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Resumen

El cdncer gastrico es la sexta neoplasia mds comun a nivel mundial y la primera
causa de muerte por tumores en Costa Rica, 1a sobrevida de los pacientes se ve limitada
por dificultades en el diagndstico y la carencia de opciones terapéuticas que permitan
mejorar la expectativa de vida. En el siguiente estudio se efectuaron una serie modelos de
investigacion que permitirdn en un futuro comprender mejor la patologia de este tumory
se evalud la accién terapéutica de retinoides de origen natural y sintético en células de
cancer gastrico. Por medio de la induccién quimica con MNNG se logrd establecer un
modelo in vivo de carcinogénesis en estdmagos de ratas Wistar, en el cual fue posible
observar la aparicién de tumores en el epitelio estratificado plano queratinizado a partir
de la semana 22 de iniciado el ensayo, mientras que para la semana 40 se observaron
adenomas en el epitelio cilindrico simple. Adicionalmente se procuré investigar el papel
de la bacteria Helicobacter pylori en el desarrollo del cancer géastrico por medio de la
inoculacion de dos cepas de la bacteria (CagA+ y CagA-) en el estdmago de ratas Wistar,
asi como el efecto de su administraciéon en conjunto con el MNNG, sin embargo los
resultados de estos modelos estuvieron limitados debido a la ausencia de deteccion de la
bacteria en los estomagos de las ratas inoculadas. Ademds, se establecié un modelo in
vitro de cultivo celular tridimensional, el cual permite reproducir ciertas de las
caracteristicas observadas in vivo en los tumores, en este caso se pudo determinar que las
dos lineas celulares de cancer gdastrico presentaron un comportamiento distinto, ya que
las células NCI-N87 provenientes de una metdastasis gastrica en higado lograron formar
esferoides compactos mientras que las células AGS que son originarias de un tumor
primario formaron estructuras facilmente dispersables y no esferoides compactos.

Finalmente se evalud el efecto de los retinoides naturales ATRA y el &acido
retinoico-13-cis, asi como el retinoide de origen sintético retinamida sobre la viabilidad de
las células AGS y NCI-N87. Los ensayos de citotoxicidad por medio de la reduccion del MTT
permitieron observar una variacion en la susceptibilidad de los dos tipos de células, ya que
las células NCI-N87 fueron resistentes al tratamiento con los dos retinoides naturales,
mientras que estos si fueron tdéxicos sobre las células AGS. El unico tratamiento que tuvo
un efecto citotdxico sobre las dos lineas celulares fue la retinamida, la cual presenté
concentraciones inhibitorias semejantes en los dos tipos de células, por lo que su
potencial empleo para el tratamiento de tumores gastricos primarios y metastdasicos
merece mas estudios. '

Vi
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Introduccion

El cancer gastrico es el sexto tumor mas comun en el mundo, por detras de los
tumores que se presentan en mama, prostata, pulmén, cérvix y el cadncer colorrectal. Se
calcula que alrededor de 989 600 nuevos casos son diagnosticados cada afio a nivel

mundial (Ferlay et al, 2010).

Pese a que en las ultimas décadas la incidencia y la tasa de mortalidad se han visto
reducidas, el cancer gastrico se mantiene como la segunda causa de muerte por
neoplasias a nivel mundial, solo por detras del cancer de pulmédn (Crew y Neugut, 2004 y

Ferlay et al, 2010).

En ciertos paises como Japdn alcanza proporciones epidémicas, ya que 70 de cada
100 mil personas sufren de cancer gastrico. Se estima que en ese pais para la edad de 75
afios el riesgo acumulativo de desarrollar cancer gastrico es del 11% (Barr, 2007). Las
regiones con mayor incidencia de este tumor se localizan en el este de Asia y Europa asi
como Latinoamérica, siendo los 6 paises con mayor incidencia fa Republica de Corea,
Mongolia, Japén, China, Honduras y Guatemala (Ferlay et al, 2010). Por el contrario hay
zonas geograficas con una baja incidencia de tumores en estdmago, principalmente son
regiones en Africa, Europa Occidental, América del Norte y Australia (Barr, 2007;

Kountouras et al, 2008 y Ferlay et al, 2010).

En Costa Rica el cdncer gastrico constituye la principal causa de muerte por
tumores y de acuerdo a estimaciones del proyecto GLOBOCAN de la Organizacion Mundial
de Ia Salud, ocupa el lugar 11 en cuanto a paises con mayor incidencia de cancer gastrico.
En este estudio, se estimd que para el afio 2008 la tasa de incidencia por 100 mil
habitantes fue de 28,5 para hombres y 15,6 para mujeres, con una tasa de mortalidad por
100 mil habitantes de 23,6 y 10,6 respectivamente (Ferlay et al, 2010). A la vez, se ha
reportado una gran variabilidad en la prevalencia de esta enfermedad con respecto a la

ubicacién geografica dentro del pais (Mora, 2003). De acuerdo a los datos suministrados
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por el Registro Nacional de Tumores de Costa Rica, para el periodo comprendido entre los
afios 2000 y 2007 se observd una mayor mortalidad por este tumor en hombres en las
zonas de Cartago y San José, con tasas ajustadas de mortalidad por 100 mil habitantes de
37,75 y 25,01, respectivamente; mientras que en el caso de las mujeres la mayor
mortalidad se observé en Cartago y Alajuela, con tasas ajustadas de mortalidad por 100

mil habitantes de 19,1 y 14,54, respectivamente (Ministerio de Salud, 2010).

En general, la incidencia de cancer gastrico aumenta de manera proporcional con
la edad, presentandose un pico de mayor ocurrencia entre los 50 y 70 afos, sin embargo
en casos de familias con riesgo hereditario el diagndstico se puede dar a una edad mas
temprana (Hatakeyama, 2009). Se ha observado que la tasa de incidencia de cancer
gastrico es mayor en personas de raza negra, grupos de bajo nivel socioeconémico y

paises en vias de desarrollo (Catalano et al, 2009).

La sobrevida de los pacientes con cancer gastrico es muy corta, debido a que la
mayoria de los casos son diagnosticados en etapas muy avanzadas, y la probabilidad de
curacion es muy reducida (Kountouras et al, 2008). Adicionalmente, este tipo de tumor
presenta recurrencias y una alta incidencia de metastasis (Drebber et al, 2008), y la cirugia
y quimioterapia solo han proporcionado resultados modestos en la sobrevida de los
pacientes con cancer gastrico, presentado una tasa de sobrevida a 5 afios menor al 24%

(Jemal et al, 2007 y Dassen et al, 2010).

La metastasis a higado es una de las principales rutas de diseminaciéon de los
tumores gastricos y representa todo un reto ya que no es curable y tiene un desenlace
fatal con una sobrevida a 5 afios menor al 10% (Shirabe et al, 2003). El tratamiento de este
tipo de lesion avanzada consiste principalmente en un régimen paliativo que usualmente
involucra la reseccidon del estémago, quimioterapia y en algunos casos se realiza la

reseccion hepdtica (Thelen et al, 2008).
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En cuanto al tratamiento del cdncer gastrico, la combinacion de agentes
quimioterapéuticos se ha considerado la mejor estrategia, pero las dosis clinicamente
efectivas son muy elevadas, por lo que su empleo se asocia a una alta toxicidad. Por tanto
se esta promoviendo el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que tengan como
blanco principal, vias de sefalizacion moleculares que se expresan de manera diferente
entre las células tumorales y normales, con el objetivo que la quimioterapia sea menos
toxica sobre las células normales (Song et al, 2009). Otro abordaje que se esta
investigando es el efecto quimiosensibilizante de ciertos productos naturales y sintéticos,
lo cual permitiria aumentar la eficacia de los tratamientos y disminuir los efectos adversos
ocasionados por el uso de agentes antineopldsicos (Weller et al, 2011 y Whitworth et al,

2011).

Ademas de las dificultades en el diagndstico de este tipo de tumor, no se ha
logrado establecer un tratamiento 6ptimo que logre mejorar significativamente la
sobrevida de las personas con cancer gastrico, principalmente en estadios avanzados.
Actu.almente, las opciones terapéuticas disponibles generan un gran cambio en el estilo de
vida de las personas y los resultados obtenidos son principalmente’paliativos, ya que
unicamente han logrado generar un aumento en la sobrevida del paciente en unos pocos

meses.

Por tanto, apremia la necesidad de investigar nuevas opciones terapéuticas que
sean mas eficaces, pero que a la vez sean mas selectivas, con el fin de reducir los efectos
adversos producidos por la terapia antitumoral. Para lograr este propdsito es fundamental
el desarrollo de nuevos modelos mas realistas que permitan estudiar la evolucion del
cancer gastrico desde sus etapas iniciales, asi como el efecto de agentes con potencial

quimiopreventivo y terapéutico.



Hipétesis

1- Las células NCI-N87, al haberse desarrollado en un ambiente diferente y haber
sufrido algunas adaptaciones a estas condiciones, presentan una mayor resistencia a
estimulos pro-apoptéticos como los inducidos por los retinoides de origen natural: acido
retinoico todo trans y acido retinoico-13-cis y el retinoide | sintético 4-hidroxifenil

retinamida.

2. La administraciéon intragastrica del agente carcinogénico N-metil-N’-Nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) en el estémago de ratas Wistar, permite reproducir un modelo

deinduccién quimica de cancer gastrico.

3- la inoculacién de la bacteria Helicobacter pylori (aislada de estomagos:
humanos) en el estomago de ratas Wistar permite reproducir un modelo de infeccién

bacteriana similar al que ocurre en el ser humano,

4- Lla inoculacién de la bacteria Helicobacter pylori en conjunto con la
administracién intragastrica del agente carcinogénico N-metil-N’-Nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) en el estdmago de ratas Wistar permitira observar diferencias en el fenotipo del

tumor, las cuales son dependientes de la cepa de la bacteria.



Antecedentes

1. Carcinogénesis

Desde 1914 Boveri establecid la base genética de la carcinogénesis al plantear la
teoria de la mutacion somdtica, la cual fue reforzada posteriormente con el
descubrimiento de los oncogenes y los genes supresores de tumores (Stanbridge, 1990;
Bishop, 1991 y Cohen y Ellwein, 1991). En 1940 algunos investigadores comenzaron a
presentar evidencias sobre las multiples etapas que constituyen la carcinogénesis, y desde
1947 se introduce el modelo de iniciacion y promocién, el cual fue descrito mas

profundamente por Knudson en 1971 (Cohen y Eliwein, 1991).

El desarrollo de tumores en mamiferos ocurre a través de una serie de tres etapas
definidas: iniciacion, promocion y progresidon. En primera instancia estas fases fueron
descritas en modelos animales de carcinogénesis en roedores, pero se aplican de manera
general (Pitot et al, 2000). La iniciacién involucra habitualmente una mutacién no letal en
el ADN que altera el genoma de la célula, si esta célula entra a la fase de replicacion este
error quedara “fijado”. La fase de promocidn se caracteriza por la expansion clonal de
células previamente iniciadas, esta etapa consiste en la induccién de la proliferacién y/o la
inhibicion de la apoptosis, ya para este momento se puede identificar la formacié‘n de una
lesion focal. La promocidn es un proceso reversible que requiere la presencia continua del
estimulo promotor. Finalmente en la progresion se da la acumulaciéon de alteraciones
genéticas adicionales que llevan a una transicidn de las células hacia un fenotipo maligno y
ya este proceso es irreversible (Pitot et al, 2000; Goodman y Watson 2002 y Klaunig y
Kamendulis, 2004).

El concepto de iniciacidon se derivd de una observacion en que la exposicién a
ciertos agentes fisicos o quimicos a una dosis por debajo de un umbral no parecia producir
cancer durante toda la vida del organismo, pero la posterior exposicién a agentes o

condiciones no carcinogénicas si permitian el desarrollo del tumor (Trosko et al, 2004).
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Pese a que la mayoria de los agentes iniciadores de la carcinogénesis son capaces de
actuar también como mutagenos, también existen agentes no mutagénicos que pueden
actuar como iniciadores, como se ha visto recientemente en estudios en los cuales se
demuestra que la epigenética puede participar como un segundo mecanismo de iniciacién
de la carcinogénesis, a través por ejemplo de la hipermetilacion de genes supresores de
tumores o mas bien la hipometilacién de oncogenes, llevando a un aumento en su

expresion (Goodman y Watson, 2002 y Lohrum et al, 2007).

La carcinogénesis es un proceso muy complejo constituido por una serie de etapas
en las cuales las células van a sufrir una transformacién. En primera instancia en el afio
2000, Hanahan y Weinberg establecieron 6 alteraciones claves a nivel celular que ocurren
en el desarrollo de los tumores, sin embargo actualmente este concepto se ha ampliado
con la descripcion de 10 caracteristicas distintivas de las células tumorales. Una de las
etapas mas iniciales en esta transformacion consiste en que las células presentan una
sefializacion de proliferacién sostenida, a la vez que logran evadir la accién de las
proteinas supresoras del crecimiento TP53 y RB (proteina asociada a retinoblastoma). Una
tercera alteracion clave consiste en que estas células adquieren un potencial ilimitado
para replicarse, por lo cual se inmortalizan. De la mano con la inmortalizacién de estas
células, se ha observado la adquisiciéon de mutaciones e inestabilidad genémica, las cuales
generan defectos en el mantenimiento y la reparacién del material genético.
Adicionalmente estas células presentan una resistencia a sufrir muerte celular, ya sea por
apoptosis, autofagia o incluso necrosis. Otra de las observaciones sobre diferencias entre
las células tumorales y las células normales, radica en que las primeras realizan un
metabolismo energético mucho mas dependiente de la glicdlisis que las células normales,
al grado que existen subpoblaciones celulares que utilizan lactato como combustible. La
relacion entre el desarrollo de tumores y el papel del sistema inmune es sumamente
compleja, ya que a la vez que las células tumorales logran evadir su destruccion por el
sistema inmune innato y adaptativo, promueven un microambiente pro inflamatorio, el

cual las provee de sefales proliferativas y de sobrevida. Finalmente, las ultimas dos
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alteraciones que se han descrito en las células tumorales son la induccién de la
angiogénesis y la activacion de programas celulares que favorecen la invasién y la
metastasis, como por ejemplo la transicion epitelio-mesenquimal (Hanahan y Weinberg,

2000; Boettner y Van Aelst, 2002; Trosko, 2003 y Hanahan y Weinberg, 2011).

A pesar de los Gltimos avances en las investigaciones cientificas, todavia no ha sido
posible determinar con certeza cual es el origen de la célula que inicia todas las etapas y
caracteristicas de la carcinogénesis mencionadas con anterioridad. Actualmente se
plantean dos teorias: la primera y mas cldsica supone que la célula que sufre la iniciacién
es una célula somatica diferenciada, y como resultado adquiere la capacidad de proliferar
ilimitadamente (Hanahan y Weinberg 2000 y 2011). La segunda propuesta se basa en la
hipotesis de la carcinogénesis por células madres cancerosas, donde se plantea la
existencia de células madre cancerosas en tejidos adultos (Schultz y Lucas, 2006; Webster
et al, 2007 y Beltrami et al, 2009), y precisamente una de estas células seria la que sufre la
iniciacion y por tanto es prevenida de diferenciarse, esto generaria que su division se
realice Unicamente de manera simétrica, inmortalizandose (Trosko, 2009). Sin embargo,
cabe destacar que las células madre cancerosas representan un grupo muy pequero de
todas las células en un tumor y su identificacién en los tumores mediante el empleo de
marcadores especificos es un reto importante que se debe sobrepasar con el fin de

estudiar mas a fondo esta teoria (Shackleton et al, 2009).

2. Cancer Gastrico
2.1, Etiologia

La carcinogénesis gastrica es un proceso gue consta de varias etapas y su origen es
multifactorial, evolucionando progresivamente de una gastritis crénica a una gastritis
atrofica, seguida de metaplasia intestinal, displasia y finalmente el establecimiento del

cancer gastrico {Correa, 1992).
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A partir de estudios epidemiolégicos y modelos experimentales en animales se ha
identificado varios factores de riesgo para la presentacion del cancer gastrico, los cuales
se pueden dividir en factores ambientales, siendo el principal la infeccién por Helicobacter

pyloriy factores que son propios del huésped.

La dieta es uno de varios factores ambientales que se ha asociado a diferentes
etapas de la carcinogénesis gastrica. Se ha reportado una relacién en la ingesta de dietas
con alto contenido de sal y compuestos N-nitrosos asi como en dietas deficientes en frutas
y vegetales con un mayor riesgo de padecer cancer gastrico y una mayor mortalidad

(Chyou et al, 1990; Joosens et al, 1996; Ward y Lépez-Carrillo, 1999 y Huang y Hunt, 2000).

En estudios epidemioldgicos se ha demostrado que un menor nivel
socioecondmico influye en la incidencia de cancer gastrico (Kato et al, 2004). Otros
factores investigados han sido el consumo de cigarrillos y la ingesta de alcohol, en el caso
del tabaco se ha hallado un incremento de lesiones tanto de metaplasia intestinal como
displasia, mientras que los resultados sobre una posible asociacién del licor con cancer

gastrico han sido ambiguos (Kato et al, 2004; Nishino et al, 2006 y Shimazu et al, 2008).

