vial de cada uno de los fluoréforos CyeDye. Se colocaron 5 ul de DFM
(Sigma, 227056-5G) en cada vial que contenia cada uno de los fluoréforos, para
obtener una concentracion final por vial de 1nmol/ul. Cada vial se agito durante
30 segundos y se centrifugé durante 30 segundos a 12 000 x g, para bajar el

fluoréforo en la parte inferior del tubo.
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7.7.1.2 Diluciéon de la solucién stock

De acuerdo al manual, para el marcaje de 50 pug de proteina se recomienda una
concentracion del fluoroforo de 400 pmol/ul, por lo que la solucion stock se diluyo

en DMF. Para marcar 20 ug de proteina se utilizaron 160 pmol de fluoréforo.

Para realizar la dilucion del fluoréforo a 160pmol/ul, se centrifugo brevemente el
vial que contiene la solucién stock (Lnmol/ul). Se colocé 0.5 pl de esta solucion
stock y 2.89 pl de DMF en un tubo eppendorf de 1.5 ml, la cual es necesario para

obtener una concentracion final de 160pmol/ pl.

7.7.2 Marcaje de proteinas con los fluroféoros CyeDye para 2D-DIGE

7.7.2.1 Marcaje del estandar Interno (Cy2)

Para el estandar interno se tom6 el fluor6foro Cy2. Se colocé un volumen
necesario de cada una de las muestras de proteinas extraidas de las biopsias,
cada una con 10 pg de proteina (10 pg de proteina de todas las muestras de
Gastritis cronica leve y 10 ug de todas las muestras de adenocarcinoma gastrico
tipo intestinal), formando un estandar interno con 40 pg de proteina y se
mezclaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml protegidos de la luz, de este estandar
se tomo 20 ug de proteina para el primer gel (que corresponde a un volumen de
15.04 pl, (ver tabla de abajo) y 20 pg de proteina para el segundo gel (que
corresponde a un volumen de 15.04 pl), ver tabla 1.

Volumen requerido
para 10pug de proteina  Ajustar a un Volumen de 30.08 pl para
tomar en cada tubo de estandar interno
15.04 pl de muestra con concentracion
final de 20 pg por gel.

No. Paciente
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Una vez colocadas las muestras en el tubo (estandar interno de 20 g de proteina)
se agregd 1 pl de la solucion del fluoréforo Cy2 con una concentracion de 160
pmol/pl. El tubo se golped suavemente con los dedos, se centrifugo y se dejé en
hielo durante 30 minutos a la oscuridad. Transcurrido este tiempo se adiciond 1 pl
de lisina 10 mM (L-Lysine, L5501-5g) para detener la reacciéon. La muestra se
mezcld y se centrifugd brevemente a pulso y se dejo incubando en hielo durante
10 minutos en la oscuridad. (Ver taba 1)

7.7.2.2 Marcaje de las Muestras de proteinas de Gastritis crénica vy
Adenocarcinoma Gastrico de tipo Intestinal.

Con respecto a las muestras de Gastritis Cronica y Adenocarcinoma Gastrico de
tipo Intestinal, cada una se marcé con los fluoréforos Cy3 para Gastritis y Cy5 para
Adenocarcinoma Gastrico (ver tabla de abajo). Se tom6 un tubo eppendorf y se
coloco un volumen necesario para 20 pg de proteina mas 1 pl de la solucion del
fluoréforo Cy3 o Cy5 que tenia una concentracién de 160 pmol/ul. Posteriormente
se centrifugo y se dejo6 incubar durante 10 min en hielo y a la oscuridad (Ver Tabla
1)

Disefio experimental de Marcaje de CyDye minimo en proteinas

extraidas de biopsias

GEL ESTANDAR CY2

20ug
1 (2 muestras de Gastritis y 2 muestras

20pg 20pg
(P029 Gastritis) | (PO60 Cancer)

de Céancer)
20 20
Ug_ | 20g Hg
2 (2 muestras de Gastritis y 2 muestras ) (P0O59
] (P022 Cancer) N
de Céancer) Gastritis)
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GEL1
(MUESTRA P029 Y P060)

GEL 2
(MUESTRA P059 Y P022)

Cy2- amarillo
160pmol/ul

Numero volumen . .
TUBO | de | requerido | ZEER | COOR L soemalhl
paciente | para 20ug 8 : g P .
1 P029 13.7ul
Llevar a un
volumen final de
15.04pl
2 P0O60 8.97ul

15.04pl

Llevar a un

Estandar

interno 15.04ul

P022 8.44pl

Tomar del estandar

volumen final de
15.04pl

Estandar Interno formado de las todas las muestras
(P029,P060, PO59 y P022)

1l

Mezclar fuerte en vortex. Centrifugar a pulso y

dejar 30 minutos en hielo en la obscuridad

Lisina
10 mM

1l

1l

1yl

1yl

1l

Mezclar suave con el dedo.
Centrifugar a pulso. 10 minutos en hielo

Unir muestras marcadas Cy2,Cy3,Cy5

Volumen Total (Cy3,Cy5, Cy2):

17.04 pl +17.04ul +17.04pl

51.12pl

51.12 pl

rehidratacion pH 8.5 :
Mezclar suave con el dedo. Centrifugar a pulso:

Afadir un volumen igual de Buffer de

Dejar 10 min en la obscuridad en hielo

Tabla 1. Disefio experimental para los andlisis DIGE realizados en pacientes con Gastritis Crénica y Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal.
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7.7.3 Geles de primera dimension o isoelectroenfoque (IEF) en el equipo
Ettan IPGphor 3

El Isoelectroenfoque (primera dimension permite), separara las proteinas
dependiendo su punto Isoeléctrico en un gradiente de pH y un gradiente de
voltaje. Esto se llevd a cabo en el equipo IPGphor 3 Isoelectric Focusing Unit 11-
0033-64 (Amersham Biosciences), con tiras de 7 cm en un rango de pH de 3-10

(Immobiline Dry Strip, Bio-rad).

7.7.4 Rehidratacion de Immobiline DryStrip (pH 3-10 de 7cm) y aplicacion de
la muestra.

Para la rehidratacion de cada Grupo se combinaron las muestras previamente
marcadas con su respectivo fluoréforo (20 pug de proteina para Gastritis crénica
marcado con Cy3, 20 pg de proteina para Adenocarcinoma Gastrico de tipo
intestinal marcado con Cy5 y 20 pg del estandar interno marcado con Cy2) en un
tubo eppendorf de 1.5 ml en la oscuridad. Posteriormente se adiciono un volumen
adecuado de DeStreak (GE Healthcare, 17-6003-19), para ajustar la muestra a un
volumen final de 125pl, con 2% de anfolitos de pH 3-10 (Bio-rad) y 7mg de DTT.
Esta disolucion se coloco a lo largo de una canaleta de la caja para rehidratar la
tira (rehidratacion pasiva), teniendo cuidado de no hacer burbujas y/o eliminarlas
para garantizar una absorcion homogénea de las proteinas. Posteriormente se
colocé una tira de 7 cm (Immobiline Dry Strip pH 3-10), con el gel hacia abajo, de
tal manera que hiciera contacto con la solucién que contiene las proteinas, para
esto se quitd el plastico protector de la tira, esto se hizo con ayuda de unas
pinzas. Una vez colocada la tira se cubrié con aceite mineral (PlusOne™ Dry strip
Cover Fluid, GE Healthcare, 17-1335-01), para evitar la evaporacion de la muestra

y la cristalizacion de la urea, la tira se dejé rehidratando durante 14 h, en la
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oscuridad. Para realizar el Isoelectroenfoque, la tira colocé en el equipo Ettan
IPGphor Il (Amersham Biosciences 11-0033-64).

La separacion por IEF se llevdo acabo de acuerdo a las especificaciones del
manual de Amercham Biosciences, los pardmetros para la migracion

electroforética fueron: Temperatura de 20 °C y 50 yA por tira.

Modo de voltaje Voltaje ~ Tiempo (H:min)
Step and Hold 100 1:00
Step and Hold 300 0:30
Gradient 1000 0:30
Gradient 5000 1:20
Step and Hold 5000 0:25
Total - 3:45

7.7.5 Equilibrio de los geles de la primera dimension o isoelectroenfoque
(IEF).

Una vez terminado el tiempo de isoelectroenfoque, se retird la tira del equipo
IPGphor 3 y se equilibré con buffer de equilibrio (6 M urea, glicerol 30% (v/v), 2%
de SDS, 50mM Tris-HCL pH 8.8) que contenia SDS e lodoacetamida/DTT (que

reduce los enlaces di-sulfuro de las proteinas y las desnaturaliza (figura 3A).
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Figura 3. Equilibrio de las Tiras de la primera dimension. A) Reaccion de

reduccion con DTT. B) Reaccion de alquilacion con lodoacetamida.

Primeramente se colocé la tira en 5 ml de solucion de equilibrio (6 M urea, glicerol
30% (v/v), 2% de SDS, 50mM Tris-HCL pH 8.8) adicionando 0.05g de DTT, se
incubdé durante 15 min en agitacion y a temperatura ambiente (Ver figura 3A).
Posteriormente se retird la tira de esta solucion y se afiadié 0.125g de
lodoacetamida al buffer de equilibrio para impedir la re-naturalizacion de las
moléculas de azufre en las proteinas, incubandose durante 15min con agitacion y

a temperatura ambiente (Ver figura 3B).

7.5.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE o0 segunda

dimension.

Una vez que se realizé el equilibrio de la tira, se realizd la separacion de proteinas

en geles de acrilamida 12% de Bio-rad.
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Para la segunda dimension la tira se coloco en la parte superior del gel de tal
manera que el gel quedara hacia enfrente y el soporte queda en contacto con el
vidrio posterior, evitando asi que la tira se salga. Se utilizé una solucion de
agarosa al 0.5 %, utilizando una pipeta de plastico para sellar. Las condiciones de
corrida para la electroforesis fue de 80 V en una cdmara de Bio-rad, utilizando
como buffer de corrida una solucion que contenia: Tris-Base 25 mM, SDS 0.1%,

glicina 192 mM y agua destilada, por aproximadamente 3:40 h.

7.5.7 Obtencion de la Imagen

Los geles fueron escaneados en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica en la
unidad de protedmica. El gel se escaneo en un Thypoon FLA-7000 de la marca
GE Healtcare. La imagen del gel marcado con Cy3 se midi6 a una longitud de
onda de excitaciéon de 532 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm; en
tanto que para Cy5 se usaran 633nm y una longitud de onda de emision de 680
nm, respectivamente. Mientras que el estandar interno Cy2 se leera a una longitud
de onda de 488 nm y una longitud de onda de emisiéon de 520 nm. Cada spot en la

muestra se puede comparar representativamente con el estandar interno.