La infeccién por H. pylori es posiblemente el factor ambiental al que se le ha dado
mas importancia y por tanto el mas investigado, esto se podria explicar en parte porque
alrededor del 50% de la poblacion mundial presenta la infeccion por esta bacteria gram
negativa capaz de colonizar la mucosa gastrica (Kranzer et al, 2004). En 1994 la
Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional para la Investigacién en
Cancer (IARC) lo declaré un agente carcinogénico tipo . Su prevalencia es mas alta en los
paises en desarrollo y se ha planteado que la infeccion se adquiere en los primeros afios
de vida, permaneciendo la mayoria de las veces de manera asintomatica (Barr, 2007). La
asociacion de la infeccion por H. pylori con un mayor riesgo de padecer cancer gastrico ha
sido controversial debido a que la mayoria de la poblacién infectada nunca llega a

desarrollar cdncer gastrico (Bernstein et al, 1999). Sin embargo, se tiene evidencia que la
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infeccion por H. pylori es una causa de gastritis crénica atréfica y metaplasia intestinal, las

cuales son consideradas dos lesiones preneoplasicas (Huang y Hunt, 2000).

H. pylori presenta varios factores de virulencia que se han asociado con la
carcinogénesis gastrica, los principales son los genes cagA y vacA (Peek y Blaser, 2002). El
gen cagA se posiciona al final de la isla de patogenicidad cag (PAl), la cual promueve la
formacion de IL-8 por parte de las células epiteliales (Yamaoka, 2010). H. pylori introduce
a CagA directamente en las células donde se encuentra adherida a través del sistema de
secrecion tipo 1V, la proteina se tiende a ubicar en la cara interna de la membrana
plasmatica y es blanco de fosforilaciones en secuencias especificas conocidas como los
dominios EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) (Selbach et al, 2002). La incidencia de cancer gastrico
es mayor en pacientes infectados con cepas que contienen multiples repeticiones EPIYA,
sin embargo no esta claramente establecido que sea una relacion causal (Yamaoka, 2010).
Las cepas positivas para cagA son mucho mas virulentas y aumentan de manera

significativa el riesgo de desarrollar gastritis severas y carcinomas (Higashi et al, 2002).

Por otro lado, el gen vacA codifica para una proteina que es secretada e induce la
formacién de vacuolas acidicas en las células eucariotas y estimula la apoptosis en las
células epiteliales (Peek et al, 2010). Ademas vacA influye en la alteracion del trafico de
proteinas, inhibicion de la presentacién de antigenos, formacion de canales anidnicos
selectivos en las bicapas lipidicas e interfiere con las funciones dependientes del
citoesqueleto (Yamaoka, 2010). Este gen es muy polimoérfico y las principales variaciones
ocurren en la regidn senal (s), la cual codifica para el péptido sefial y el grupo amino
terminal de la proteina madura, en la regién intermedia (i) que codifica para la subunidad
p33 y en la region media (m), la cual codifica parte del dominio de unién a células
epiteliales. Las cepas slml son las que producen una mayor cantidad de la toxina,
mientras que la cepa s2m2 es la que produce la menor cantidad (de Magalhaes Queiroz et

al, 2010).
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Asi como ciertos factores propios de la bacteria han sido implicados en un mayor
riesgo de padecer cancer gastrico, se han observado ciertos polimorfismos en ciertas
poblaciones humanas asociados con la enfermedad. Por ejemplo individuos que son
colonizados por H. pylori y tienen un polimorfismo en la region promotora de la IL-1B van
a presentar una mayor expresion de esta citoquina, esta alteracién conlleva a que
presenten una mayor susceptibilidad a desarrollar hipocloridia, atrofia gastrica y el
adenocarcinoma gastrico (El-Omar et al, 2000}. Ademas polimorfismos que mas bien
reducen la expresion de la IL-10 que es una citoquina antiinflamatoria se han asociado

también con un mayor riesgo de padecer cancer gastrico (El-Omar et al, 2003).
2.2. Papel de la apoptosis en la génesis del cancer gastrico

En los procesos tumorales los mecanismos normales de la regulacién del ciclo
celular no funcionan adecuadamente producto de un aumento en la proliferacién celular

y/o un descenso en la remocidn de las células (Chan et al, 1999).

Se ha determinado que las células transformadas tienen una menor habilidad para
sufrir apoptosis en respuesta a los cambios fisioldgicos debido a la sobreexpresién de
proteinas antiapoptdticas y/o la regulacién descendente o mutaciones en las proteinas
proapoptdticas (Khan et al, 2007). Esta disminucién en los niveles apoptéticos se ha
asociado a la aparicién y progresion de una serie de tumores, incluyendo el cancer

gastrico (Tsamandas et al, 2009).

El epitelio gastrico es uno de los tejidos con uha mayor capacidad de recambio, la
proliferacién celular es compensada por una continua remocién de células. En la mucosa
gastrica las células progenitoras se localizan en el cuello de las glandulas y la migracién
epitelial ocurre de manera bidireccional (Von Herbay y Rubi, 2000). En esta zona
generativa es raro encontrar células apoptéticas, pero cuando la mucosa gastrica sufre
atrofia se da un cambio en esta zona y comienza a aumentar el nimero de células

apoptdéticas en las areas proliferativas (Xia y Talley, 2001). Sin embargo, en lesiones pre
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neopldsicas como la metaplasia intestinal y la displasia si se observa un mayor nimero de

células apoptéticas en las porciones mas profundas de las glandulas (Xia y Talley, 2001).

En la mayoria de las investigaciones cientificas en las que se ha analizado la
apoptosis a nivel del estémago, el objetivo principal ha sido dilucidar el rol de la infeccién
por H. pylori sobre proteinas reguladoras de la apoptosis y en la patogénesis tumoral. Al
inicio de estas investigaciones, se sugirio que las células en el estémago normal no
expresan FaslL (Li et al, 2007), pero estudios posteriores han revelado que FasL se expresa
en algunas células gastricas de manera constitutiva (Dai et al, 2009). De hecho la
activacion del receptor Fas seria el principal mecanismo mediante el cual H. pylori es
capaz de inducir apoptosis en las células gastricas. Alternativamente mediante estudios in
vitro se ha propuesto que la bacteria seria capaz por si sola de inducir la expresién del
receptor (Xia y Talley, 2001). Por otra parte, se ha propuesto que el microambiente
inflamatorioc generado por la infeccidn bacteriana seria el responsable de la
sobrerregulacién y activacion de la via de sefializacién de Fas, llevando a la atrofia y la

pérdida de células especializadas (Houghton et al, 2000 y Peter et al, 2005).

Conforme progresa el tumor, los niveles de apoptosis en la mucosa gastrica van
disminuyendo y surge una poblacion de células que a pesar de expresar el receptor de
membrana es resistente a la apoptosis (Houghton et al, 2000 y Peter et al, 2005). Se ha
sugerido entonces que las células de la mucosa gastrica son capaces de adquirir
resistencia a la apoptosis y podrian utilizar vias alternativas de sefializaciéon de Fas para
aumentar la proliferacién. Este incremento en la proliferacion celular es un arma de doble
filo, ya que aunque previene lesiones y facilita la recuperacién de la mucosa gastrica,
también se ha asociado con un incremento en el riesgo de desarrollar tumores (Li et al,

2007).

También se ha estudiado el rol de la mitocondria en la apoptosis inducida por H.
pylori en células gastricas. Estudios in vivo sefialan que la infeccion se asocia con la

regulacion ascendente de Bax y la supresion de la expresion de Bcl-2 (Zhang et al, 2007).
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Sin embargo, en otras investigaciones, no se ha hallado una relacion significativa entre la

presencia de H. pyloriy la expresién de Bcl-2 {Choi et al, 2003).

Es importante resaltar que hasta el momento no se tiene clara la relacién entre el
nivel de apoptosis y la etapa de desarrollo del tumor, sin embargo en algunos estudios se
ha reportado un mayor nivel de apoptosis en tejidos de cancer gastrico en relacion al
epitelio normal y pdlipos adenomatosos {Mijic et al, 1998). Asi mismo en los tumores
gastricos en etapas tempranas se ha demostrado un menor nivel de apoptosis en

comparacién a estos tumores en estadios mas avanzados {Ishii et al, 2002).
2.3. Tipos de cancer gastrico

La mayoria de los tumores gastricos {97%) tienen un origen epitelial y se clasifican
como adenocarcinomas (Sierra, 2002). Otros tipos de neoplasias en el estdmago son los
tumores estromales, y mas comunes los linfomas a partir de las células By T de la Iamina

propia {Shang y Pefia, 2005).

A) Adenocarcinoma gastrico

De acuerdo a las caracteristicas histoldgicas de los adenocarcinomas gastricos,
Lauren en 1965 establecié una clasificacion en la que el adenocarcinoma se puede dividir
en dos entidades patoldgicas distintas que son el adenocarcinoma difuso y el
adenocarcinoma intestinal. Ambos se caracterizan por diferencias en cuanto a factores

epidemioldgicos, clinicos, genéticos y prondsticos (Mingchao et al, 2001).

El cancer de tipo intestinal es el mds comuln y tiende a presentarse en personas de
mayor edad y a predominar en hombres, este tipo de tumor se relaciona de manera mas
cercana con factores ambientales y dietéticos (Houghton y Wang, 2005). Se disemina de
manera hematdgena y tiene una prognosis mas favorable que el tipo difuso.
Histoldgicamente se considera un tumor expansivo formador de estructuras glandulares

atipicas que simulan las glandulas intestinales (Kountouras et al, 2008).
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El adenocarcinoma intestinal es el que progresa a través de una serie bien definida
de etapas histoldgicas. Inicialmente un estimulo inflamatorio conlleva al desarrollo de una
gastritis activa crénica que en algunos casos puede desencadenar en una gastritis atréfica
seguida de metaplasia intestinal, displasia y finalmente el asentamiento del cancer

gastrico (Correa, 1992 y Nardone, 2003).

Por otra parte, el adenocarcinoma de tipo difuso es menos comun, afecta a
personas mas jovenes y se relaciona de manera mas prominente con factores genéticos,
afectando de igual manera a hombres y mujeres (Candz et al, 2002 y Houghton y Wang,
2005). Este tumor se disemina por contigiiidad al peritoneo y por vias linfaticas,
asociandose con una peor prognosis (Kountouras et al, 2008). Histolégicamente es un
tumor con pobre diferenciacion y estd conformado por células neoplasicas infiltrantes que
no forman estructuras glandulares y no se asocian con la metaplasia intestinal (Peek y
Blaser, 2002). Se caracteriza por la produccion de un moco que es secretado hacia el
intersticio, cuando este moco permanece en el interior de la célula tiende a desplazar el
nucleo hacia la periferia dando la caracteristica de células en anillo de sello (Hatakeyama,

2009).

Anteriormente se creia que la infeccion por H. pylori se asociaba mds con la
aparicion de adenocarcinomas intestinales, pero recientemente estudios epidemiolégicos
han indicado que la infeccién desempefia un papel clave no sélo en el desarrollo del
adenocarcinoma intestinal, sino también en el difuso (Uemura et al, 2001 y Huang et al,

2003).

B) Linfoma gastrico

El linfoma géstrico primario es un tumor raro que contribuye en menos del 5% de
los tumores gastricos primarios, sin embargo es el linfoma extranodal mas comun,
representando el 4-20% de todos los linfomas extranodales. (Al-Akwaa et al, 2004). Los

linfomas gastricos se presentan con mayor prevalencia en pacientes con edades mayores
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a los 50 afios y los hombres se ven de 2 a 3 veces mas afectados que las mujeres (Ben-

Khelifa y Sabbagh, 2002).

Se piensa que la mayoria de los linfomas surgen en la mucosa o submucosa a partir
de lo que se conoce como el tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT por sus siglas en
inglés) el cual usualmente se desarrolla posterior a una inflamacidn croénica inducida en
este caso por la infeccion por H. pylori (Parsonnet et al, 1994). La cronicidad de la
infeccion por H. pylori es crucial ya que constituye una fuente antigénica que lleva a la
estimulacién sostenida de las células B, favoreciendo la transformacion y el desarrollo del
linfoma (Suarez et al, 2006). Conforme progresa la enfermedad pueden ocurrir eventos
oncogénicos adicionales como la activaciéon constitutiva de vias de sefalizacién o
mutaciones que llevan a una proliferacion de linfocitos que se convierte independiente de

la estimulacion antigénica (Farinha y Gascoyne, 2005).

A pesar que cualquier region del estémago puede estar involucrada, la mayoria de
los linfomas gastricos se originan en el antro o el cuerpo distal que son a su vez los lugares

usualmente colonizados por Helicobacter pylori (Cheng et al, 2003).

C) Tumores estromales

En general los tumores estromales gastrointestinales (GIST por sus siglas en inglés)
son neoplasias raras que surgen de la pared gastrointestinal. La incidencia es de 10 a 20
casos por millon de habitantes por afio (Folgado Alberto et al, 2008) y ocurren
predominantemente en personas por encima de los 40 afios con una ligera predominancia
en la poblacién masculina sobre la femenina (Burkill et al, 2003). Dentro del estémago el

sitio mas comun donde se presentan es en el fondo gastrico (Cichoz-Lach et al, 2008).
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2.4. Metastasis del cancer gastrico

El cdncer gastrico es un tumor con una alta frecuencia de recurrencia a través de
tres vias principales: 1a recurrencia local, la diseminacion peritoneal y la metdastasis

hematogena (Marrelli et al, 2004).

La forma mds comin de expansion del tumor gastrico es la diseminacion
peritoneal, hallandose en 10-20% de los pacientes con cancer gastrico (Bando et al, 1999).
La diseminacion peritoneal se puede distribuir de manera local en el abdomen superior y
se puede difundir por los nddulos linfaticos y generar numerosas metdstasis en el
peritoneo distal (Yonemura et al, 2006). El pronostico de pacientes con metastasis
peritoneal es muy pobre, y esta diseminacion se considera un factor independiente de mal

pronostico (Yonemura et al, 2006).

Por otra parte, el proceso de metdstasis hematdgena involucra varias etapas,
primero se debe dar la separacion de las células cancerigenas de la masa tumoral y la
infiltracion de estas células a vasos sanguineos, asi como el movimiento intracelular y la
adhesion a las células endoteliales vasculares. Posteriormente se da la invasion a los

tejidos intersticiales de otros 6rganos y su subsecuente crecimiento (lwasaki et al, 1997).

Dentro de las metastasis hematodgenas, el higado es el 6rgano mds frecuentemente
afectado (Marrelli et al, 2004). La metéastasis hepatica se observa en un 5-9% de los
pacientes con cancer gastrico y la sobrevida de estas personas sin tratamiento es muy

baja, con un tiempo medio de 3 a 5 meses (Thelen et al, 2008).

La metastasis hepatica ocurre mas frecuentemente en personas con
adenocarcinomas gastricos de tipo difuso, y esta puede ser de dos tipos: sincronica,
cuando aparece al momento del diagnoéstico del cancer gastrico, o metacrdnica cuando la
metdstasis es parte de la evolucion de la enfermedad posterior a la gastrectomia curativa,

esta Uitima es la mas frecuente y en la mayoria de los casos ocurre en los primeros dos
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afos posterior a la cirugia pudiéndose extender este periodo hasta los 5 afios (Marrelli et

al, 2004).

Se ha tratado de establecer marcadores pronésticos y factores de riesgo que
puedan ayudar a predecir que una persona va a sufrir la metastasis a higado. Algunas
investigaciones han tratado de medir la sobreexpresiéon de factores de crecimiento,
moléculas de adhesién y enzimas que degradan la matriz extracelular con el objetivo de
observar un posible valor prondstico (Nakanishi et al, 2005). Ademas, se han determinado
ciertos factores de riesgo que se asocian con la recurrencia hepatica, como la afectacion
de nédulos y la presencia positiva pre-operatoria de ciertos marcadores tumorales como

CEA, CA 19-9 y CA72-4 (Marrelli et al, 2004).
2.5. Tratamiento

La sobrevida de los pacientes con cancer gastrico es muy baja cuando se compara
con la gue se presenta en pacientes con otros tumores sélidos. En gran medida ésta alta
mortalidad se asocia a que el tumor en sus etapas tempranas es asintomatico, por lo que
en la mayoria de las ocasiones el diagndstico de cancer gastrico se da hasta que la
enfermedad ya se encuentra en etapas avanzadas y no es posible la reseccién quirurgica

(Wesolowski et al, 2009).

El éxito del tratamiento en términos de sobrevida, depende principalmente del
estadio de la enfermedad. En etapas tempranas la reseccién quirurgica representa el pilar
de cualquier tratamiento curativo, con una tasa de sobrevida a 5 afios de 70 a 95%
(Cunningham et al, 2006). Sin embargo, se estima que en aproximadamente el 84% de los
pacientes con cdncer gastrico los tumores van a evolucionar hacia estadios avanzados.
Para estos casos, diferentes estudios clinicos han demostrado que la administracién
perioperatoria de la quimioterapia proporciona mejores resultados en la sobrevida media
de las personas en comparacién a Unicamente la cirugia o medidas paliativas (Cunningham

et al, 2006). Sin embargo el progreso en las ultimas décadas con respecto a la
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guimioterapia no ha sido exitoso ya que la mayoria de las respuestas son parciales y de
corta duracién, siendo la sobrevida media Unicamente de 7 a 9 meses (Cervantes et al,

2008 y Sakamoto et al, 2009).