7.5.8 Tincion del Gel de integridad mediante Azul de Coomassie G-250.

Para la deteccién de las proteinas en los geles de integridad se tifieron los geles
con Azul de Coomasie, de acuerdo a la técnica descrita por Anderson, 1991. Los
geles se incubaron en una solucion que contenia: 62.5 ml de solucion Stock de
Coomassie Blue, 250 mL de Metanol, 50 mL de acido acético y agua Milli Q.
Posteriormente se lavaron varias veces con solucién destefiidora que contiene:
metanol 5%, acido acético 7% y agua Milli Q, para que finalmente los geles se

colocaran en Agua Milli Q y se visualizados en un transiluminador.
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7.5.9 Tincion de Sypro Ruby para la estandarizacién de Geles 2D-PAGE.

La tincién de los geles de 7 cm se tifieron con el fluor6foro SYPRO® Ruby,
siguiendo el protocolo establecido por el proveedor. Por lo que, una vez
terminada la separacion de proteinas en geles 2D-PAGE, el gel se coloca en un
recipiente y se lavo durante 30 minutos en una solucion de 10% de metanol y 7%
de &cido acético. Posteriormente, se retird la solucion de lavado y se colocé 50
ml del fluoréforo Sypro Ruby en el gel, dejandose en incubacion toda la noche
cubierto a la luz. Al dia siguiente se retird el fluoréforo Sypro Ruby y se coloco el
gel en una solucion de fijacion que contiene metanol al 10 % y acido acético al 7%.
Transcurrido el tiempo se retiré la solucion de fijacion y el gel se colocd en agua

bidestilada para ser visualizado en un transiluminador.
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8. RESULTADOS

8.1 Deteccion de anticuerpos Anti-H. pylori mediante Western Blot en sueros
de los pacientes incluidos para el analisis DIGE.

En los sueros de los pacientes con diagndstico histopatologico de Gastritis cronica
y adenocarcinoma gastrico, que se emplearon para el andlisis protedmico fueron
utilizados para determinar el perfil de anticuerpos tipo IgG contra H. pylori, para
ello se utilizo la técnica de western blot. La positividad a la bacteria se establecio

de acuerdo a los criterios establecidos por Lepper en el afio 2004.

Leeper establecidé que un suero se considera positivo: Si se reconoce una banda
de 136, 87 o 66 kDa o combinaciones entre ambas, 0 se reconocen dos bandas
menores o iguales a 33 kDa. Estos criterios se tomaron en cuenta debido a que la
proteina CagA tiene un tamafio molecular de 136 kDa, la proteina VacA de 87
kDa, la subunidad B de la ureasa un peso de 66 kDa y la subunidad A de la

ureasa tiene un pesos molecular de 26 kDa aparentemente.

En la figura 4, se presenta los individuos positivos a H. pylori. Los pacientes P045,
P059, P029, P050 y P060 resultaron positivos a H. pylori, mientras que el
paciente P022 fue seronegativo a H. pylori. Las bandas prominentes observadas
en los sueros positivos (figura 4) fueron mayores a 118 kDa y menores a 36 kDa.
La intensidad alta en la tincién de la banda probablemente esta relacionada con la
carga bacteriana que esta colonizando el epitelio gastrico de cada individuo. El
paciente con numero de folio P022 fue incluido en el estudio protedmico debido a
gue es una muestra con diagnostico histopatolégico de CG de tipo intestinal,
aunqgue no fue confirmado positivo a H. pylori, esto con la finalidad de parear a los

pacientes con edad.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 50



C+ C- P022 PO50 PO60 PO029 PO045 PO59

Figura 4. Patrones de reconocimiento de antigenos de H. pylori por los
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sueros de los pacientes. C+ (control positivo), C- (control negativo), las tiras
con numero de registro P050, P060, P029, PO45 y P059 son positivos a H.
pylori. La tira con nimero de registro P022 es negativo a H. pylori.

La tabla 2 muestra los resultados realizados a las muestras de biopsias de
pacientes que se incluyeron en el estudio proteémico, donde se muestra el
padecimiento confirmado mediante examen histopatolégico, asi como algunos de
los criterios de positividad establecidos por Lepper. Se buscd aparear cada
muestra con la finalidad de disminuir la variabilidad entre ellas, se aparearon por

edad y sexo, incluyendo solo hombres.
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Deteccion

Codigo de Edad Padecimiento Western Histoldgica H.
muestra Blot ;
pylori
P045 43 Gastritis Cronica leve Inactiva + +
P059 30 Gastritis Cronica leve Inactiva + +
P029 68 Gastritis cronica moderada activa + +

Adenocarcinoma intestinal
PG50 48 moderadamente diferenciado * *

P022 o5 Adenocarcmoma_ mtestl_nal ] R
moderadamente diferenciado

Adenocarcinoma intestinal
PO60 58 moderadamente diferenciado ¥ -

*NR: No reportado

Tabla 2. Pacientes con diagnédstico de H. pylori mediante analisis de Western
blot y diagnostico histopatoldgico que fueron incluidos en el estudio

proteémico (NR no reportado).