Clasicamente, desde la década de los 60 se ha utilizado el 5-fluorouracilo como el
tratamiento predilecto, pero debido a la necesidad de mejorar la eficacia del tratamiento,
en los afios posteriores se han venido implementado diversos protocolos en los cuales se
combinan dos o mas drogas citotoxicas (Rivera et al, 2007). Por el momento el régimen
mas utilizado a nivel mundial es la combinacién del 5-fluorouracilo con andlogos de
platino, principalmente el cisplatino. Sin embargo como se ha mencionado anteriormente
la tasa de sobrevida no supera los 9 meses, por lo que no ha sido posible establecer una
guimioterapia estandar ni un régimen optimo (Cervantes et al, 2008 y Nishiyama y Wada,

2009).

Recientemente se han realizado seis grandes ensayos clinicos (V325, V-306, REAL-
2, JCOG9912, SPIRITS y FLAGS), con el objetivo de probar diferentes regimenes dobles o
triples con nuevos agentes citotoxicos como el irinotecan, S1, capecitabine, docetaxel,
placlitaxel y oxaliplatel (Ohtsu, 2008; Nishiyama y Wada, 2009 y Inoue et al, 2012). A
manera general, se ha observado en todos los ensayos que los tratamientos combinados
prolongan de manera significativa la sobrevida de los pacientes en comparacién al
tratamiento con solo 1 droga como el 5-fluorouracilo (Ohtsu, 2008). Sin embargo el
problema de los regimenes combinados es el aumento que se presenta en los efectos
adversos a los medicamentos, sobre todo a nivel del sistema hematopoyético,
presentandose leucopenias, disminucién en el conteo plaquetario y anemia, asi como
trastornos gastrointestinales como nauseas y vémito (Chung et al, 1997 y Wesolowski et

al, 2009).

Los resultados mas promisorios han sido obtenidos de la combinacién 5-
fluorouracilo, cisplatino y docetaxel, el cual fue analizado en el ensayo V325, la sobrevida

de los pacientes aument6 de manera significativa en comparacion al empleo Unico de 5-
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fluorouracilo y cisplatino (9.2 vs 8.6 meses, p=0.02) (Rivera et al, 2007 y Ohtsu, 2008).
Otras investigaciones han obtenido resultados similares, por lo que la FDA (Food and Drug
Administration) de Estados Unidos ha aprobado este régimen para el tratamiento del
cancer gastrico avanzado asi como para el adenocarcinoma gastroesofagico (Nishiyama y

Wada, 2009 y Wesolowski et al, 2009).

Debido a las limitaciones que se han observado con la utilizacién de la
guimioterapia para el tratamiento del cancer gastrico, los esfuerzos se dirigen a la
investigacion de nuevos compuestos que actien por mecanismos distintos, un ejemplo es
el empleo de agentes sintéticos dirigidos hacia vias de sefializacion caracteristicas en las
células tumorales, este es el caso de las moléculas inhibidoras del receptor c-Met
(receptor del factor de crecimiento de hepatocitos) y del factor de crecimiento NFkB,
ambos compuestos se encuentran en fases Il y il en ensayos clinicos (Sasaki et al, 2001 y
Ohtsu, 2008). El agente sintético mas exitoso por sus resultados en la sobrevida de los
pacientes ha sido el trastuzamab (HerceptinTM), el cual consiste en un anticuerpo
monoclonal humanizado que se dirige contra el receptor del factor de crecimiento
epidermal 2 (EGFR-2 o HER 2). HER 2 se comporta como un oncogén y forma parte de una
familia de receptores tirosinquinasa que participa en procesos vitales para la formacion y
desarrollo del tumor como la proliferacion, invasion, angiogénesis, metdstasis e inhibicién
de la apoptosis (Rowinsky, 2004). Se ha identificado la sobreexpresion de este gen en una
variedad de tumores como el cdncer de mama y el cancer gastrico (Gravalos y Jimeno,
2008), el ensayo clinico fase lll de este agente se conoce como el ensayo ToGa, este
involucré 130 centros en Europa, Asia, Australia y América Latina y finaliz6 en el aro 2009,
y en este estudio se analizé el efecto de la administracion de este agente junto con
quimioterapia compuesta por fluoropirimidina y cisplatino contra la aplicacion de solo
quimioterapia. En el primer caso los resultados fueron exitosos, con una mejora en la
sobrevida de 2.7 meses, pasando de 11.1 meses a 13.8 meses, momento en el cual se dio
como finalizado el andlisis y se procedié a la comercializacion del producto (Gravalos y

Jimeno, 2008 y Chustecka, 2009).
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El estudio ToGa fue el primer ensayo en fase lll de farmacos dirigidos a moléculas
especificas con un resultado positivo en cuanto al incremento en la sobrevida del
paciente. Actualmente otros farmacos que se encuentran en fase Il de experimentacion
son: los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidermoide (EGF) Cetuximab
(Erbitux®) y Panitumumab (Vectibix®), el inhibidor de HER2 Lapatinib (Tykerb®) y los
inhibidores del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) Bevacizumab

(Avastin®) y Ramucirumab (Cappeta et al, 2012).

La utilizacion de compuestos de origen natural es otra estrategia que se ha
investigado en los ultimos afios, ya sea con un propdsito terapéutico o quimiopreventivo
a través de algunos productos naturales derivados de la dieta (Khan et al, 2007). Se ha
estimado que a través de modificaciones en la dieta mas de dos tercios de los tumores
humanos podrian ser prevenidos (Sarkar y Li, 2004). Ademas, una vez que el tumor ha sido
diagnosticado estos productos naturales podrian contribuir a aumentar la accién de la
guimioterapia y la supresion tumoral, asi como prevenir las metastasis (Mazzio y Soliman,

2009).

En el caso particular del cancer gastrico, se ha estudiado el efecto de diversos
compuestos con potencial acciéon anti-tumoral, como por ejemplo los compuestos
alilsulfuro del ajo (Park et al, 2005 y Lee, 2008), la capsaicina (Chow et al, 2007) y el

resveratrol (Holian et al, 2002).

Un caso especial es el de los retinoides, porque aunque estos compuestos no se
han utilizado para el tratamiento del cancer gastrico si se utilizan para el tratamiento de
de diversos tumores. Por ejemplo el acido retinoico todo trans se ha empleado con éxito
para el tratamiento de las leucemias promielociticas agudas (Fenaux et al, 2001) y se
encuentran en progreso varios ensayos clinicos para evaluar su efecto sobre otros tipos de
tumores como linfomas, melanomas, neuroblastomas, glioblastomas y tumores en cérvix,
rifon y pulmén (Bushue et al, 2010). De igual manera, el acido retinoico- 13-cis ha sido

efectivo para el tratamiento de linfomas cutaneos, leucemias mieloides crénicas y
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tumores tiroideos (Camacho, 2003 y Handkiewicz-Junak et al, 2009). En el caso de los
retinoides sintéticos como la retinamida, existen estudios que han demostrado que podria
ser efectiva en el tratamiento de recurrencias de tumores de mama y proteger contra el
desarrollo de tumores en ovario (Formelli et al, 2003 y Colombo et al, 2006). En general,
se ha propuesto que el metabolismo de los retinoides en las células tumorales es anormal
y que su principal mecanismo de accién es por medio de la regulacion de la expresion
génica (Amann et al, 2011), ya que las sefiales de los retinoides son mediadas por
receptores nucleares que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares para
hormonas, que incluye al receptor de la hormona tircidea y el receptor de la vitamina D.
Esta regulacion sobre la actividad transcripcional de los retinoides, puede llevar a la
diferenciaciéon de las células, arresto del ciclo celular y apoptosis, inhibiendo el

crecimiento celular (Noy, 2010).

En general esta es un drea de investigacién con un gran potencial, por lo que se
abre la oportunidad para que en los préximos afios se descubran nuevas moléculas

naturales con posible aplicacién terapéutica para el cancer gastrico.

3. Modelos in vitro para el estudio del cancer

Normalmente en cultivo celular, las células epiteliales malignas derivadas de las
masas multicelulares in situ se revierten a un patron adherente en monocapa, pero
mediante condiciones especiales es posible convertir estas células en monocapa a
esferoides multicelulares en suspensién (Chun, 2000). Estos modelos tridimensionales de

cultivo celular han permitido entender mejor el funcionamiento de las células tumorales.

La nocién de que la transformacién celular y la progresiéon tumoral involucran la
integracion de vias de sefalizacién antiapoptéticas y proliferativas ha sido estudiada en

modelos in vitro en monocapa y en algunos modelos in vivo, sin embargo los modelos de
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cultivo celular en tres dimensiones ofrecen la gran ventaja de reproducir algunas de las
interacciones fisiolégicamente relevantes, permitiendo al mismo tiempo una facil

manipulacion genética y realizacion de analisis bioquimicos (Jacks y Weinberg, 2002).

Los esferoides multicelulares son agregados de células tumorales que pueden
alcanzar diametros de 1 mm o mas, y por condiciones especiales al momento de su cuitivo
adquieren una conformaciéon tridimensional que les permite simular algunas de las

propiedades que se observa in vivo en los tumores sélidos (Minchinton y Tannock, 2006).

Los modelos in vitro con esferoides han sido utilizados desde los afios 70, con el
objetivo de investigar los mecanismos de accion de la radioterapia y la quimioterapia asi
como la resistencia a las drogas en células tumorales (Mueller-Klieser, 2000). La principai
ventaja de los esferoides con respecto a modelos en dos dimensiones es su capacidad de
recrear de manera apropiada la heterogeneidad en el crecimiento celular, ya que in vivo
no todas las células del tumor estan expuestas al mismo microambiente. Las células
localizadas mas hacia la periferia de la masa tumoral reciben la mayoria de los nutrientes y
oxigeno por lo que son metabdlicamente mas activas y mas propensas a proliferar e
invadir tejidos, mientras que las células que se localizan mas hacia el centro del tumor
sufren hipoxia y deprivacion de nutrientes, por lo que usualmente se encuentran
necroticas (Smalley et al, 2006) o en un estado de arresto del ciclo celular debido al
incremento en la expresion de inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina (LaRue

et al, 2004).

De manera interesante algunas de las caracteristicas de los tumores como por
ejemplo el crecimiento, la metastasis y la resistencia intrinseca a varios tipos de terapias
anti cancerigenas son usualmente determinadas por las interacciones intercelulares y no
asi por los factores intrinsecos de las células individuales (Mayer et al, 2001). La
resistencia multicelular a una variedad de agentes quim}oterapéuticos observada en el
modelo en esferoides es similar a la que se presenta en la clinica, por lo que se ha

considerado que las interacciones intercelulares asi como la influencia del microambiente -
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son fundamentales en el éxito o fracaso de un tratamiento anti tumoral (Mayer et al,

2001).

En la literatura cientifica se ha considerado al microambiente tumoral y
especialmente las proteinas de adhesion celular como potenciales factores de resistencia
al tratamiento (Steadman et al, 2008). El estudio de cultivos celulares tridimensionales ha
permitido evaluar el efecto de la difusion de la droga en la masa tumoral asi como el
incremento en la expresion de proteinas transportadoras de drogas como la p-

glicoproteina (Wartenberg et al, 2005).

Ademas, en los cultivos celulares en monocapa una gran proporcion de células se
encuentra proliferando y progresando en el ciclo celular de manera activa, y dado que los
agentes quimioterapéuticos actuian principalmente en células con una alta tasa de
replicacion, es de esperar que estas drogas presenten una menor accion en los modelos
en esferoides que presentan una fraccion importante de células en estado quiescente

(Smalley et al, 2006).

Debido a las caracteristicas propias de los esferoides y el hecho de que las células
crecidas en tres dimensiones se encuentren bajo condiciones mecanicas y de
microambiente diferentes a los cultivos convencionales en monocapa, se ha propuesto
que los esferoides multicelulares representan un modelo in vitro mas relevante que
permite replicar de manera mas certera las condiciones de microambiente a las que se

encuentra normalmente un tumor (Steadman et al, 2008).

4. Modelos animales para el estudio de cancer gastrico

Los modelos experimentales con animales han sido utilizados exitosamente desde
hace mucho tiempo atras y han permitido estudiar diversas patologias, asi como descubrir

factores etiologicos asociados a estas y evaluar multiples tratamientos (Oliveira et al,
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2007). En el caso especifico de los modelos cuyo objetivo ha sido estudiar fenémenos
asociados con la carcinogénesis en general, la mayoria de las investigaciones se han
realizado en roedores, debido sus a semejanzas anatémicas, fisioldgicas y bioquimicas con

el ser humano (Balmain y Harris, 2000).

Pese a lo anterior, para el caso especifico del cancer gastrico se debe considerar
que el estdmago de los roedores es morfolégicamente diferente al del ser humano, ya que
en la porcion proximal el estdmago de los roedores no cuentan con un epitelio glandular,
sino que esta porcidn del estémago que corresponde a un 60% del area total se compone
de un epitelio estratificado plano queratinizado, mientras que el 40% restante si se
asemeja al epitelio cilindrico simple con funciéon glandular que se observa en el ser

humano (Frantz et al, 1991).

Los factores responsables del desarrollo del cadncer gastrico pueden ser exégenos y
enddgenos. Dentro de los factores exdgenos se incluyen los habitos nutricionales, la
exposicidon a compuestos quimicos y agentes biolégicos como H. pylori. Por otra parte, los
factores enddgenos involucran procesos complejos como la respuesta del sistema inmune
y lesiones ocasionadas por procesos inflamatorios como por ejemplo las Glceras gastricas

(Oliveira et al, 2007).

Los modelos animales han permitido conocer multiples agentes carcinogénicos, los
cuales tienen la capacidad de desencadenar bajo las condiciones apropiadas el desarrollo
de tumores en humanos y animales (Huff, 1999). Las nitrosaminas son compuestos
capaces de inducir tumores en la mayoria de érganos y sistemas. Desde la década de 1960
las nitrosaminas han sido conocidas como los agentes carcinogénicos mas importantes en
el desarrollo de adenocarcinomas gastricos (Binato et al, 2008). Uno de los carcinégenos
mas exitosos ha sido el agente N-metil-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidina (MNNG), el cual se
utilizé inicialmente con el propdsito de desarrollar fibrosarcomas en ratas por medio de su
administracion por via subcutanea, sin embargo posteriormente Sugimura y Fujimura en

1967, lo administraron a ratas por via oral en el agua y observaron la aparicién de tumores
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en el estébmago glandular (Sugimura y Terada, 1998). Posteriormente, Saito y
colaboradores demostraron la presencia de erosiones y alteraciones proliferativas previo
al desarrollo de los adenocarcinomas, e incluso observaron que en ciertas ocasiones los
adenocarcinomas intestinales realizaban metastasis hacia los nédulos linfaticos e higado
(Sugimura y Terada, 1998). A parte de las ratas, otros animales han sido susceptibles a la
accion del MNNG, como por ejemplo perros, hamsters y hurones, no asi los ratones que
muestran resistencia a este agente quimico {Sugimura y Fujimura, 1967; Fox et al, 1993;
Shimizu et al, 1999 y Tokieda et al, 1999). Sin embargo, otros agentes carcinogénicos
alternativos como el N-metil-N’-Nitrosourea (MNNU) y el dietilnitrosamina (DEN) si han
sido capaces de inducir carcinomas gastricos en ratones (Binato et al, 2008 y Tarso et al,

2011).

Por otra parte, los estudios experimentales de infeccion con H. pylori han incluido
una amplia gama de animales, desde primates hasta los modelos en roedores (Peek,
2008). Sin embargo, varios de estos modelos no son los mas dptimos. Si bien es cierto que
animales grandes como los cerdos, gatos y perros han sido exitosamente colonizados,
estos modelos presentan muchas limitaciones debido a que los animales no pueden ser
manipulados con facilidad o en nimeros grandes, no se encuentran en condiciones libres
de patogenos y los indices de infeccidn son muy bajos (Ogura et al, 2000). Ademas, no ha
sido posible reproducir lesiones similares a las que ocasiona H. pylori en el ser humano, ya
que Unicamente se ha podido observar la aparicién de gastritis sin presencia de erosiones
o el desarrollo de tumores (O’ Rourke y Lee, 2003). Otra de las diferencias entre lo que
ocurre en estos modelos y lo que se presenta en el ser humano, es que algunas especies
como los primates y los cerdos presentan infecciones naturales con otros géneros de la
bacteria, como es el caso de H. heilmanii y H. suis, respectivamente (O’ Rourke y Lee,

2003).
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Por lo tanto, los modelos con animales mas pequefios son mas convenientes en
cuanto a la manipulacién tanto del huésped como de la bacteria, y es por esto que la
mayoria de los estudios en modelos animales se han realizado en roedores, especialmente
ratones (O’ Rourke y Lee, 2003). Sin embargo, la mayoria de las cepas de ratones al ser
infectados con la bacteria no desarrollan tumores, sino que Gnicamente una inflamacién
moderada (Peek, 2008). Uno de los primeros ejemplos de induccién de gastritis crénica
fue con la infeccién con H. felis (Lee et al, 1990), el cual es un patégeno murino que se ha
utilizado para inducir lesiones en el estémago, y se ha observado que usualmente el grado
de dafio es mas severo en ratones infectados con H. felis en comparacién a cuando se
infectan con H. pylori. Aln mas, la infeccién de ratones C57/BI6 con H. felis por un periodo

largo es capaz de desarrollar adenocarcinomas (Cai et al, 2005).