8.2 Cuantificacién de proteinas del extracto de proteinas obtenido de las
biopsias.

La cuantificacion de las proteinas extraidas de las biopsias se realizé después de
la eliminacién de sustancias interferentes por 2D-clean. Esto con la finalidad de
cuantificar las proteinas con la mayor precision posible, sobre todo cuando se
pretende evaluar las proteinas diferencialmente expresadas, esto nos ayudara a
asegurar que las diferencias de expresion de proteinas sean debidas a la
patologia y no a la presencia de sustancias que pueden afectar la migracién de las

proteinas como los lipidos.

Se utilizo el kit 2D-Quant, que es un método colorimétrico que es compatible con
el buffer de rehidratacion empleado que contiene urea, tiourea y los detergentes
utilizados, sustancias que interfieren con los métodos de cuantificacién de proteina

tradicionales.
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La tabla 3 muestra la concentracion de proteinas obtenidas de cada una muestra

en biopsias, que se podia incluir en el analisis proteémico.

No. De folio del Concentracion de Proteinas
Paciente (ng/ul)
P029 1.46
P045 1.99
P0O59 1.33
P022 2.37
P0O50 0.74
P0O60 2.23

Tabla 3. Concentracion de proteinas extraidas de las biopsias para

andlisis proteémico.

Se excluyeron algunos pacientes debido a la baja concentracion de proteinas, esto

no nos permitiria hacer repeticiones si fuera necesario.

8.3 Gel de Integridad de las muestras usadas en el analisis proteémico.

Una vez realizada la extraccion de proteinas y la cuantificacion, se procedié a
evaluar la integridad de cada muestra de proteinas, con el propésito de garantizar
un buen perfil proteico en el analisis 2D-DIGE, esto sirvi6 para asegurar que no
hubiesen sufrido ninguna de las muestras degradacion y lograr la reproducibilidad

en los perfiles de expresion, mediante una electroforesis 2D-DIGE.

La Figura 5 muestra el gel de integridad que se realiz6 antes de procesar las
muestras para el analisis protedmico, donde se observé que el buffer de

rehidratacion empleado para extraer las proteinas de las biopsias solubilizé las
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proteinas de manera adecuada y sin degradar, ya que en la electroforesis se
observan varias bandas bien definidas y otras que se observan muy tenues pero
probablemente se deba a que se tifieron con azul de coomassie, el cual no

permite visualizar las proteinas de baja concentracion. .

Por otro lado se observa la presencia de proteinas tanto de alto peso molecular,
como de bajo peso molecular, con una variacién en la cantidad de proteinas
debido a la intensidad entre bandas, lo que muestra variacion en el patron de

proteinas en el gel 2D.

PM P022 POS50 PO60 P029 P045 PO59 BSA

36

26

20

Figura 5. Determinacion de integridad de las proteinas provenientes de
biopsias. Electroforesis 2D tefida con azul de Coomassie, PM corresponde al
marcador de Peso Molecular, las muestra con nimero de folio P022, PO50 Y
P060 corresponden a proteinas extraidas de biopsias de pacientes con
Céancer Gastrico de tipo Intestinal, los paciente con folio P029, P045 y P059
corresponden a pacientes con Gastritis Crénica leve y BSA es albumina

utilizada como control.

8.4 Estandarizacién de la Separacion de proteinas en Geles en 2-DE
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Para determinar las condiciones mas apropiadas para analizar las proteinas
extraidas de las biopsias, se realizaron algunos ensayos preliminares para

estandarizar las condiciones 6ptimas de IEF.

En los ensayos preliminares, se utilizd una biopsia de un paciente con gastritis
(P028).

En la figura 6A, se muestra el gel de integridad, en donde se colocé 10 ug de
proteina, por carril. Se puede observar el ensanchamiento del carril conforme
corre nuestra muestra, debido probablemente a que la muestra no estaba
completamente limpia, después de pasar por el kit de limpieza 2D-clean, que en
un momento dado interfirid con el corrimiento de la muestra en el gel. El IEF se

realizé de acuerdo a las condiciones establecidas en la metodologia.

En la figura 6B se puede observar el patron de proteinas extraidas de la biopsia
P028, en un gel de doble dimension, donde se colocd 50 pg de proteina, estos
geles fueron hechos al 12.5% de acrilamida y se tifio con Sypro Ruby. Se puede
observar un niamero amplio de spot, lo que demuestra que las condiciones de IEF

y doble dimension fueron apropiadas.

A)
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Figura 6. Electroforesis en geles de 2D tefiidos con Sypro Ruby del paciente con
gastritis P028. En esta figura se muestra el tipo de corrimiento electroforético
estandarizado que se emplearia para el analisis proteémico DIGE. A) Gel de integridad de
proteinas que se extrajeron de la misma muestra. B) Muestra el mejor corrimiento de las
proteinas extraida de la biopsia P028, en tiras de 7cm con un rango de pH de 3 a 10, con
un corrimiento de voltaje de 80V en 3:40 h.

El desempefio del isoelectroenfoque se verifico por medio del software Ettan™
IPGphor™ 3 version 1.0.20, el cual nos permitié observar los cambios de voltaje,
corriente y voltios-hora que ocurren a lo largo del programa de isoelectroenfoque
utilizado. La curva ideal se muestra en azul y la curva roja muestra el voltaje real

alcanzado por la muestra.