La infeccion de ratones con H. pylori tiene como principal consecuencia un
infiltrado inflamatorio crénico que lleva a un aumento en la proliferacién de la mucosa e
hiperplasia epitelial, asi como la atrofia funcional de células parietales, las cuales son
reemplazadas por las células secretoras de moco (O’ Rourke y Lee, 2003). Sin embargo no
se ha podido establecer un modelo de carcinogénesis gastrica a partir Unicamente de la
infeccién con H. pylori. Se ha propuesto que la falta de cambios tumorales en los ratones
podria deberse a la ausencia de carcinégenos potenciales, los cuales se requieren como
cofactores para el desarrollo del cancer gastrico, ya que se ha observado que la presencia
de Helicobacter en ratones tratados con MNNU genera un incremento en la hipertrofia de
la mucosa y la formacién de tumores (Han et al, 2002). Debido a las limitaciones que se
han presentado para inducir tumores en los ratones producto de la infeccién con H. pylori,
se han generado nuevos modelos con ratones transgénicos, los cuales presentan muchas
ventajas, ya que permiten el desarrollo de los tumores de una forma mas rapida vy el
estudio de posibles mecanismos asociados (Oliveira et al, 2007). Un ejemplo, son los
ratones INS-GAS, los cuales son ratones transgénicos en los que se les induce la secrecion

de gastrina. En presencia de la infeccién bacteriana, a los 20 meses de edad estos ratones
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desarrollan hipertrofia de la mucosa, displasia y carcinomas intramucosos (Wang et al,

2000).

Uno de los modelo mas utilizados ha sido la infeccién con H. pylori en los gerbos de
Mongolia, ya que es el unico animal en el cual se ha observado que la infeccion con H.
pylori induce la patologia gastrica que se observa en los humanos. Después de un periodo
de estudio por 12 meses se observaron lesiones de gastritis activa crénica, ulceras
pépticas y metaplasias intestinales (Hirayama et al, 1996). A partir de este momento se
han desarrollado estudios para evaluar el efecto de la infeccion con H. pylori sobre la
carcinogénesis inducida por MNNG y MNU. Los resultados obtenidos en estos estudios,
sugieren que H. pylori es un fuerte promotor de la carcinogénesis y no un iniciador de la

misma (Tsukamoto et al, 2007).
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Objetivos
Objetivo General

Comparar dos lineas celulares, un adenocarcinoma gastrico primario y un
carcinoma gastrico con metastasis hepatica, en términos de la resistencia a agentes con
potencial antitumoral y desarrollar modelos representativos de tumores gastricos que

permitan realizar estudios de tratamiento y prevencién.

Objetivos Especificos

1. Estandarizar un modelo tridimensional de células gastricas con una linea celular de
carcinoma primario (AGS) y una linea celular de metastasis hepatica (NCI-N87).

2. Cuantificar la muerte celular inducida por sustancias pro-apoptéticas en las lineas
celulares AGS y NCI-N87 cultivadas en monocapa, con el fin de evaluar posibles
diferencias en la resistencia de ambos tipos de tumor gastrico a nuevos
tratamientos.

3. Desarrollar un modelo de carcinogénesis in vivo en ratas Wistar mediante la
administracion intragastrica del agente mutagénico N-metil-N"-Nitro-N-
Nitrosoguanidina (MNNG).

4. Desarrollar un modelo de carcinogénesis in vivo en ratas Wistar mediante la
administracion intragastrica de la bacteria Helicobacter pylori aislada de biopsias
humanas.

5. Desarrollar un modelo de carcinogénesis in vivo en ratas Wistar por medio de la
administracién conjunta de la bacteria Helicobacter pylori y el agente N-metil-N’-

Nitro-N-Nitrosoguanidina (MNNG).



28

Metodologia

1. Materiales

Los siguientes productos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich: Medio de cultivo
RPMI 1640 (Cat R5886), agarosa (Cat A9539), doxorubicina (Cat 44583), 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H bromuro de tetrazolio (MTT) (Cat. M2128), acido trans-retinoico
(Cat R2625), acido retinoico-13-cis {(Cat R3255) y N-(4-hidroxifenil) retinamida (Cat H7779).

El medio de montaje para las tinciones por inmunofluorescencia se adquirié de
Vector Laboratories (H-1500). El kit de reaccién en cadena de la polimerasa Taq DNA
Polymerase (Cat EP0402) y el marcador de pares de bases GeneRuler™ 1 kb Plus DNA

Ladder (Cat SM1331) se adquirieron de Fermentas Life Sciences.

El N-metil-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidina {(MNNG) se obtuvo de TClI America (Cat
MO0527), el formaldehido empleado proviene de Gamma® G y H Steinvorth LTDA (Lote
832-11), el kit de deteccién para inmunohistoquimica utilizado fue de DakoCytomation En
Vision® + Dual Link System-HRP {DAB+) (Cat K4065), el Gel Red™ fue de Biotium (Cat
41003), el colorante Giemsa se compré de J.T.Baker {Cat M702-03) y el anticuerpo anti-
PCNA (PC10) (antigeno nuclear de proliferacion celular) de Dako {Cat M0879).

2. Lineas celulares.

Se utilizaron dos lineas celulares humanas de cancer gastrico: AGS (CRL-1739) y
NCI-N87 (CRL-5822) obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC) Global
Bioresource Center. La linea AGS corresponde a un adenocarcinoma gastrico de tipo
difuso obtenido de estémago, mientras que la linea NCI-N87 consiste en un carcinoma

gastrico de tipo intestinal derivado de higado como producto de una metastasis. Ambas
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lineas se cultivaron en medio RPMI-1640, 10% de suero fetal bovino, 1% de

penicilina/estreptomicina y anfotericina B en condiciones de 372C y 5% CO,.
3. Formacion de esferoides

La obtencién de células en suspension se realizd mediante la disociacidon
enzimatica con una solucion de 0,05% tripsina y 0,02% de EDTA. Los cultivos se
transfirieron cada 3 a 4 dias y se evito la disociacion repetida de la monocapa en un
periodo menor a las 48 horas. Se prepararon soluciones conteniendo 100 000 células/ml
para la linea celular AGS y 200 000 células/ml para las células NCI-N87, basandose en la
diferencia en el periodo de duplicacion de las células, siendo 24 y 48 horas para las células

AGS y NCI-N87, respectivamente.

Para la obtencidon de esferoides se utilizaron dos metodologias: el recubrimiento
de platos de cultivo (Friedrich et al, 2009) y la técnica de la “gota colgante” (Fayad et al,
2009). En el primer procedimiento, cada pozo en un plato de cultivo de 96 pozos con
fondo concavo fue recubierto con 50 pl de una solucion de agarosa al 0,5%. Para la
preparacién de la solucion de recubrimiento, la agarosa se disolvid al 1% en agua estéril y
se calentd hasta ebullicion en el horno de microondas; posteriormente se adiciond medio
de cultivo RPMI-1640 precalentado a 60°C y libre de suero fetal bovino. La placa
recubierta se dejo secar a temperatura ambiente y se mantuvo protegida de la luz por un
periodo no mayor a 24 horas. Después de este lapso, se adicionaron 200 ul de Ila
suspension de células en medio RPMI-1640 en cada pozo de la placa y se incubaron por un
periodo de 72 a 96 horas a 372C y 5% CO,, evitando que la placa sufriera movimientos

bruscos.

Para la formacion de los esferoides con el método de la “gota colgante” se
recubrieron los pozos como se explicd anteriormente y se adicionaron 200 pl de la
suspension de células en cada pozo de la placa. A diferencia de la técnica anterior, los

pozos conteniendo las células se sobrellenaron con 160-170 pl adicionales de medio hasta
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adquirir una superficie curva convexa. Se colocaron espaciadores de plasticina (3mm
aproximadamente) en cada una de las esquinas de la placa para prevenir que al colocar la
tapa se disturbara el medio. Finalmente se invirtié el plato con el fin de permitir que las
células se sedimentaran en la interfase aire-liquido y se incubé la placa en agitacién en
una incubadora a 372C por 2-4 horas. Posterior a este periodo, las células se trasladaron a
una incubadora sin agitacion pero que permitié el intercambio gaseoso (5% CO,). A las 24
horas se removié el exceso de volumen de medio y se revertié la placa a su posicién

original, las células se mantuvieron en la incubadora por 48 a 72 horas mas.

Una vez concluido este periodo en ambas técnicas, se tomaron fotografias de los
agregados multicelulares en un microscopio invertido a una magnificacién de 100X y se
procedid al anélisis de los didmetros de los esferoides mediante el software Image J (U.S

National Institutes of Health, USA).

4. Inmunofluorescencia de los esferoides

Los esferoides fueron removidos de la placa de cultivo celular, se fijaron en
paraformaldehido al 4% en amortiguador salino (PBS) por 2 horas y se permeabilizaron en
una solucion de Tritdn-X al 2% y albimina sérica bovina (BSA) al 0,1% durante toda la
noche a 42C. Posteriormente se realizaron 3 lavados en PBS y luego se incubaron con
faloidina marcada con el fluorocromo fluoresceina isotiocianato (FITC) (1:400 en BSA al
1%) por 1 hora a 379C. Se realizaron nuevamente 3 lavados en PBS y finalmente se
montaron los esferoides con un medio de montaje con el colorante DAPI que permitié

visualizar los nucleos de las células.

5. Medicién de la sensibilidad de las células a los tratamientos.

La respiracion celular se empled como un indicador de la viabilidad celular
mediante la reduccidén enzimatica del 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H bromuro de

tetrazolio (MTT) en formazan.
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Las células AGS (2x10*/200u! de medio por pozo) y NCI-N87 (4x10*/200ul de medio
por pozo) se sembraron en monocapa en platos de 96 pozos con el fondo plano. lLas
células se incubaron por 24 horas (hasta obtener la adherencia completa) en una

atmdsfera humidificada a 5% CO, y 372C).

Diluciones seriadas de doxorubicina (0-8,8 uM), acido trans retinoico (0-106,5 uM),
acido retinoico-13-cis (0-106,5 uM) y retinamida (0-81,7 uM) se disolvieron en 20 pul de
PBS, luego se removid la mitad del medio (100 pl) y este volumen fue reemplazado con el
respectivo tratamiento disuelto en medio de cultivo, hasta alcanzar un volumen final de
200 pl. El control consistié en 20 pl de PBS disuelto en medio de cultivo. En todos los casos
las células fueron incubadas con su respectivo tratamiento por un periodo de 48 horas.
Para la seleccion de las dosis a evaluar, se basé en reportes previos en la literatura donde
estas dosis de retinoides presentaron toxicidad en células de cancer de higado (Arce et al,

2005).

La preparacion del MTT se realizé a partir de una solucion stock en PBS (5mg/ml).
Luego de remover el medio de cultivo, se adicionaron 200 pl de MTT disuelto en medio
RPMI-1640 a una concentracion final de 0,5 mg/mi en cada pozo y se incubé por 2 horas
en una incubadora a 372C y 5% CO,. El medio fue aspirado por completo de la placa y se
adicioné etanol al 95% para disolver los cristales de formazan. La cuantificacion de la
cantidad de MTT convertido en formazan se realizd6 mediante la medicidon de la densidad
Optica a 560 nm utilizando un lector espectrofotométrico (Thermo Scientific Multiskan
FC). El porcentaje de viabilidad celular se calculé considerando el valor de absorbancia de

las células sin tratamiento como el 100% de viabilidad.
6. Modelo de induccion de carcinogénesis en ratas Wistar

Se realizaron dos modelos de induccion de tumores en el estomago de ratas. El
primer modelo consistié en la administracién del quimico mutagénico N-metil-N’-Nitro-N-

Nitrosoguanidina (MNNG), el cual es un agente alquilante y se tiene evidencia sobre su
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poder inductor de tumores en animales (Sugiyama et al, 1998; Tokieda et al, 1999;
Velmurugan et al, 2005 y Gunassekaran et al, 2011). El segundo modelo consistio en la
infeccién de ratas con 2 cepas distintas de H. pylori previo a la administracion del MNNG

El disefio experimental de los tratamientos en ambos modelos se ilustra en la figura 1.

Animales: Se trabajo con un total de 30 ratas macho de la cepa Wistar, las cuales se
les permitid aclimatarse por una semana antes de someterlas a la administracién
intragdstrica del MNNG o la inoculacion bacteriana, segun el caso. Se mantuvieron en
cajas cubiertas en su superficie con burucha y se separaron de acuerdo al grupo
experimental durante todo el transcurso de los experimentos. Se les administré alimento
y agua ad libitum, en condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Todas las

ratas fueron pesadas dos veces por semana.
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Figura 1. Disefio experimental para la formacion de tumores en estémagos de ratas. En el modelo
1 solo se les administré6 MNNG y para el segundo modelo las ratas se inocularon con H. pylori previo a la
administracion del agente quimico. Los cuadros celestes corresponden al momento de la administracion
del MNNG y en verde a la inoculacién con H. pylori. En rojo se destaca el momento de sacrificio y
extraccién de estomagos en los dos experimentos.

pr— O
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Modela de induccién quimica con MNNG: Se inicid con una muestra de 10 ratas
macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 89.3 + 4.32 g. El MNNG se diluyd en
agua de tubo a una concentracién final de 15 mg/ml y se administré en 7 ratas de manera
intragastrica en tres ocasiones con un intervalo de 2 semanas entre inoculaciones. En un
primer momento se administré 150 mg de agente por kilogramo de peso, mientras que en
la segunda y tercera dosis se les aplicd 87,5 mg/kg y 60,7 mg/kg de MNNG,
respectivamente. A las tres ratas restantes se les administrd Gnicamente agua y se

designaron como ratas control. Los animales se mantuvieron por un periodo maximo de
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40 semanas con libre ingesta de alimento y de agua. A partir de la semana 14 de iniciado
el experimento, los animales se sacrificaron cada 8 semanas aproximadamente hasta

completar la semana 40 de iniciado el experimento.

Modelo de induccién con H. pylori y MINNG: lLas bacterias utilizadas fueron
obtenidas previamente de biopsias de estdémagos humanos y fueron donadas
amablemente por la Dra. Vanessa Ramirez del Instituto de Investigaciones en Salud
(INISA). Estas se clasificaron de acuerdo a la presencia de la isla de patogenicidad Cag en
cepas CagA+ s1/m1l si la presentaban; y CagA- s2/m2 si carecian de ella. Seguidamente, 20
ratas macho Wistar (106.1 £ 7.6 g) fueron separadas en 4 grupos compuestos por 5 ratas
cada uno. Los dos primeros grupos fueron inoculados con la bacteria (CagA+ 6 CagA-) en
una sola dosis, mientras que los dos restantes fueron inoculados una vez con la bacteria y

MNNG en tres dosis con un intervalo de 2 semanas entre inoculaciones.

Para la inoculacion de la bacteria (CagA+ 6 CagA-) se les administré 500 pl de 108
UFC/ml en caldo de triptona soya (CTS). La primera dosis de MNNG que se administré fue
de 139.92 + 10.31 mg/kg y la administracion de MNNG se repitié dos y cuatro semanas
después a concentraciones de 89.75 + 2.77 mg/kg y 86,42 + 5.2 mg/kg, respectivamente.

Los animales se sacrificaron en las semanas 25 y 30 de iniciado el experimento.

Los sacrificios de las ratas se realizaron en una cdmara de CO,, e inmediatamente
se procedié a la diseccion de los estdmagos y posteriormente se realizaron anélisis

mMacroscopicos y microscopicos.
9. Histologia e Inmunohistoquimica

Una vez extraidos los estomagos se procedié a su lavado y apertura por la
curvatura mayor y el tejido se mantuvo extendido mediante el empleo de soportes sobre
una superficie rigida. Las muestras se colocaron en formaldehido al 10% amortiguado con

PBS por 48 horas y luego se realizaron cortes longitudinales de aproximadamente 2-3 mm.
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Posteriormente se sometieron al procesamiento de lavado y deshidratacién con una serie
de alcoholes de menor (etanol 50%) a mayor concentracion (etanol 100%) y el
aclaramiento con el disolvente xilol. Posteriormente los tejidos fueron incluidos en

parafina y se cortaron secciones de 4um de grosor.