La figura 7A muestra el patron de corrimiento que siguidé otra de las muestras
(P0O35) analizadas, que como se puede apreciar no alcanzoé el voltaje establecido
de 6658 Vh, sino que alcanzé un voltaje de 5334 Vh, esto se debid probablemente
a la cantidad de sales presentes en la muestra o a la presencia de algun solvente
gue quedo después de limpiar la muestra. Sin embargo, en el gel de segunda

dimension (Figura 7B), se puede apreciar que se logra una buena separacion de
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las proteinas, lo cual nos indica que el programa de isoelectroenfoque es el

apropiado.

En la figura 7B se observa que el patron de proteina obtenido de la biopsia P035,
diferente al obtenido con la muestra P028, probablemente debido a diferencias en
la segunda dimension. Por lo que se decidid utilizar geles pre-hechos de
acrilamida al 12 % de BIORAD (Mini-PROTEAN® TGX™ Gels, IPG/prep-well, 7
cm IPG strip,#456-1041), para disminuir la variabilidad entre geles cuando se

preparan por separado.

Punto Isoelectrico

3 10 PM (KDa)

Grafica del software Ettan™ IPGphor™ 3

-

-;ﬂ;l;.*J:J[ wlal=lalal-] €D Ettan™ IPGphor 3

Tom 0

1-Instrl
Step 5/5
Measured

"1V
o

Zaml
7L 5334 Vh
/ . 03:44:10

Figura 7. Gréfica de IEF y gel en 2D tefiidos con Sypro de la muestra

P035. A) En esta figura se muestra el grafico de IEF en tiras de 7cm, en
donde la linea azul indica el patron ideal de voltaje y la linea roja el voltaje real
que se obtuvo con la muestra P035 durante el IEF. B) Se muestra el gel 2D de
las proteinas extraida de la biopsia PO35en tiras de 7cm con un rango de pH
de 3 a 10.
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8.5 Geles 2D-DIGE

Para estandarizar las condiciones 2D-DIGE, se realiz6 un experimento con dos
muestras: Una es la P029 de Gastritis Crénica y la muestra P060 de

Adenocarcinoma Gastrico de tipo intestinal.

Esta muestra se corrié bajo las condiciones establecidas con anterioridad, en el
experimento las proteinas se tifieron con los fluor6foros a 80 pmol por cada 10
microgramo de proteina, este ensayo permiti6 darnos cuenta que es necesario
preparar el fluor6foro al momento debido a que el gel no se tifio correctamente. Se
utilizaron estas muestras la P060 y la P029 debido a la concentracion mayor de

proteina obtenida en cada una.

Posteriormente se decidié planear el ensayo con una cantidad mayor de proteina
utilizando 20 ug de proteina por muestra. Cada muestra se marcé con 160 pmol
de los fluoréforo. La tabla 1 muestra el esquema de marcaje de las diferentes
muestras y la combinacién que se hizo para cada gel (P029 Y P060 para el primer
gel y P0O59 y P022 para el segundo gel). La primera dimension (IEF) se realizé con
tiras de 7cm con rango de pH de 3-10. Por el disefio del experimento cada gel
contenia una cantidad total de 60 pug de proteina, la cual se corrié en geles pre-
hechos de Bio-rad al 12%.

Solamente se analizaron dos muestras de cada padecimiento, debido a que la
cantidad de proteina en ambas muestras era el apropiado, ademas era posible
aparear las muestras por edad y sexo, para disminuir la variabilidad. Quedando
P029 (gastritis, 68 afios) vs P060 (cancer 58 afios) y P059 (gastritis, 25 afios) vs
P022 (cancer 30 afos)
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La figura 8 muestra el grafico de IEF de las dos tiras que se corrieron
simultaneamente para el analisis 2D-DIGE. La grafica muestra que se alcanzé el

voltaje esperado de acuerdo al programa utilizado.

Gréfica del software Ettan™ IPGphor™ 3

£3 Ettan™IPGphor 3

1 - Instrl

Step 5/5
Messored point
oov

“" 6656 Vh
= 03:45:09

Figura 8. Grafica de IEF de las tiras empleadas para 2D-DIGE.

En la figura 9 se muestra el perfil de proteinas obtenido de las muestras P029 y
P060 marcadas con los fluoréforos Cy3 y Cy5, como se indico en la Tabla 1, el
estandar interno se marcé con el fluoréforo Cy2. Se puede observar el cambio en
la expresion de proteinas a simple vista al empalmar las imagenes del paciente

con gastritis (color rojo) y el paciente de cancer (color azul).
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Cy3Gastritis  pntg isoeléctrico Cy5 cancer Punto isoeléctrico

A 3 10 B 5 10

Cy2 Estandar
Empalme (Cy3, Cy5)
C Punto isoeléctrico D Punto isoeléctrico

3 10 3 10

Figura 9. Gel 1. Muestra el Perfil de proteinas extraidas de biopsias de los
pacientes P029 y P060 separados con 2D-DIGE A) La imagen de Cy3 son proteinas

de Gastritis Crénica del paciente P029, B) Cy5 muestra proteinas extraidas de

paciente PO60 con Cancer Gastrico, C) mientras Cy2 es el estandar interno de la
mezcla de proteinas de los 4 pacientes. D) Empalme de Cy3 y Cy5.
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8.5.1 Andlisis diferencial en el gel

El andlisis diferencial entre las imdgenes de un mismo gel sirve para realizar la
deteccion de los spots, en donde se elimina el fondo y da un analisis preliminar de
los spots en los que no se observdé cambio y aquellos que incrementan o

disminuyen con respecto al control.