Para la visualizacion microscdpica, los cortes se desparafinaron en una serie de xilol
y etanoles con un gradiente de concentracion descendente y posteriormente fueron
tenidos con hematoxilina y eosina o segin el caso con la tincion de Giemsa modificada
para detectar la presencia de H. pylori en la mucosa gastrica. Adicionalmente se realiz6 la
tincidén con el anticuerpo monoclonal anti-raton anti-PCNA. Para esto se procedio a la
exposicién de antigenos con una solucién amortiguadora de citrato (pH 6) por 10 minutos
3 962C y se bloqued la actividad enddgena de peroxidasa por 10 minutos mediante una
solucion compuesta por peréxido de hidrogeno al 0,3%, azida de sodio y levamisol. Se
realizaron lavados con PBS y posteriormente las muestras fueron incubadas con el
anticuerpo (1:400 en una solucién de BSA al 1%) toda la noche a 42C. La unién del
anticuerpo fue detectada a través del sistema DakoCytomation En Vision® + Dual Link
System-HRP (DAB+). Una vez removido el anticuerpo, las muestras se incubaron con el
polimero HRP marcado contra las inmunoglobulinas anti-ratén por 30 minutos y se
adicion¢ la solucion cromogénica 3,3’-diaminobenzidina (DAB) por un periodo no mayor a

los 2 minutos.

Las imagenes fueron observadas en un microscopio (Olympus BX51) y se tomaron

fotografias con la camara (Evolution™ MP Color Media Cybernetics).
10. Prueba rapida de la Ureasa para la deteccion de Helicobacter pylori

A partir de los estémagos de ratas inoculadas Unicamente con la bacteria 6 en
conjunto con el MNNG se tomaron fragmentos pequefios de la porcion glandular y sin
signos evidentes de tumoracion, los cuales fueron incubados en caldo de urea que

contenia rojo fenilo como indicador. Las muestras se incubaron por un periodo de 1 horay
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se observo si el color del medio cambid de un color amarillo palido a rosado producto de

la accién de la ureasa de la bacteria.

11. Analisis de la colonizacién de Helicobacter pylori en el moco gastrico mediante la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez sacrificados los animales, se les extrajo el estémago y se procedié a raspar
el moco gastrico en el lumen del estémago con una hoja de bisturi. Durante todo este
proceso el tejido se mantuvo en hielo, seguidamente la muestra se almacend a -80°C

hasta el momento de realizar el ensayo de PCR.

La extraccion del ADN se realizd mediante la suspensién de la muestra en agua
desionizada estéril (pH 5}, la cual se calentd a 962C por 5 minutos. Para la preparacién del
PCR se siguieron las indicaciones del fabricante (Fermentas Life Science), utilizando 5ulL
del ADN, 0,4 mM de dNTP’s, 4 mM de MgCl,, 0,025U/uL de la polimerasa Tag, 0,1 uM de
cada uno de los iniciadores (hacia adelante y reverso), buffer 10X y agua estéril para un
volumen total de 25 uL. Para este ensayo se contd con iniciadores capaces de amplificar
un fragmento de 374 pb especifico para Helicobacter spp., los cuales fueron donados
gentilmente por la Dra. Marcela Sudrez de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Se utilizd el iniciador en sentido hacia adelante 5'-
CTATGACGGGTATCCGGC-3' y el iniciador en sentido reverso 5'-ATTCCACCTACCTCTCCCA-3’

de acuerdo a lo descrito previamente en la literatura (Riley et al, 1996).

El protocolo de amplificacion para la secuencia de ADN de Helicobacter spp. fue el
siguiente: 942 por 10 minutos {desnaturalizacion previa), 942 por 2 segundos
(desnaturalizacién), 532C por 2 segundos (alineamiento), 72°C por 30 segundos
(extension) y 70°C por 10 minutos (extensién final). Se realizé un nimero total de 35

ciclos.
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La visualizacion del ADN se realizé por medio de una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Los acidos nucleicos y los marcadores de pares de bases se tifieron con Gel
Red™ mediante la exposicién a luz ultravioleta en un transiluminador (Wise Uv ® WUV-

L20, Daihan Scientific).
12. Analisis estadisticos

Para establecer la diferencia significativa entre los promedios de los grupos
experimentales en las pruebas de citotoxicidad se realizd la prueba de t-student, ANOVA 'y
analisis posteriores por Bonferroni. Valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Para el célculo de las concentraciones inhibitorias ICsy se extrapolaron los
valores a partir de curvas de mejor ajuste con el programa Slide Write Plus Application 6.0

(Advanced Graphics Software, Inc.).
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Resultados
1. Desarrollo de un modelo tridimensional con células humanas de céancer gastrico

El cultivo tridimensional de una linea primaria y una linea metastasica de cancer
gastrico se realizé mediante el recubrimiento de los platos con agarosa y adicionalmente
por medio de la técnica de la “gota colgante”. A pesar de la creciente utilizacién de este
tipo de cultivo, son muy pocos los reportes respecto a la estandarizacion y utilizacion de
este tipo de técnica con células de cancer gastrico (Mayer et al, 2001), por lo que el primer
paso en esta investigacion consistié en evaluar la capacidad de las lineas celulares AGS y

NCI-N87 de crecer y formar estructuras tridimensionales.

Para valorar de manera certera si estas células eran capaces de formar estructuras
estables, compactas y redondas (esferoides), y no sélo agregados multicelulares inestables
gue no reprodujeran de manera efectiva las caracteristicas observadas en tumores
avasculares in vivo, se utilizd como punto de comparacidén la linea celular de
adenocarcinoma colorrectal HT29, debido a su capacidad de formar esferoides con todas
las caracteristicas mencionadas anteriormente (Sutherland et al, 1988; Santini y Rainaldi,

1999 y Zheng et al, 2009).

En los ensayos realizados, ambas lineas celulares de cancer gastrico formaron
estructuras multicelulares tanto con la técnica de recubrimiento liquido como con el
ensayo de la gota colgante (Figura 2), por lo que se decidié seguir trabajando Unicamente

con la técnica de recubrimiento liquido que presenté menores dificultades metodoldgicas.

Las células AGS formaron estructuras multicelulares a las 24 horas de su cultivo y
estas se mantuvieron por un periodo de hasta 96 horas. Inicialmente estas células
formaron estructuras redondas con gran homogeneidad, pero posteriormente se
determiné que carecian de estabilidad ante la manipulacién fisica. Lo anterior se pudo

comprobar al realizar diversas tinciones como por ejemplo la tinciéon de la actina que
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conforma el citoesqueleto mediante la incubacién con la micotoxina faloidina vy
adicionalmente se tind el ADN nuclear mediante la incubacion con DAPI. Como se puede
observar en la figura 3 las estructuras celulares fueron facilmente dispersables y fue
imposible mantener una disposicion compacta; con un tamafno y forma homogéneos.
Estas caracteristicas se mantuvieron a pesar de cambiar distintas condiciones como la

densidad de células empleadas y el medio de cultivo celular.

Figura 2. Esferoides formados a partir de células de cancer de colon y cancer gastrico a las 72
horas por medio de la técnica de recubrimiento liquido. (A) Esferoide conformado por la linea celular
colonica HT29. (B) y (C) se observan modelos tridimensionales conformados por las lineas de cancer
gastrico, AGS y NCI-N87 respectivamente (fotografia microscopio invertido 100X).

En el caso de la linea celular NCI-N87 la formacion de esferoides presentd ciertas
complicaciones, ya que al utilizar el nimero de 10 000 células que se empled en la
preparacion tanto de los esferoides de células HT29 asi como para la linea celular AGS, no
se pudo crear un esferoide, sino que se obtuvo un agregado amorfo de células, como se

puede observar en la figura 4.
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Figura 3. Agregados multicelulares inestables de células AGS. (A) Se observa un agregado
multicelular a las 72 h de cultivadas las células, el cual mantiene su forma redonda. Al realizar tinciones del
(B) ADN nuclear y (C) del citoesqueleto, se observa una clara disminucion en el tamafio y la pérdida de
homogeneidad en la forma de la estructura tridimensional (fotografia microscopio de fluorescencia 50X).

Por lo tanto, se procedid a evaluar si elevar la densidad de células favoreceria la
formacién de estructuras mds similares a los esferoides observados con las células HT29.
Se pudo observar que a densidades menores de 40 000 células la forma de los agregados
celulares fue muy variable y en la mayoria de los casos no se formaron estructuras
homogéneas. A partir de la utilizacion de 40 000 células las estructuras fueron mas

uniformes en cuanto a tamafio y forma, tendiendo a ser un poco mas redondas.

6,5 mm o5mm 0,5 mm

Figura 4. Agregados multicelulares compuestos por las células NCI-N87 a las 72 horas. Al aumentar
la densidad de células se genera la formacion de esferoides de manera mas eficiente. (A) 10 000 células, (B)

20 000 celulas, (C) 30 000 células, (D) 40 000 células y (E) 50 000 células (fotografia microscopio invertido
50X).
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Posteriormente se procedit a evaluar |a capacidad de estas estructuras a resistir la
manipulacién fisica, por lo que se realizaron tinciones que permitieron la visualizacion de
los nucleos y el citoesqueleto (DAPI y actina respectivamente). Como se puede observar
en la figura 5, a diferencia de los agregados multicelulares conformados por las células
AGS, los esferoides de céluias NCI-N87 si lograron mantener su estructura tridimensional

durante todo el proceso de la tincidn.

El tamafno de los esferoides es un aspecto que se debe considerar para el estudio
de eventos asociados a la muerte celular. Muitiples estudios recomiendan que se trabaje
Unicamente con estructuras que presentan didmetros pequefios, vy asi evitar [a presencia
de necrosis producto de un aumento exagerado en Ia hipoxia y carencia de nutrientes en
el centro del esferoide (Friedrich et al, 2009). Debido a que se requirié el aumento en ia
cantidad de células empleadas para obtener esferoides de células NCI-N87 se procedio a

evaluar el tamafio de los esferoides generados.

Figura 5. Los esferoides formados por 40 000 células NCI-N87 a las 72 horas preservan su forma y
tamafio. (B} Tincion de los nicleos celulares y (C) tincion de actina en las células (fotografia microscopio de
fluorescencia 50x).

Con este propdsito, se compard su didgmetro con el correspondiente a los
esferoides formados a partir de las células de cancer de colon HT29 (densidad inicial de 10
000 células). Se pudo observar que los agregados celuiares con un diametro simiiar a los
obtenidos a partir de las céiulas HT29 correspondian a las estructuras con menor densidad

celular y que carecian de una forma homogeénea. Los esferoides formados a partir de 40
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000 celulas presentaron una longitud de diametro promedio de 1,73 mm, siendo esta
medicion significativamente mayor (p < 0,001) a la que se obtuvo en los esferoides
conformados por las células HT29, los cuales tuvieron un diametro promedio de 1,17 mm

alas 72 horas de cuitivados (Figura 6).

Finalmente, para verificar si el tamafo de los esferoides obtenidos a partir de las
células NCI-N87 permitiria el estudio de la accién de ciertas drogas sobre la viabilidad de
las células, se procedi¢ al tratamiento de los esferoides compuestos por 40 000 células
con el agente quimioterapéutico doxorubicina y el agente inhibidor de la sintesis proteica
cicloheximida. El efecto citotdxico de fas drogas fue evaluado mediante 13 medicion del
didmetro del esferoide, ya que se ha establecido previamente una asociacion entre la
disminucion en su didmetro y una menor viabilidad de las células que componen el

esferoide (Fayad et al, 2009 y Friedrich et al, 2009).
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Figura 6. Comparacion del tamafio de los esferoides compuestas por células NCI-N87 y HT29. (A}
Fotografias de un esferoide formado a partir de una densidad inicial de 10 000 células HT29, mientras que a
Ia derecha se encuentra un esfercide formado a partir de 40 000 células NCI-N87 (fotografia microscopio
invertido 50X). (B} Comparacicn entre la langitud promedio de los esfercides formadas por las células de
cancer de colan y de cancer gastrico {p < 0,001}*.
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Cuadro 1. Diametros de los esferoides tratados con doxorubicina y cicloheximida por 48 horas

15 130 1,65 180 175 1N L% I 167 17 2,25 13

18 1,62 L 1,65 1,61 1 192 1,65 At 141
Ln 182 1% 162 180 1,67 175 167 18 187 I3 1,55

: L5 1n 162 18 167 1,60 167 M 187 n
Promedio 115 18 175 167 119 168 Ln 1,0 18 16 9" 1%
Desviacion 0,015 0,13 0.09 0.0 0,03 0,05 0,05 0.05 014 0,05 0,06 oM

O L
S
&
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* Valor significativamente diferente al obtenido en las células sin tratamiento (p < 0,001).

Los esferoides fueron tratados con 9 concentraciones distintas de doxorubicina y
cicloheximida a una concentracién de 100 pg/ml, esta concentracidén previamente habia
demostrado ser toxica para las células NCI-N87 cultivadas en monocapa. En el cuadro 1 se
observan las mediciones realizadas de los didmetros de los esferoides antes del
tratamiento y 48 horas después del mismo. Como se puede observar en la figura 7,
concentraciones de doxorubicina menores a 8,83 uM (maxima dosis empleada) no
tuvieron ningun efecto sobre la viabilidad celular, mientras que la exposicién de los
esferoides a esta concentracion tuvo el efecto contrario al esperado y el diametro de los
esferoides aumentd de manera significativa en relacién con los esferoides tratados

tnicamente con PBS (p < 0,001).

En el caso de los esferoides tratados con cicloheximida, estos presentaron un
diametro promedio de 1,46 + 0,13 mm, mientras que el didmetro promedio de los
esferoides no tratados fue 1,67 + 0,13 mm, al realizar los analisis estadisticos

correspondientes se determind que esta diferencia no era significativa (p = 0,116).
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Figura 7. (A) Efecto del tratamiento doxorubicina por 48 horas sobre los esferoides de células NCI-87.
El aumento en la concentracidon de la droga no genera un cambio significativo en el diametro de los
esferoides, con excepcion de la concentracién maxima (p < 0,001) *. (B)En la fotografia se observa el tamafio
de los esferoides 48 horas después de ser tratados con (a) PBS, (b) doxorubicina 8,83 uM vy (c) cicloheximida a
100 pg/ml (fotografia microscopio invertido 50X).

2. Estudio comparativo del efecto de la doxorubicina y retinoides de origen natural y

sintético sobre células humanas de cancer gastrico cultivadas en monocapa

Con el objetivo de estudiar las diferentes susceptibilidades de dos lineas celulares
de cancer gastrico a posibles tratamientos, se procedio a evaluar la accion de los dos
retinoides naturales: acido trans retinoico (ATRA) y el acido retinoico 13-cis, asi como del
retinoide sintético N-(4-hidroxifenil) retinamida. Se utilizaron las lineas celulares de cancer
gastrico primario AGS y las células NCI-N87 que corresponden a una metastasis hepatica

de un tumor de estomago. Para tener un punto de referencia del efecto de estos
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compuestos, las células fueron tratadas con doxorubicina, el cual es un agente

quimioterapéutico empleado en la clinica para el tratamiento de cancer gastrico.

En el caso de las células tratadas con doxorubicina a concentraciones de 0 — 4,4
KM se observa una gran diferencia entre las dos lineas celulares (Figura 8), ya que a bajas
concentraciones de la droga las células AGS presentan una gran mortalidad, la
concentracion necesaria para disminuir el 50% de la viabilidad {IC¢o) en estas células fue
de 0,33 uM (Cuadro 2), siendo la concentracion mas baja de los 4 tratamientos evaluados.
Por el contrario en las células metastasicas NCI-N87 no se observo un efecto citotdxico
importante ya que a la maxima concentracién, el porcentaje de viabilidad se mantuvo en
68%, por lo que fue imposible calcular la ICs, de la doxorubicina en estas células. Este

comportamiento se mantuvo pese a aumentar la concentracién maxima a 8,8 uM.
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Figura 8. Efecto citotdxico de la doxorubicina en las células de cdncer gastrico AGS y NCI-N87.
Curva de citotoxicidad obtenida mediante el ensayo MTT del efecto del tratamiento con doxorubicina
después de 48 horas. Los resultados corresponden al promedio de tres experimentos realizados
independientemente * error estandar.

Por otro lado, cuando se compard el efecto de los retinoides sobre ambas lineas
celulares, se observo que las células provenientes de la metdstasis hepatica (NCI-N87)

fueron mas resistentes a todos los tratamientos evaluados en comparacién con las células
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de tumor primario (AGS). De hecho, el Unico tratamiento que fue capaz de generar la

muerte de mas del 50% de las células NCI-N87 fue la retinamida (Cuadro 2).

Cuando las células fueron tratadas con los retinoides naturales ATRA y el dcido
retinoico-13-cis a concentraciones de 0 — 106uM se observo un comportamiento de las
células similar a cuando se trataron con doxorubicina. Como se puede observar en la
figura 9, las unicas células sensibles a los tratamientos fueron las células AGS, ya que las
células NCI-N87 no alcanzaron niveles de viabilidad menores al 80% a las concentraciones
evaluadas. Al comparar los valores de IC;g de los dos tratamientos en las células AGS, se
puede observar que estas fueron ligeramente mads sensibles a la accion del ATRA que a la

del acido retinoico 13-cis.

Cuadro 2. Concentraciones inhibidoras de la viabilidad de los retinoides y doxorubicina

Concentracion inhibidora del 50% de viabilidad celular (IC50) (uM)
Células AGS Células NCI-N87
Doxorubicina 0,33 Nose obtuvo alas
{R%:0,99) concentraciones analizadas
Acido trans retinoico 51,74 No se obtuvo a las
(R%:0.99) concentraciones analizadas
Acido retinoico-13-cis 65,32 No se obtuvo a las
{R%:0,95) concentraciones analizadas
Retinamida 23,26 25,81
(R?: 0,98) (R2:0,97)

Finalmente, el tratamiento con el retinoide sintético presenté resultados muy
interesantes, ya que fue el Unico de los cuatro tratamientos capaz de tener un efecto
citotoxico importante sobre las dos lineas celulares (Figura 10). A la dosis méaxima

evaluada (81 pM), se obtuvo una viabilidad del 15% en las células AGS y de 30% en las
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NCI-N87. Sin embargo, al comparar las concentraciones en que se alcanzé el 50% de
viabilidad, los valores fueron muy similares, ya que para las células AGS este valor fue de

23,26 uM, mientras que 25,81 uM para las células NCI-N87 (p > 0,05).
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Figura 9. Curvas de citotoxicidad obtenidas mediante el ensayo MTT de los retinoides naturales
sobre las células de cancer gastrico por un periodo de 48 horas, (A) ATRA, (B) acido retinoico-13-cis. Los

resultados corresponden al promedio de tres experimentos realizados independientemente + error
estandar.
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Figura 10. Curva de citotoxicidad obtenidas mediante el ensayo MTT del retinoide sintético
Retinamida sobre las células de cancer gastrico por un periodo de 48 horas. Los resultados corresponden al
promedio de tres experimentos realizados independientemente + error estandar.
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3. Desarrollo de un modelo de carcinogénesis in vivo en ratas Wistar por administracién

de N-metil-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidina (MNNG)

Con el objetivo de estandarizar un modelo de carcinogénesis in vivo en el
estomago de ratas, se trataron intragastricamente 7 ratas macho Wistar con el agente
mutagénico MNNG, mientras que a otras 3 ratas se les administré Unicamente agua como
control. Durante el periodo en estudio no se presentd la muerte prematura de ninguna de
las ratas y no se reportaron alteraciones importantes en su peso en relacion con las ratas a

las que solamente se les administro agua (Figura 11).
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Figura 11. Peso promedio de las ratas tratadas con MNNG y agua. Los dos grupos experimentales
mantuvieron pesos similares a lo largo del experimento, lo cual sugiere la ausencia de estrés asociado al
MNNG

Las ratas se sacrificaron en grupos de 2 o 3 ratas y los estomagos se analizaron
cada 6-8 semanas después de la ultima dosis de MNNG con el objetivo de seguir la
evolucion de la patologia. Después de 40 semanas de iniciado el experimento, se pudieron
detectar lesiones a nivel microscopico por medio de la tincién con hematoxilina-eosina, y

también se observaron lesiones a nivel macroscépico (Figura 12).
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Figura 12. Estudio macroscopico de los estomagos de: (A) rata control y (B y C) ratas expuestas al
agente inductor de tumores MNNG por un periodo de 8 meses. Con la flecha se sefiala la presencia de
protuberancias asociadas a la aparicién de carcinomas escamosos, las cuales no se observan en el
estomago control. Se resaltan en circulo dos zonas con lesiones necroticas.

Los primeros estomagos se analizaron a las 14 semanas de iniciado el experimento,
este periodo demostré ser muy corto para la aparicion de lesiones asociadas con algun
evento proliferativo temprano, como por ejemplo, el aumento de grosor de la mucosa

(hiperplasia), lesiones erosivas o ulceraciones (Figura 13).

Figura 13. Mucosa gastrica del estémago de una rata (A) control y (B) una rata tratada con MNNG a
la semana 14 de iniciado el tratamiento. En ambos casos se observa una mucosa integra y sin diferencia en el
grosor de la misma (H & E 50x).

De manera interesante 8 semanas después {semana 22), se observo la aparicion de
lesiones en el epitelio escamoso de las dos ratas analizadas. En uno de los estémagos

(Figura 14C) se pudo detectar hiperplasia de la mucosa gdstrica y en particular una



49

ulceracién importante con un alto grado de componente inflamatorio, asi como la
invasion del epitelio escamoso en la submucosa. En el segundo estémago igualmente se
pudo observar una hiperplasia difusa del epitelio escamoso e hiperqueratosis (aumento
en el grosor de la capa de queratina), asi como la invasion del epitelio escamoso hacia la
submucosa, todas estas lesiones muy comunes en el carcinoma escamoso (Figura 14B y 14
D). Este diagnostico fue validado por el Dr. Juan Alberto Morales del Departamento de

Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

La aparicion de tumores en el epitelio escamoso fue un hallazgo recurrente en
todos los estdmagos analizados a partir de la semana 22. Por otro lado, para este

momento se descarto alguna alteracion evidente en el epitelio glandular.

Para la semana 33 de iniciado el experimento, se estudiaron dos estémagos de las
ratas tratadas, se observaron lesiones en el epitelio escamoso, las cuales fueron mas
evidentes que en los estdmagos analizados anteriormente, ademas fue posible detectar
un compromiso de la mucosa gastrica glandular y un importante infiltrado inflamatorio
localizado en la submucosa gastrica de los dos estdmagos (Figura 15). Sin embargo, una de
las dos ratas resulto mas afectada, ya que en este estdmago se pudo observar que parte
del epitelio gastrico tenia una importante cantidad de células inflamatorias y fue
reemplazado por un tejido con caracteristicas de epitelio intestinal, en un proceso

conocido como metaplasia intestinal (Figura 15 E y 15F).
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Figura 14. Efecto de la exposicion intragastrica a MNNG por 22 semanas. (A) Epitelio plano
estratificado queratinizado correspondiente a una rata control. (B y C) Carcinomas escamosos con
hiperplasia e hiperqueratosis. (D) Carcinoma escamoso y ulceracién en el epitelio escamoso, con presencia
de infiltrado inflamatorio. Las flechas resaltan la invasién de queratina en la submucosa y las barras
verticales evidencian la diferencia en el grosor del epitelio queratinizado entre un estomago de una rata
control y otro tratado con MNNG (H & E 100X).

Finalmente a las 40 semanas de iniciado el experimento, se compararon dos
estomagos a los que se les administré intragdstricamente el agente quimico y un
estomago que no fue inducido. Si bien es cierto las observaciones a nivel macroscépico ya
sugerian la presencia de lesiones en los tejidos queratinizado y glandular del estémago

(figura 12), fue el analisis histoldgico el que permitié confirmarlo.
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Figura 15. Estémagos de ratas tratadas con MNNG por 33 semanas. {A), (B) y (C) Carcinoma
escamoso con presencia de perlas de queratina (flechas) (H & E 50X). (D) y (E) Inflamacion en la mucosa y
submucosa (F) Presencia de un epitelio con caracteristicas similares al epitelio intestinal (H & E 200X) Las

figuras A, B, E y F corresponden a un mismo estomago, mientras que C y D muestra el otro estomago
analizado.

El analisis del estomago de la rata que no recibido el MNNG fue esencial, ya que
permitio confirmar la ausencia de lesiones en el epitelio queratinizado del estdomago no
glandular. En la figura 16A se puede observar que este epitelio conserva un grosor normal
y no se observa ningun infiltrado inflamatorio o compromiso en la integridad de la
membrana. Por otro lado, en el epitelio glandular unicamente se observd un leve
infiltrado inflamatorio sin signos de atipia, por lo cual no podria descartarse que ésta sea

producto de |la edad avanzada de la rata (Figura 16B).
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Figura 16. Estomago de una rata sin exposicion a MNNG (semana 40). Se resalta un leve infiltrado
inflamatorio en la submucosa gastrica (A) Epitelio queratinizado con apariencia normal. (B) Muy leve
infiltrado inflamatorio en la mucosa del estdmago glandular. {C) Epitelio glandular sin evidencia de
alteraciones (H & E 200X).

En los dos estémagos inducidos con el MNNG, a las 40 semanas se pudo detectar
la presencia de carcinomas escamosos, uno de ellos histoldégicamente presentd
caracteristicas de un tumor bien diferenciado, similar a lo que se habia observado en los
estémagos analizados anteriormente, sin embargo en el segundo caso, se encontraron
células en anillo de sello. La presencia de estas células sugiere que este tumor
corresponde a un carcinoma escamoso con metaplasia mucinosa, el cual histolégicamente
se considera un tumor pobremente diferenciado (Figura 17A y 17B). Sin embargo, lo mas
destacable fue el anadlisis del epitelio glandular de estos estdmagos, donde se pudo
observar zonas con glandulas compuestas por células atipicas y pleomorficas, sugerentes
de la presencia de tumores en el epitelio glandular de los estdmagos tratados con MNNG
En ninguno de los casos se detecté invasion de estas células a la submucosa, por lo que
estos tumores se clasifican como adenomas. En ambos casos se pudo apreciar la dilatacion
de las gladndulas y la desorganizacion en la arquitectura normal del tejido, asi como la

presencia de nucleos picnéticos (Figura 17).
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Estémago 1 Estémago 2

Figura 17. Estomagos de dos ratas tratadas con MNNG a la semana 40 de iniciado el experimento.
(A) Carcinoma escamoso pobremente diferenciado (H & E 100X). (B) Mismo tumor a mayor aumento, se
resalta con flechas la presencia de células en anillo de sello (H & E 400X). (E) Carcinoma escamaso bien
diferenciado y (F) inflamacién en la submucosa del epitelio escamoso. (C) y (G) Adenomas en la mucosa
gdstrica (H & E 200X). (D) y (H) Imagenes de los tumores a mayor resolucion (H & E 400X).

Adicionalmente se realizd la tincién por inmunochistoquimica del antigeno nuclear
de proliferacion celular (PCNA). Como se puede observar en la figura 18 existe una
correlacion entre la zona de atipia en el epitelio glandular y un aumento en la
proliferacién propio de las lesiones neoplasicas, evidenciado por una mayor presencia del

antigeno de proliferacién.

Figura 18. Tincion por inmunchistoquimica de PCNA en un estémago tratado con MNNG por 40
semanas. (A) Control negativo de la tincidn sin la presencia del anticuerpo (B) El aumento en la tincion se
asocia a zonas con marcada atipia y dilatacion glandular (100X)
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3. Desarrollo de modelos de carcinogénesis in vivo en ratas Wistar por la infeccidon con

Helicobacter pylori y la administracién de N-metil-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidina (MNNG)

Para la realizacion de este segundo modelo se conté con un nimero inicial de 20
ratas, de las cuales 10 fueron infectadas con H. pylori de dos cepas diferentes, 5 con la
cepa CagA+ y las 5 restantes con la cepa CagA-, de las cuales el 100% sobrevivio hasta el
final del experimento. Las otras 10 ratas, a las cuales se les inoculd la bacteria y el MNNG
presentaron una respuesta diferente en la sobrevida, 4 murieron, 2 pertenecientes al
grupo infectado con la cepa CagA+ vy las 2 restantes al grupo CagA-. En relacién al peso de
las ratas durante las 30 semanas que duré el experimento, los cuatro grupos presentaron
pesos muy similares entre si. El dnico punto donde se observd una alteracién en el peso
de los cuatro grupos fue a los 15 dias de haber sido inoculados con la bacteria, esta
disminucion fue significativa en todos los grupos con excepcion de las ratas inoculadas

Unicamente con la bacteria CagA+ (p < 0,05) (Figura 19).
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Figura 18. Determinacion del peso promedio de las ratas inoculadas con H. pylori e inducidas con
MNNG. Se observa un comportamiento similar entre los cuatro grupos.



55

Los modelos animales mds utilizados para estudiar los efectos de la infeccion con
H. pylori han sido en ratones y en gerbos, pero no se tiene evidencia de su capacidad de
colonizacion en el estomago de ratas. Por tanto el primer objetivo fue determinar si las 2
cepas de bacteria lograban colonizar la mucosa gastrica. Con este fin se realizaron tres
ensayos distintos: la medicién de la actividad ureasa de la bacteria, la deteccion de ADN
bacteriano en el moco géstrico y finalmente se intentd visualizar en cortes histologicos del
estémago. Todas las pruebas se realizaron después de sacrificar los animales a las 30

semanas de iniciados los tratamientos.

Para la prueba rdpida de ureasa se trabajo con un estdmago de cada grupo
experimental en el caso de los estdmagos inoculadas unicamente con la bacteria, mientras
que en el caso de los estomagos a los que adicionalmente se les administré MNNG se
contd con dos organos por grupo. Se tomaron dos secciones por cada estomago,
correspondientes al cuerpo y antro. En ninguno de los seis estomagos analizados se
observo en un plazo de 1 hora el cambio de color de la solucién amarillo pdlido de urea a
un color rojizo, por lo que se consideraron resultados negativos en cuanto a la presencia

de la bacteria (resultados no mostrados).
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Figura 20. Resultado de la amplificaciéon de secuencias de ADN de H. pylori. C (-): control negativo, C
(+): control positivo. H.spp (-) ausencia y H. spp (+) presencia de iniciadores para el género Helicobacter.
Actina (-) ausencia y Actina (+) presencia de iniciadores para la proteina actina.
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En segunda instancia, se realizé una prueba de PCR con secuencias iniciadoras que
permiten amplificar una secuencia correspondiente a Helicobacter spp. Con este fin, se
raspd el moco de los estomagos de las ratas y se procedio a la extraccion del ADN. Como
se puede observar en la figura 20, no se detectd la presencia de ADN de la bacteria en los
estdmagos de las ratas inoculadas con la bacteria (con y sin MNNG). La Unica muestra
donde se detecta una banda, corresponde al control positivo donde se corrié un pldasmido
control que expresa la secuencia de interés. Sin embargo, este andlisis no fue posible
realizarlo con todos los estémagos de las ratas, por lo que se selecciond un estomago
perteneciente a cada grupo, con excepcion de los estdbmagos en los que solamente se
inoculd la bacteria, donde se realizé en dos especimenes. Para verificar que en efecto se
contaba con material genético en las muestras extraidas de las ratas se realizd la

amplificacién de un control con actina.

La visualizacion de las bacterias en el tejido por medio de la microscopia ha sido
considerada la técnica mas efectiva para el diagndstico de la infeccion y en el caso de la
tincion de Giemsa tiene la ventaja de ser una técnica sencilla, con alta sensibilidad y bajo
costo (Ricci, 2007). Esta tincion es especifica para regiones ricas en las bases nitrogenadas
adenina y timina, por lo que permite detectar diferentes agentes patégenos como los
parasitos del género Plasmodium responsables de la malaria, ciertos hongos y bacterias
espiroquetas como las de la especie Helicobacter spp. (Figura 21). En este ensayo, se
realizé ésta tincidon en un minimo de 2 estémagos representativos de cada grupo
experimental y al analizar el total de los tejidos, en ninguno de los casos se pudo detectar

la presencia de la bacteria
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Figura 21. Tincién de Giemsa en estéomagos de rata inoculadas con H. pylori. En ninguna de las
dos imagenes se observa la presencia de H. pylori. (A) Superficie de la mucosa, 400X. (B) Lumen de las
glandulas, objetivo de inmersion.

Se realizaron tinciones de hematoxilina y eosina en los estémagos de las ratas a las
que solamente se les administro la bacteria, asi como en los que se les indujo la formacion
de tumores y fueron sacrificadas en la semana 30 de iniciado el experimento. En el primer
caso, como era de esperar no se observaron lesiones en el epitelio gastrico producto de Ia
accion de la bacteria. Por otro lado, Ias ratas que ademas recibieron el agente quimico
MNNG presentaron lesiones principalmente en el epitelio escamoso, y una ligera
inflamacidn en el epitelio glandular, concordando con lo visto en el ensayo de induccion
quimica en el mismo periodo de analisis. Como se puede observar en la figura 22, en el
epitelio escamoso se observa la invasion del estrato cdrneo en las capas mas profundas de
la mucosa. Cabe destacar que en uno de los estémagos analizados, se detecté una zona

con metaplasia de las células mucosas.
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H.pylori

MNNG

Figura 22. Histologia de estdmagos de rata inoculadas con Unicamente H. pylori y la bacteria en
conjunto con MNNG. (A) Epitelio escamoso con apariencia normal de una rata a la que se le administro
Unicamente H. pylori (H & E 200X). (B) y (C) Epitelio glandular de una rata a la que se le administro
Unicamente H. pylori (H & E 200X y 400X, respectivamente). (D) Carcinoma escamoso en un estomago de
rata tratada con H. pylori y MNNG. (E) Epitelio glandular con leve inflamacion en rata inducida con H.pylori
y MNNG (H & E 100X) v (F) Metaplasia de células mucinosas en la mucosa gastrica (H & E 100X).