En la figura 10 se muestra el analisis diferencial de las imagenes obtenidas de los
pacientes que se usaron para el andlisis en el gel 1, marcado con Cy3 y Cy5. Los
puntos marcados en color amarillo indican que las proteinas no presentan
cambios en la expresion de proteinas en ambas condiciones. En color verde se
muestran las proteinas que disminuyen 2 o mas veces en el caso con respecto al
control. Y las marcadas con color rojo muestran las proteinas que incrementan su

expresion 2 0 mas veces en el caso con respecto al control.

Cy3 gastritis Cy5 cancer

Primary DIGE 31 CY3.gel L‘ “ Secondary DIGE 31 CY5.qel il H

Figural0. Andlisis diferencial de gel 1. Comparacion de las muestras

marcadas con Cy3 (Gastritis) y Cy5 (cancer).
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En la figura 11, se muestra el histograma de la distribucion de los spots en el
gel 1, en donde se muestra en la parte central del histograma los spots que
coincidieron en las tres imagenes super-puesta que fueron un total de 207,
en la parte izquierda de la figura se muestran los spots que disminuyeron
mas de 2 veces 0 mas en los casos con respecto al control, que incluyen
todos los spots que se formaron al super-poner las tres imagenes del gel,
que fue un total de 35 spots. En la parte derecha se muestra los spots de
proteinas que aumentaron su expresion 2 veces 0 mas en los casos con

respecto al control.

Histograma del gel 1
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Figura 11. Histogramas de frecuencia para el gel 1

En la figura 12 se muestra el perfil de proteinas obtenido de las muestras P059 y
P022 marcadas con los fluoroforos Cy3 y Cy5, la Tabla 1 muestra el marcado de
cada una de las muestras. Este gel no corrid correctamente, sin embargo se
puede observar a simple vista cambios en la expresion de proteinas al empalmar

las imagenes del paciente con gastritis (P059) y el paciente de cancer (P022).
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Cy3Cancer  pinto isoeléctrico Cy5 gastritis Punto isoeléctrico

A 3 10 B3 10

Cy2 Estandar
Empalme (Cy3, Cy5)
& Punto isoeléctrico D Punto isoeléctrico

3 10 3 10

Figura 12. Gel 2. Muestra el Perfil de proteinas extraidas de biopsias de
los pacientes P059 y P022 separados con 2D-DIGE. A) La imagen de Cy3
son proteinas de Cancer Gastrico, B) Cy5 muestra proteinas extraidas de
Gastritis Crénica, C) Cy2 es el estandar interno de la mezcla de los 4

pacientes. D) Empalme de Cy3 y Cybh)
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En la figura 13, muestra el andlisis diferencial de las imagenes obtenidas de
los pacientes que se usaron para el andlisis en el gel 2, marcado con Cy3 'y
Cy5. En estas imagenes el color amarillo de los spots indica que no hay
cambios en la expresion de proteinas en ambas condiciones. Como
anteriormente vimos en el gel 1 el color verde muestra las proteinas que
disminuyen 2 o mas veces su expresion y las de color rojo muestran las
proteinas que incrementan su expresion 2 o mas veces en el caso con

respecto al control.

Cy5 gastritis Cy3 cancer

Primary DIGE 41 CY5.gel ﬂ ll Secondary DIGE 41 CY3.gel

-]

Figural3. Andlisis diferencial de gel 2. Comparacion de las muestras

marcadas con Cy3 (cancer) y Cy5 (Gastritis).

La figura 14 muestra el histograma de la distribucion de spots presentes en el
gel 2, Se puede observar en la parte central de este histograma los spots en
por lo menos las dos de las tres imagenes super-puesta, donde se reportd un
total de spots de 236, en la parte derecha de la figura se muestran los spots

gue disminuyeron mas de 2 veces su expresion, que fue un total de 32 spots.
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En la parte izquierda se muestra los spots de proteinas que aumentaron su

expresion mas de 2 veces con respecto al gel maestro, que son 31.

Claramente se puede observar diferencias en el histograma del gel 1 con

respecto al gel 2. Esto indica claramente la diferencia entre spots y la

diferencia entre patologias.
Histograma del gel 2

8

NUmero de Spots
5 Nu_nn«ovs;:a: .
i
Xew Uawn|op

Log de la relacién de volumen

Figura 14. Histogramas de frecuencia para el gel 1

La tabla 4 muestra el resumen general de datos de los 2 geles usados para

el andlisis 2D- DIGE.

Tabla 4. Andlisis diferencial entre geles. Datos generales

Spots que incrementan = Spots que disminuyen

., , ot . Spots
Su expresion mas de 2 | su expresion mas de

Ge Total de spot
similares

| detectados

1 276

veces

34(12.3%)

2 veces

35(12.7%)

207 (75%)

2 236

32(13.6%)

31(13.1%)

173(73.3%)
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.2 Analisis de variacion biolégica en los dos geles utilizados para el analisis
protedomico.