59
Discusién
Los modelos tridimensionales de cultivo celular representan una gran herramienta
en el estudio de la proliferacién, muerte, metabolismo y diferenciacion celular debido a su
habilidad de reproducir de una manera acertada algunas de las propiedades que se

observan in vivo en los tumores solidos, como por ejemplo la heterogeneidad celular y Ia

resistencia multicelular (Ilvascu y Kubbies, 2006).

Se ha demostrado que tanto la forma como el microambiente celular determinan
la expresién génica y por tanto el comportamiento bioldgico de las células (Mueller-
Klieser, 2000). Los sistemas de cultivo tridimensional por su complejidad, permiten
conservar la capacidad morfoldgica, reorganizacion histoldgica y el mantenimiento de las
actividades funcionales asi como los patrones de expresién génica (Kelm et al, 2002). Asi
mismo, se ha observado que lineas tumorales que crecen en estructuras tridimensionales
pueden adquirir alguna forma de resistencia multicelular clinicamente relevante a drogas
inductoras de apoptosis, simulando la quimioresistencia que se ha observado en tumores

solidos (Friedrich et al, 2009).

Previamente se ha observado, que la formacion de esferoides es dependiente del
tipo de células, ya que no todas tienen la capacidad de formar estructuras homogeéneas y
compactas. De hecho, las células normales no suelen crecer como esferoides, y dentro de
las células tumorales existen lineas celulares incapaces de formarlos (Mueller-Klieser,
2000). En este ensayo se pudo determinar que las dos lineas celulares de cancer gastrico,
AGS y NCI-N87 presentan un comportamiento muy diferente cuando se les impide
adherirse a un sustrato. Mayer y colaboradores, previamente ya habian reportado que por
medio de la técnica de recubrimiento liquido, las células AGS formaban agregados
multicelulares inestables que no correspondian a esferoides (Mayer et al, 2001); por lo
que se procurd investigar si estas células formarian estructuras mas compactas por medio
de la técnica de gota colgante. Como se muestra en los resultados, con la linea celular AGS

Unicamente se obtuvieron agregados celulares facilmente dispersables ante la
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manipulacion fisica (Figura 3). Caso contrario, ocurrié con las células NCI-N87, las cuales
siempre formaron esferoides independientemente de la técnica empleada. Sin embargo,
debido a la facilidad metodoldgica de la técnica de recubrimiento liquido sobre el ensayo
de la gota colgante, se escogié la primera para la estandarizacion del modelo

tridimensional.

Este comportamiento desigual entre los dos tipos de células en términos de la
formacion de esferoides, podria ser mediado por diferencias en la expresion de proteinas
presentes en las uniones intercelulares. Las adhesiones intercelulares son mediadas en
gran parte por la familia de proteinas de la E-cadherina, y en segunda instancia por las
uniones estrechas y las uniones comunicantes. La E-cadherina es una glicoproteina
transmembrana de 120 kDa que se localiza predominantemente en el borde lateral de las
células y se asocia con el citoesqueleto contrictil. Esta molécula tiene un papel
importante en la adhesion homotipica entre células y en la organizacidn y mantenimiento
de la estructura tisular, y se ha demostrado que cambios pequefios en su expresion son
suficientes para causar la pérdida de la adhesion entre células (Mayer et al, 1993). De
manera interesante, se ha reportado previamente la carencia de E-cadherina funcional en
las células de céncer gastrico AGS, ya que se ha establecido la presencia de una mutacién
que genera la sintesis de una forma truncada no funcional de esta proteina (Oliveira et al,
2009). Se sugiere entonces que ésta podria ser una de las razones por las cuales no se
pudieron obtener esferoides con estas células con ninguna de las técnicas empleadas. Por
otro lado, las células NCI-N87 de cancer gastrico proveniente de una metdastasis hepatica,
presentan la expresion mas fuerte y el mayor nimero de células positivas para E-
cadherina en un estudio realizado en un panel de cinco lineas celulares de cancer géstrico,
(Mayer et al, 2001). Se ha observado que la expresion de esta proteina in vivo puede ser
modulada, ya que una vez que las células metastasicas han salido del tumor primario y

llegan al higado, se da la reexpresion de la E-cadherina (Mayer et al, 1993).
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Otra diferencia a considerar entre las dos lineas celulares empleadas es el tipo
histologico del tumor que representan, ya que las células AGS corresponden a un
carcinoma gastrico difuso, mientras que las células NCI-N87 a un carcinoma gastrico
intestinal. Estos datos in vitro correlacionan con analisis in vivo que han demostrado que
los tumores gastricos de estirpe histoldgico intestinal muestran una expresion fuerte y
homogénea de la proteina E-cadherina, mientras que en los tumores de tipo difuso no se
observa expresion evidente, se ha sugerido la metilacién del promotor del gen que
codifica para esta proteina (CDH1) como una de los eventos involucrados en la génesis del

cancer gastrico difuso hereditario (Rodriguez-Sanjuan et al, 2006).

Ademas de la diferencia en la expresion de la E-cadherina entre las células AGS y
NCI-N87, Burgermeister y colaboradores (2007) han demostrado diferentes niveles de
ARNm de la proteina Caveolina-1 entre las dos lineas celulares. El nivel de expresion de
esta proteina es moderado en las células NCI-N87, mientras que las células AGS no la
presentan del todo. La Caveolina-1 es una proteina estructural con una gran diversidad de
funciones, promoviendo sefiales de sobrevida y crecimiento en células que no se
encuentran ancladas a la matriz, y junto con las cadherinas organiza los contactos célula-

célula en las uniones adherentes de las células epiteliales (Burgermeister et al, 2007).

El hecho que las células AGS no formaran esferoides presenté una limitacién para
evaluar la resistencia de las dos lineas celulares a agentes con potencial anti-tumoral en
este modelo, por lo que se procedié entonces a realizar estos analisis en células cultivadas
en monocapa. Los agentes empleados para este fin fueron dos retinoides naturales, el
acido retinoico todo trans (ATRA) y el acido retinoico-13 cis, y un tercer agente, el 4-
hidroxifenil-retinamida, el cual es un retinoide de origen sintético previamente utilizado
en ensayos clinicos (Singletary et al, 2002). Adicionalmente, las células fueron tratadas
con la doxorubicina con el fin de probar la resistencia de las células a una droga conocida y
que se emplea como agente quimioterapéutico en la practica clinica para el tratamiento

de varios tipos de tumores, incluyendo el cancer géstrico (Zhang et al, 2011).
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Los retinoides comprenden los metabolitos y andlogos naturales y sintéticos de la
vitamina A. Este grupo de moléculas cumplen funciones muy importantes en el desarrollo
embrionario, el sistema visual y reproductivo, formacién de hueso, hematopoyesis,
metabolismo, diferenciacién, proliferacién y apoptosis (Sun y Lotan, 2002 y Noy, 2010).
Clasicamente se han considerado compuestos muy prometedores en la prevencién y
tratamiento de tumores y desde la década de 1980 se ha asociado la deficiencia de
vitamina A en animales experimentales con una mayor incidencia en la aparicion de
tumores (Sun y Lotan, 2002). Posteriormente, se han realizado mas estudios en los cuales
se ha observado que los retinoides pueden tener una accién supresora en una amplia
gama de tumores, como por ejemplo en: piel, mama, cavidad oral, pulmén, prostata,

vejiga, higado y pancreas (Tang y Gudas, 2011).

Debido a que la actividad transcripcional del acido retinoico puede inhibir el
crecimiento celular por medio del arresto en el ciclo celular y/o apoptosis, este ha sido
utilizado como agente farmacoldgico en la terapia de distintos tumores. El caso mds
exitoso, ha sido el empleo de ATRA en el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda,
mientras que el acido retinoico-13-cis ha sido efectivo en el tratamiento de linfomas
cutaneos y leucemias mielociticas crénicas (Ortiz et al, 2002 y Noy, 2010). Sin embargo, a
pesar de los resultados pre clinicos y clinicos promisorios, debido a que su efecto tiende a
ser reversible no se ha podido extender su uso de manera mas general, por lo que se
requieren tratamientos continuos que tienden a generar resistencia a la droga y efectos
adversos ocasionados por la toxicidad de los retinoides (Tang y Gudas, 2011). Por tanto se
ha recurrido a la sintesis de retinoides sintéticos como la retinamida, la cual presenta un
grupo N-4-hidroxifenil en lugar del carboxilo final del ATRA. Esta modificacién se traduce
en un aumento en la eficacia del agente y una disminucién en los efectos téxicos (Bushue

y Wan, 2010).

En el caso especifico del cancer gastrico, no existe mucha evidencia sobre un papel

protector o terapéutico de los retinoides, sin embargo en dos estudios se demostré que el
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retinoide ATRA tiene un efecto citotéxico sobre distintas lineas celulares de cancer
gastrico, sin embargo la respuesta obtenida resulté ser muy variable entre las células
(Shyu et al, 1995 y Liu et al, 2001). En el presente estudio, el tratamiento por 48 horas con
los retinoides naturales ATRA y acido retinoico-13-cis, permitié observar diferencias
importantes en la susceptibilidad de las células a la accién de estos agentes, ya que para
ambos tratamientos las células provenientes de la metastasis hepatica probaron ser muy
resistentes. Por otro lado, las células AGS si fueron sensibles a la accion de las dos drogas,
siendo mayor la toxicidad alcanzada por el ATRA en relacidén con el acido retinoico-13-cis,
con valores de ICso de 51,74 uM y 65,32 uM, respectivamente. Previamente, Arce y
colaboradores también habian observado diferentes grados de susceptibilidad de las dos
lineas celulares de cancer de higado HepG2 y Hep3B a los retinoides ATRA y el acido
retinoico-13-cis. Los autores determinaron que la respuesta al ATRA fue mayor en las
células HepG2, mientras que las células Hep3B fueron mas sensibles a la accién del acido
retinoico-13-cis (Arce et al, 2005). La diferencia en el efecto de los retinoides en las dos
lineas celulares de cancer gastrico, podria ser producto de la expresion de la proteina
reguladora TP53, ya que previamente se ha asociado una mayor resistencia a los efectos
de los retinoides con un mayor grado de inestabilidad genética y expresion de TP53
mutado. {Lippman et al, 1995). En las células AGS no se han reportado mutaciones en el
gen que codifica para esta proteina, mientras que en las células NCI-N87 se ha sugerido la
presencia de mutaciones génicas que desencadenan la produccion de una proteina

anormal {Ashktorab et al, 2003 y Mattioli et al, 2007).

Cuando las dos lineas celulares de cancer de estémago fueron tratadas con el
retinoide sintético retinamida, se pudo observar que tanto las células provenientes de la
metastasis hepatica como del tumor gastrico primario fueron sensibles a la accion de esta
droga, y basandose en los valores de ICso, no se observé una diferencia significativa en el
efecto en ambas células (p > 0,05). Previamente se habia reportado que la retinamida es
capaz de inducir apoptosis independientemente de la accién de TP53 (O’Donnell et al,

2002), por lo que esto podria explicar porque en ambas lineas celulares la respuesta fue
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similar. Adicionalmente, se ha reportado que tanto el ATRA como el acido retinoico-13-cis
tienen efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular mediante la regulacién de la
transcripcion génica a través de la unién con el receptor nuclear RAR-a, mientras que en el
caso de la retinamida se ha planteado que en ciertas células esta podria tener un efecto
dependiente del receptor RAR-y 6 efectos independientes del mismo (Ortiz et al, 2002 y
Forman et al, 2004). En este Gltimo caso, se ha demostrado que la retinamida es capaz de
inducir apoptosis por la via intrinseca, producto de un incremento en la generacion de
especies reactivas de oxigeno y segundos mensajeros lipidicos (Bushue y Wan, 2010). Liuy
colaboradores han reportado la ausencia de los receptores RAR-y en las células AGS (Liu et
al, 2001), por lo tanto, es probable que la accién de la retinamida sea independiente de la
via clasica de los receptores de acido retinoico y que se deba a la induccién de apoptosis

por estrés a nivel mitocondrial.

Actualmente existen varios estudios clinicos en fase Il y fase Ill que analizan el
efecto del ATRA, el acido retinoico-13-cis y la retinamida en el tratamiento de una serie de
tumores tan variados como linfomas, melanomas, glioblastomas, neuroblastomas,
tumores de cabeza y cuello, cdncer de mama, vejiga y pulmén, entre otros (Bushue y Wan,
2010). Ademds estudios in vitro e in vivo han demostrado un efecto sinérgico de los
retinoides con otros agentes quimioterapéuticos, lo cual permitiria disminuir la dosis
necesaria de estos para mantener la eficacia. Esta nueva estrategia de sensibilizacion con
retinoides también se encuentra en estudio en ensayos clinicos (Raffoux et al, 2010;

Grauer et al, 2011; Hojka-Osinka et al, 2012 y Pili et al, 2012).

Finalmente, se pudo observar que las células NCI-N87 cultivadas tanto en
monocapa como en esferoides, fueron resistentes a la accion del agente
quimioterapéutico doxorubicina, mientras que en el caso de las células AGS, la
doxorubicina fue la droga que presenté mayor toxicidad a menores concentraciones
(ICso = 0,33 uM). La doxorubicina actia directamente sobre el ADN, intercaldndose entre

los pares de bases. Algunos otros mecanismos que podrian mediar su efecto téxico son la
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inhibicién de las enzimas topoisomerasa Il y citocromo ¢ oxidasa, asi como la formacién de
radicales libres (Zhang et al, 2011). Estudios previos han reportado un efecto téxico in
vitro de la doxorubicina sobre las células NCI-N87 y AGS, sin embargo en este estudio las
células NCI-N87, fueron tratadas por un periodo de 96 horas, periodo mayor que el que se
empleéd en este estudio. En el caso de la linea celular AGS, se ha reportado un efecto pro-
apoptético de la doxorubicina debido a que induce la activacién de las caspasas 3y 8,y
aumenta la expresion de la proteina Bid y del receptor de Fas ligando (Gong et al, 2004 y

Chen et al, 2007).

En el experimento con los esferoides de células NCI-N87 se obtuvo un resultado
similar, ya que no se observé una disminucién significativa en el didmetro de los
esferoides tratados a las concentraciones mas elevadas y mas bien a la concentracion
maxima de droga administrada se observé un incremento, lo cual podria deberse a la
pérdida en la cohesidn de las células que conforman el esferoide, lo cual es imposible de
determinar mediante la técnica empleada para cuantificar viabilidad celular. Si bien existe
evidencia experimental sobre drogas con un efecto sobre los modelos tridimensionales
gue no actuan sobre células crecidas en monocapa, usualmente se trata de sustancias
cuyo blanco especifico son moléculas que se expresan Unicamente en condiciones
particulares que solo se reproducen en un modelo tridimensional (Barbone et al, 2008), y

este no pareciera ser el caso de la doxorubicina.

Con el objetivo de continuar con el desarrollo de modelos representativos que
permitan en un futuro estudiar la patogénesis del cincer gdstrico, se estandarizé un
modelo in vivo utilizando el agente carcinogénico MNNG inoculado oralmente en ratas.
Adicionalmente se intenté también desarrollar otro modelo para evaluar el efecto de

H. pylori en el desarrollo del cancer gastrico.

Si bien existen diferentes modelos quimicos en animales en los cuales se han
empleado algunos agentes como el benzo(a)pireno, el 3-metilcolantreno y el 2-

acetilaminofluorano para la induccién de cancer gastrico (Tsukamoto et al, 2007), el
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disefio que ha resultado mas exitoso ha sido por medio de ia induccién con el agente
alquilante MNNG. Este agente se ha utilizado como un carcinogénico gastrico en ratas
desde finales de la década de 1960, y su accion se ha podido reproducir en varias especies
animales como los hurones y gerbos, pero no asi en los ratones, los cuales parecieran ser
resistentes a la accion del agente quimico (Sugimura y Fujimura, 1967; Fox et al, 1993;

Shimizu et al, 1999 y Tokieda et al, 1999).

Una de las principales razones por la cual este modelo ha sido ampliamente
validado en las ratas Wistar, es por la semejanza que se observa entre las lesiones en los
estdmagos de los animales y los tumores gastricos en humanos (Mirrish, 1975 y
Tsukamoto et al, 2007). Otro factor importante a favor de este modelo, es una posible
relacidn con la etiologia del cancer gastrico en humanos, producto de la exposicién a
compuestos carcinogénicos similares al MNNG a través de la presencia de nitritos en la

dieta y el ambiente acidico en el estdmago (Arivazhagan et al, 2000).

Manikandan y colaboradores, han demostrado que la administracion intragdstrica
de MNNG, induce a la formacién de tumores en el epitelio escamoso de los roedores, los
cuales pueden ser detectados en la semana 26 de iniciado el experimento (Manikandan et
al, 2008 y Manikandan et al, 2010). En el presente estudio se pudo determinar la aparicion
de carcinomas escamosos a partir de la semana 22 del ensayo, y estas lesiones se
caracterizaron por la proliferaciéon del epitelio con pérdida de la diferenciacidon celular,
anaplasia y evidencia de invasioén localizada con numerosas perlas de queratina (Figura
15). Previamente, se ha establecido que la administracién intragastrica del MNNG
favorece la apariciéon de tumores en el epitelio queratinizado del estémago no glandular,
ya que esta porcion del estémago tiene una funcidn de depdsito, por lo que la exposicion
del agente carcinogénico es mas prolongada y se da una mayor interaccion entre este y la
mucosa gastrica, mientras que cuando la administracion del MNNG se da por via oral
tiende a predominar una mayor incidencia de tumores en el epitelio glandular (Shirai et al,

1982, Frantz et al, 1991). En este experimento, la incidencia de carcinomas escamosos
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después de la semana 22 fue del 100%, lo cual coincide con lo que se ha reportado
previamente en la literatura (Manikandan et al, 2008 y Manikandan et al, 2010). En su
mayoria los tumores fueron muy bien diferenciados y solamente en uno de los estdmagos
analizados se observé un carcinoma escamoso pobremente diferenciado, con la presencia

de epitelio escamoso con metaplasia mucinosa.

Los tumores en el estdmago glandular de las ratas son muy similares a los que se
observan en los humanos (Frantz et al, 1991 y Takasu et al, 2007). La aparicién de tumores
en esta zona se ha reportado principalmente en ensayos en los cuales la administracién
del agente carcindgenico se da en el agua por un periodo que puede variar desde las 16 a
las 26 semanas y los tumores son detectables a partir de la semana 50 (Tatematsu et al,
1983 y Yano et al, 1999). Sin embargo, en este estudio, se logré la deteccidn inicial de
tumores en la regién antral del estdmago a las 40 semanas desde el inicio de la
inoculacion del MNNG. Cabe destacar que en los estudios reportados, los
adenocarcinomas invadieron la submucosa, mientras que este ensayo los tumores se
mantuvieron localizados en el epitelioc de la mucosa sin invasidon a otros estratos. No
obstante, esto podria alcanzarse aumentando el tiempo del estudio, o incluso se podria
aumentar la dosis administrada, ya que el comportamiento en el crecimiento de los
animales tratados y no tratados fue muy similar, por lo que se ha considerado que cuando
esto ocurre, la toxicidad de la droga o agente administrado no es muy evidente (Johnson,
1981). Aun asi, este modelo ofrece ventajas sobre los modelos en los que se da la
administracién del MNNG por via oral {en el agua), ya que en estos ultimos, se presenta
una gran variabilidad en cuanto a la incidencia de los tumores {(Wang et al, 2009). En este
experimento si bien el nimero de ratas empleadas fue pequefio, las lesiones que se
presentaron tanto en el estdémago glandular como en el estémago no glandular, fueron

muy similares entre todos los animales estudiados.

Una de las posibles razones que podrian explicar la eficacia del experimento en la

induccidon tumores, es la condicién de las ratas empleadas, ya que estds no se
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mantuvieron en condiciones estrictas que garantizaran la ausencia de microorganismos
patogenos en los animales. Sumi y Miyakawa fueron los primeros en demostrar una
mayor respuesta al MNNG en animales que son mantenidos en condiciones
convencionales y no libres de patoégenos, por lo que se ha propuesto un papel importante

de la microflora en el estdbmago de las ratas (Sumi y Miyakawa, 1981).

Debido a que los estudios epidemiolégicos han confirmado una asociacion entre la
presencia de H. pyloriy el cancer gastrico, un abordaje interesante era evaluar los efectos
generados unicamente por la infeccidn de H. pylori y desarrollar también un modelo que
en el futuro permitiera estudiar el efecto combinado de la bacteria y el MNNG en la

carcinogénesis en el estdmago de ratas.

Si bien es cierto que muchos animales han sido eficazmente infectados con H.
pylori y esto ha permitido estudiar la patogénesis de la infeccién, en muy pocos casos se
ha logrado reproducir la patologia que ocurre en el ser humano. En general, en los
animales de laboratorio que no han sufrido modificaciones genéticas, la infeccién por H.
pylori solamente ha logrado acelerar el desarrollo de tumores inducidos con agentes
quimicos. Sin embargo, la bacteria por si sola no ha sido capaz de inducir cancer gastrico
(Krueger et al, 2011). La unica excepcién ha sido en el caso de los gerbos de Mongolia, ya
gue se ha descrito que son facilmente colonizados por H. pylori y como consecuencia
desarrollan gastritis atréfica, metaplasia intestinal, y carcinomas y adenocarcinomas
géstricos (Tatematsu et al, 1998 y Tokieda et al, 1999). Sin embargo, este modelo es
controversial, ya que desde el afio 1998 en que los grupos de investigacién de Honda y
Watanabe reportaron la induccion de adenocarcinomas bien diferenciados en los
estébmagos de los gerbos, multiples estudios posteriores no han podido tener resultados
reproducibles, ya que los patrones histolégicos y de incidencia han sido sumamente
variables (Tsukamoto et al, 2007). Ademas, desde el punto de vista experimental la calidad
de los estudios se ha visto limitada por la falta de anticuerpos disefiados en contra de esta

especie; y debido al hecho que de que no hay cepas genéticamente caracterizadas de
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gerbos se ha observado mucha variacién en los resultados de los estudios (Kim et al,

2011).

Tomando en cuenta lo anterior, se considerd relevante el desarrollo de un modelo
diferente al anterior para estudiar el resultado de la infeccién con H. pylori en ratas, ya
que no se encontraron reportes previos en la literatura. Otro de los aspectos importantes
a considerar en este estudio fue la posibilidad de contar con cepas de H. pylori
previamente caracterizadas molecularmente y que se encuentran presentes en la

poblacidn costarricense.

Después de las 30 semanas que comprendié el estudio, se procedid al andlisis
histoldgico de los estdmagos inoculados con H. pylori y de manera paralela se realizé la
evaluacién de la colonizacién en estdmago por medio de tres metodologias distintas. En
ninguno de los estdmagos inoculados con H. pylori fue posible detectar la presencia de la
bacteria. Cabe destacar que tanto la prueba rapida de la ureasa como la tincion de Giemsa
no son pruebas especificas para la deteccién de H. pylori, pero se usan de manera
rutinaria para la evaluacidon de H. pylori gastrico (Soylu et al, 2008). Por otra parte, la
deteccion por medio de PCR de secuencias correspondientes al ADN de la bacteria, si es
una prueba mids especifica y confirmatoria. Por medio del andlisis histélogico de los
estédmagos analizados se pudo observar que en los grupos que tnicamente habian sido
inoculados con la bacteria, los estdbmagos no presentaron alteraciones histoldgicas que
hicieran sugerir algin efecto de H. pylori sobre la mucosa gastrica, esto se observé en los
animales inoculados con las dos cepas de la bacteria (CagA+ y CagA-). En los dos grupos
restantes que correspondian a los estdmagos de las ratas que fueron tratadas con el
MNNG (con la bacteria) se observé que todos los estémagos habian desarrollados
carcinomas escamosos e inclusive en uno de ellos se pudo detectar alteraciones en el
epitelio glandular en forma de metaplasia intestinal, lo cual concuerda con lo visto

anteriormente en el modelo de induccién quimica de cancer géstrico.
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Son varios los factores que pudieron haber influido en la ausencia de deteccién de
H. pylori en los estémagos analizados. En primera instancia, es muy importante recalcar
que los animales infectados no se encontraban en condiciones libres de patdgenos, se ha
reportado en ensayos previos en ratones que la colonizacion de la bacteria en estas
condiciones es temporal, mientras que en animales libres de patégenos esta si es
persistente (Karita et al, 1994). Es posible que por la presién selectiva, se hubiera
generado una competencia entre diferentes microorganismos por la interaccion con las
células gastricas y sus receptores, asi como por el acceso a nutrientes (Ortiz-Herrera et al,
2010). Ademas se ha reportado un efecto inhibitorio sobre la colonizacion y el crecimiento
de H. pylori por parte de lactobacilos, los cuales abundan en todo el tracto gastrointestinal
de los roedores (Chen et al, 2012). Se ha propuesto que la presencia de estos bacilos se
asocia con la disminucion en la secrecion de acido gastrico mediado por la gastrina

(Takahashi et al, 2011).

Un segundo factor importante a considerar es el origen de la cepa de la bacteria
empleada, ya que proviene directamente de aislamientos de estémagos humanos sin
pasar previamente por estdmagos de animales. Estudios previos en ratones y gerbos en
los que se ha logrado la infeccidn persistente de H. pylori, se ha utilizado una cepa de la
bacteria conocida como SS1 (Sidney Strain), la cual fue aislada de un paciente con
enfermedad de ulcera péptica y ha sido previamente adaptada al ratén. Se ha descrito que
el mecanismo de adaptacién en ratones se asocia a una reduccidn en la capacidad de las
cepas adaptadas a inducir la secrecion de las citoquinas IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y y TNF-q,
permitiéndoles colonizar la mucosa gastrica induciendo una leve respuesta inmune
(Philpott et al, 2002). Recientemente, se describid la colonizacién por parte de la cepa S51
de H. pylori en el estémago de ratas Sprague-Dawley, sin embargo su efecto fue analizado
Unicamente en el esofago de los animales y no en el estomago (Liu et al, 2011). En
relacion a lo anterior, es muy importante tomar en cuenta que incluso en animales como
los gerbos que son mas facilmente colonizables y utilizando la cepa de H. pylori SS1, la tasa

de infeccion gue se logra no es del 100%, por lo que el empleo de cantidades muy
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pequefias de animales podrian dificultar ain mas ia deteccion de la bacteria en la mucosa
gastrica (Shimizu et al, 1999 y Tokieda et al, 1999). Ademas, estudios en los cuales se han
infectado gerbos con H. pylori y sus estdmagos son inducidos con MNNG, se ha observado
una actividad inhibitoria del MNNG sobre el crecimiento de la bacteria, llegando incluso a

la erradicacion de la bacteria en la mitad de los animales (Shimizu et al, 1999).

Otro factor importante a tomar en cuenta, es el tiempo que transcurre entre la
inoculacién de H. pylori y la determinacion de la presencia de la bacteria, ya que estudios
previos han demostrado mediante mediciones histoldgicas y seroldgicas que la tasa de
infeccidn por H. pylori disminuye con el tiempo (Shimizu et al, 1999 y Krueger et al, 2011).
Por tanto, no podria descartarse que si la tasa de infeccidn inicial fue muy baja, esta
disminuyera ain mas en el transcurso del tiempo hasta hacerse indetectable. Sin
embargo, el andlisis histolégico no evidencié lesiones morfoldgicas sugerentes de la

presencia de H. pylori.

De acuerdo a los resultados obtenidos con los experimentos realizados in vivo y lo
expuesto anteriormente, el desarrollo de un modelo de infeccion con H. pylori en ratas
podria ser muy Gtil para el estudio del cdncer gastrico y de la respuesta inflamatoria
asociada al desarrollo de este tumor. Sin embargo, primero se deben optimizar ciertas
condiciones como por ejemplo la adaptacion de la cepa de la bacteria a emplear y el

numero de animales que se requiere para un estudio mas completo.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son muy valiosos ya que
permiten sentar las bases para posteriores estudios relacionados con el desarrollo y

tratamiento del cancer gastrico.

En primera instancia, se logré desarrollar un modelo tridimensional in vitro con
células obtenidas de tumores gastricos, el cual permitira analizar de manera mas
representativa lo que ocurre in vivo, como por ejemplo la resistencia del tumor a ciertos
tratamientos potenciales, asi como también los mecanismos de tumorigenicidad. Sin
embargo como se pudo observar en este estudio, no todas las células tumorales son
capaces de formar estas estructuras, lo cual representdé una limitante para la realizacion
de estudios comparativos entre los dos tipos de lineas celulares empleadas en este

proyecto.

Con la intencién de investigar novedosas opciones terapéuticas para el cancer
gastrico en un futuro, también se intenté desarrollar una serie de modelos de induccion
de tumores en estdmagos de ratas Wistar, empleando el agente quimico MNNG vy la
bacteria H. pylori, cada uno de manera individual y en conjunto. De acuerdo con los
resultados obtenidos, en el Unico caso en que se logré observar la apariciéon de tumores
fue en el modelo de induccion empleando MNNG, ya que en el periodo de estudio se
pudo observar claramente la aparicién de tumores en el epitelio escamoso y en menor
cantidad, la presencia de adenomas en el estémago glandular. En el caso de los modelos
de induccidn de la carcinogénesis por medio de la inoculacién intragastrica con H. pylori
de manera exclusiva o en conjunto con MNNG, no fue posible demostrar una eficiente
colonizacion de la bacteria, sin embargo, se debe considerar como uno de los principales
inconvenientes la falta de analisis en etapas mas tempranas del ensayo, ya que no se
puede descartar que la bacteria pudo haber colonizado la mucosa gdstrica y luego por la
misma evolucién de la infeccion no fuera posible identificarla en las etapas finales del

trabajo, sobre todo tomando en cuenta que los animales no estaban en condiciones libres
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de patogenos. Para estudios posteriores seria recomendable trabajar con animales en
condiciones asépticas, asi como realizar los analisis para determinar la colonizacion
durante las primeras semanas de inoculacién de las bacterias, y analizar la presencia de la

bacteria a partir de biopsias de los estémagos y no solo del moco gastrico.

La comparacién en cuanto a resistencia a tratamientos pro-apoptoticos de células
cancerigenas obtenidas de un tumor primario y una metastasis, permitié demostrar que
las células metastdsicas NCI-N87 fueron mds resistentes a sufrir muerte celular gue las
células AGS obtenidas del tumor primario de estémago, por lo que se debe considerar la
existencia de diferencias en vias de sefializacion que podrian tener importantes
repercusiones en términos del manejo terapéutico de los tumores metastasicos. En el
caso del retinoide sintético retinamida, esta fue la Unica droga que tuvo un importante
efecto citotdxico sobre las dos lineas celulares, por lo que seria un potencial tratamiento

efectivo para los tumores gastricos primarios y metastasicos.
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Perspectivas Futuras

1. Continuar con el desarrollo del cultivo tridimensional de células con la intencién de
evaluar la capacidad de otras lineas celulares de cancer gastrico de formar esferoides, y de
esta manera poder realizar analisis comparativos posteriores de citototoxicidad que

permitan ser un paso mas confiable hacia los ensayos in vivo.

2. En el caso de las células NCI-N87, las cuales si forman esferoides, seria muy interesante
evaluar un posible efecto citotdxico del retinoide sintético retinamida, el cual demostré

tener un efecto importante en la viabilidad de estas células cultivadas en monocapa.

3. Estudiar en cultivos en monocapa el mecanismo mediante el cual la retinamida induce
la apoptosis en las dos lineas celulares analizadas, esto permitiria determinar diferencias a
nivel molecular que podrian ser importantes desde el punto de vista terapéutico entre
tumores gastricos primarios y metastasicos. Asi mismo seria valioso identificar otros
posibles mecanismos de accion de la droga, como por ejemplo la muerte celular por
autofagia, esto en comparacion con retinoides de origen natural que también se utilizan

como tratamiento de otros tumores y que fueron probados en este estudio.

4. Por medio del modelo in vivo de induccién de tumores con el agente MNNG, se cuenta
con una gran herramienta que permitiria evaluar la administracién de diversas sustancias

con una potencial accion terapéutica sobre el cancer gastrico.

5. Es muy importante optimizar el modelo de induccion de cancer gastrico con la
administracion de H. pylori, ya que este es un agente que se postula de gran importancia
para el desarrollo de estos tumores en nuestro pais. Para lograr esto sera esencial poder
contar con cepas de la bacteria que ya se encuentren adaptadas a esta especie de roedor,
o incluso de acuerdo a lo descrito en la literatura, evaluar si la cepa bacteriana SS1, la cual
ha sido adaptada en ratones, puede colonizar los estdmagos de las ratas Wistar. Asi
mismo se deben seguir las recomendaciones mencionadas anteriormente en las cuales se

busca mejorar el diagnéstico de la colonizacién bacteriana en tejido completo.
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6. Finalmente debido a la heterogeneidad de la respuesta inmune seria importante
trabajar con una mayor cantidad de animales, de manera que los resultados arrojen
conclusiones mas robustas, desde un punto de vista estadistico, asi como también
estandarizar marcadores de tumorigenicidad utilizando no solo criterios morfolégicos sino
también biogquimicos y moleculares. Esto porque los modelos en ratas son tan largos, que
muchas veces solo permiten observar lesiones pre-neopldsicas y no tumores totalmente
formados o metastdsicos, por lo que es sumamente dificil comparar la eficiencia de
tratamientos especificos cuando no se cuenta con criterios cuantificables a un nivel celular

mas fino.

A todos estos aspectos mencionados se les dard seguimiento en futuros estudios de
doctorado y a través de las tesis de maestria de otros estudiantes, ya que es muy escasa la
investigacion en cancer que se hace en modelos in vivo en el pais y tomando en cuenta lo
poco que se puede realizar en estos momentos en investigaciéon con seres humanos, pasa
a ser de gran importancia el desarrolio de nuevos modelos in vivo para poder estudiar

diversos aspectos de la medicina molecular del céncer.
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