Para determinar la variacion biolégica, se hace un gel maestro en el que se
hizo un empalme de todas las imagenes del experimento. En la figura 15 se
indican encerrados en circulo verde indican que hicieron un empalme al
100% con el gel maestro, mientras que los spots encerrados en circulos
naranjas indican que no hicieron empalme en el gel maestro. Esto se puede
observar en la figura 15, en donde se muestra que spots hicieron empalme

con el gel maestro y cuales no lo hicieron.

v | Watch: DIGE 1 cY5.gel v || DIGE 31 STANDARD CY2.qel

DIGE 41 CY3d.qel L] DIGE 41 CYS.qel v || DIGE 41 STANDARD CY2.qel v|

Figura 15. Analisis de variacion biolégica
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En la tabla 5, se muestran los resultados del andlisis estadistico, en donde
se encontraron 33 spots diferenciales. De los cuales 23 spots incrementaron
2 0 mas veces su expresion en pacientes con cancer (color rojo). Por otro
lado 10 spots disminuyeron 2 o mas veces su expresion en los pacientes con
cancer respecto al de gastritis (color verde). El spot que tuvo una tasa de
recambio diferencial fue el niumero de Master 239 (color blanco), que estuvo
presente en las 6 imagenes Yy tuvo una tasa de cambio de 2.1 con respecto
al control, en el que se obtuvo un valor de p < 0.05. Este spot fue diferencial

entre el paciente con cancer y gastritis y estadisticamente significativo.
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Tabla de proteinas con valor de p y Relacién promedio: CASO vs. CONTROL

Posicion No. Master Presencia Valor de p Relacién promedio

Tabla 5: Analisis estadistico derivado del andlisis de variacion bioldgica.
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9. DISCUSION

A pesar de los grandes avances en el diagnéstico y tratamiento de cancer, el
cancer gastrico sigue siendo una de las principales enfermedades sigue siendo un
problema de salud publica en el mundo, tal es asi que es considerada como la
segunda causa de muerte a nivel mundial. Actualmente varios investigadores han
han reportado varios genes que se sobre expresan y que disminuyen su expresion
en CG con respecto a lo observado con pacientes sin neoplasia®, estos cambios a

nivel genético podrian reflejarse se a nivel de expresion de proteinas De hecho
varios estudios proteémicos han reportado alteraciones de varias proteinas en diversas
funciones celulares., La combinacién particular de estas alteraciones pudieran ser diferente

entre el cancer gastrico y la gastritis,.

Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo comparar el perfil de expresion de
proteinas en biopsias de pacientes infectados por H. pylori con gastritis crénica y
adenocarcinoma gastrico tipo intestinal, mediante la técnica 2D-DIGE, la cual

ayuda a comparar los perfiles de proteinas entre las dos patologias

Para poder realizar el analisis por DIGE en biopsias, se requiere extraer las
proteinas, la cual es un punto critico en este trabajo, porque la cantidad de tejido
es pequefia a pesar de ello se logré implementar un procedimiento para solubilizar

suficiente proteina que podia ser analizada por el 2D-DIGE

Una vez eliminadas las sustancias interferente, las proteinas se solubilizaron en
un buffer que contenia 7 M urea, 2 M Tiourea, 4% CHAPS, debido a que la
Tiourea incrementa la solubilidad y la recuperacion de proteinas de membrana a
partir de las biopsias™. Este buffer se ajusté a un pH de 8.5, utilizando una
solucion de Tris-Base 500 mM pH 9.5, la cual resulto util para el marcaje con los
fluoréforos CyeDye, este paso es importante debido a que de proteinas de cada

muestra empleada para el analisis 2D-DIGE debe tener un pH de 8.5, un pH
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mayor o menor a 8.5 puede resultar en un marcaje inespecifica. La concentracion
de Tris-base en la que quedo el buffer de rehidratacion fue de aproximadamente

10 mM, esta concentracion no interfirio con el IEF.

Otro punto critico que se debe de controlar es la cuantificacion de proteina,
debido a que es necesario poner la misma cantidad de proteina que utilizara para
el analisis DIGE. Se logr6 obtener resultados muy reproducibles en la
determinaciéon de la concentracidon si curva estandar y las muestras problema se

leian simultaneamente en un lector de ELISA,

Debido a que son muchos los pasos realizados anteriormente, nuestras proteinas
pudieron sufrir desnaturalizacion o cambio en la integridad, esto podria interferir
con los resultados DIGE, por lo que se decidié determinar la integridad de
nuestras proteinas, por lo que se realizé6 un gel de integridad, en el que se
observaron proteinas tanto de bajo como alto peso molecular, mostrando un
patrén similar entre muestras, estas se podrian observar mejor si se utilizara un

método mas sensible que lograra detectar mejor las bandas.

El programa para el IEF, sugerido en el manual de Ge Healthcare, dio buen
resultado para nuestras proteinas, como se muestra en los geles teflidos con
Sypro de las dos muestras de Gastritis (P028 y P035) empleadas para la
estandarizacion. Para la segunda dimension es recomendable utilizar geles pre-
hecho de 12.5%

En cuanto a la cantidad de proteina requerida para tiras de 7cm, se pueden utilizar
entre 10 y 20 ug de proteina en una proporcion de fluoroforos 8pmoles/ug de
proteina. Para lograr un buen marcaje se recomienda utilizar una dilucién de los

fluoroforos recién hecha.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA 70



También se puede ver que hay variacion en la cantidad de spots de proteinas
encontradas en las imagenes del gel 1 y gel 2. En el gel 1 se encontrd un total de
276 spots, mientras que en el gel 2 se obtuvieron solo 236, probablemente se
debi6 a que el segundo gel no corrio en forma apropiada y probablemente debido
a la distorsion del frente no se logré la separacion adecuada de las proteinas. Sin
embargo, el nimero de proteinas que mostraron cambios en el nivel de expresion

fue muy parecido en ambos geles,

Por otra parte se pueden observar diferencias en la expresion de los spots,
debido a que en ambos geles aumentaron y disminuyeron su expresion mas de
dos veces, esto se puede observar en los resultados que se hicieron del analisis
diferencial. Mientras que en el andlisis en la variacion bioldgica donde se
compararon las 6 imagenes con el gel Maestro se pudieron detectar 6 spots
diferenciales de los cuales 3 aumentaron su expresion y 3 disminuyeron su
expresion con respecto al grupo control. Estos resultados no fueron significativos
debida a que no se obtuvo una T-studen adecuada para el analisis, por lo que se
recomienda hacer el analisis con una N mayor, en donde se puedan comparar
mMAas pacientes para ver si se logra encontrar una mayor reproducibilidad entre
grupos, debido a que 2 geles no son muy confiables para el andlisis en la variacién
biologica. Se puede observar, que el analisis se ve limitado debido a al tamafio de
los geles, por lo que seria conveniente un tamafio de tira mayor a 7 cm en el

mismo rango de pH de 3-10.
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10. CONCLUSIONES

Se logré estandarizar las condiciones para la extraccion de proteinas de las

biopsias.

Se estandarizo la metodologia 2D-DIGE, para obtener los perfiles de proteinas de

la muestra de biopsias.

La técnica DIGE, permitié determinar cambios en la expresién de proteinas que se
pueden expresar en las dos patologias.

11. PERSPECTIVAS

Utilizar un nimero mayor de muestras, para tener datos confiables, que nos

permitan obtener un mejor analisis estadistico..

Determinar mediante este estudio las diferentes expresiones de proteinas en
gastritis cronica y Adenocarcinoma gastrico, asi como conocer el papel
fundamental de cada una estas proteinas.

Identificar proteinas diferencialmente expresadas mediante espectrometria de

masas.

Obtener un listado de proteinas candidato, con la finalidad de conocer mejor el
proceso carcinogénico del Cancer gastrico y qgue en un momento se puedan como

biomarcadores de lesiones gastricas premalignas.
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1. ANEXO

12.1 Lista de reactivos.

Reactivo Marca
Tris-HCL USB
Tris-Base PROMEGA
SDS PROMEGA
acrilamida SIGMA
bis-acrilamida USB
Urea USB
EDTA SIGMA
APS (Persulfato de amonio RESEACH ORGANIC
TEMED SIGMA
Agarosa GIBCO
Acido Citrico SIGMA
Tris-Base PROMEGA
TWEEN 20 SIGMA
Azul de Coomassie G-250 AMRESCO
Anti-lgG Humana/fosfatasa alcalina SIGMA
Cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) SIGMA
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) SIGMA
Cloruro de potasio (KCL) J.T. BAKER
PMSF SIGMA
Tiourea SIGMA
CHAPS ROCHE

Nucleasa Mix GE Healthcare

2-D Clean-Up GE Healthcare
2D-Quant GE Healthcare
Dimetilformamida (DMF) SIGMA

Flouréforos CyDye DIGE minimos GE Healthcare
L-Lysine SIGMA

No. catalogo
22676
H5131
H5113

A-9099
110-26-9
75826
E-6225
14044
T-8133
15517-014
C-7129
H5131
64590
0615-106
A1543-1ML
B8503-1G
N6876-1G
3625-05
P7626-100G
T8656-100G
70103120
80-6501-42
80-6484-51
80-6483-56
227056-5G
25-8010-65
L5501-5¢
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tiras de 7 cm en un rango de pH de 3-10 BIO-RAD 163-2000
DTT USB 15397-25-GM
DeStreak GE Healthcare 17-6003-19
PlusOne™ Dry strip Cover Fluid GE Healthcare 17-1335-01
lodoacetamida (IAM) GE Healthcare RPN6302V
Glicerol J.T. BAKER 213601
Geles de acrilamida 12% pre-hechos BIO-RAD 456-1041
Glycine GIBCO 15527-013
SYPRO® Ruby SIGMA S54942-1L
Acido acético Reamex
Anfolitos pH 3-10L BIO-RAD 1632094
Cloruro de sodio J.T. BAKER 362505
Fosfato de sodio USB 20229
Metanol J.T. BAKER 904003
Leche Sveltysin grasa Nestle
12.2 Lista de equipos

Equipo Marca No. catalogo
Camara de transferencia BIORAD 1703930
Ti?gagzude electroforesis Mini-PROTEAN® BIO-RAD 165-8000
Ettan IPG Phor 3 Isoeletic Focusing GE Heaalthcare 11003364
Lector de absorbancia BIORAD 1681135
Microcentrifuga Eppendorf 5415C
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