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Resumen 

 

El cáncer gástrico (CG) es la consecuencia final de una secuencia de eventos 

precancerosos iniciados por factores ambientales y la infección por Helicobacter pylori. A 

pesar de ser considerada como el principal factor de riesgo para esta neoplasia, la gran 

mayoría de personas infectadas con esta bacteria no desarrolla CG. Los mecanismos 

biológicos que explican cómo es que esta bacteria, y sus factores de virulencia, alteran los 

procesos fisiológicos normales aún no están claros. La invasión de células malignas al 

tejido sano adyacente y la eventual metástasis, son eventos cruciales del desarrollo y la 

progresión del cáncer. Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el sistema activador de 

plasminógeno participan activamente en la remodelación de tejido que ocurre durante estos 

procesos. La expresión elevada de algunas proteínas de estos grupos ha sido correlacionada 

con aspectos clínico-patológicos del CG, entre ellos mayor agresividad y baja sobrevida. 

Esta investigación tenía como objetivo determinar la expresión, a nivel de ARNm, 

de tres genes involucrados en remodelación de tejido (PLAU, PLAUR y MMP-7), en 

respuesta a la infección por bacterias del género Helicobacter en un sistema de cultivo in 

vitro; así como evaluar un modelo para estudiar el rol de éstos en la etiología del CG . La 

expresión de PLAU y MMP-7 no fue detectada en ninguno de los experimentos en la línea 

celular AGS, lo cual indica que no existe expresión basal de estos genes, ni inducción por 

parte de las bacterias, en este modelo in vitro. Sin embargo, los estudios cinéticos de 

expresión para el gen PLAUR revelaron que éste es expresado en un nivel basal, alcanzando 

su pico máximo de expresión (1.45 veces respecto al gen de referencia) a las 12 horas post-

infección con la cepa 26695 de H. pylori, aunque no se alcanzó significancia estadística. A 

nivel descriptivo, se determinó que la infección por H. felis induce la expresión de PLAUR 

a las 36 horas post-infección, con un aumento de 12.89 veces respecto al gen de referencia. 

Dado a que PLAU y MMP-7 no son expresados en la línea celular AGS, se decidió 

evaluar la expresión de todos los genes en estudio en otras líneas celulares (MKN-45 y 

MKN-74), lo cual representó experimentos adicionales a los inicialmente propuestos. Estos 

análisis revelaron que las células MKN-45 expresan de forma basal los tres genes, y que el 

co-cultivo de ésta con la cepa 7.13 de H. pylori induce un aumento significativo en la 
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expresión de los genes PLAU y PLAUR a las 24 horas post-infección. Este resultado 

sugiere, que la línea celular MKN-45 es más adecuada para estudiar la cinética de 

expresión de estos genes en futuros estudios in vitro, enfocados a responder interrogantes 

puntuales. En conclusión, el establecimiento de modelos in vitro estandarizados para 

estudiar aspectos propios del papel que juega H. pylori en la carcinogénesis gástrica es un 

proceso complejo. Lo recomendable, antes de iniciar un estudio puntual en una plataforma 

in vitro, es realizar pruebas piloto, para determinar cuáles líneas celulares y cepas son las 

más apropiadas en cada caso.  

 

Palabras clave: Cáncer gástrico, Helicobacter pylori, remodeladores de tejido, 

biomarcadores pronóstico, expresión génica. 
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Justificación 

 

Debido a que el cáncer es una enfermedad altamente compleja y cada vez más 

recurrente en la población mundial, existe una creciente necesidad de realizar estudios para 

generar conocimiento sobre aspectos etiológicos, epidemiológicos, moleculares, 

terapéuticos y de prevención, que aporten al manejo y entendimiento de esta enfermedad. 

Dentro de los tipos de cáncer más comunes, el cáncer gástrico (CG) es el quinto con mayor 

incidencia y el tercero en mortalidad a nivel mundial (GCO, 2018; Bray et al., 2018). 

Además, Costa Rica se destaca en el mundo y en la región latinoamericana por presentar 

elevadas tasas de incidencia y mortalidad (GCO, 2018). El CG se sitúa en el primer lugar 

de mortalidad en nuestro país y en el cuarto de incidencia, luego del cáncer de próstata, 

mama y colorrectal (GCO, 2018). Éste cáncer se ha mantenido a través de los años como 

uno de los tipos de cáncer más mortales, debido a que en la mayoría de los casos el 

diagnóstico es tardío y por tanto, las posibilidades de tratamiento son reducidas (Rugge et 

al., 2015). El conocer más sobre los factores de riesgo y especialmente abordar el tema de 

prevención, pueden ser factores determinantes para disminuir las alarmantes estadísticas de 

este adenocarcinoma.  

 La caracterización del patrón de expresión de genes asociados con diferentes 

aspectos de la biología tumoral es clave porque permite entender mejor su rol en el inicio, 

promoción y progresión de la enfermedad. Este proyecto pretendía determinar si la 

expresión de genes involucrados en la remodelación de tejido que se da en el contexto de la 

invasión local de las células malignas y la metástasis que ocurren durante la progresión 

tumoral, es inducida específicamente en respuesta a la infección por H. pylori; o si otras 

especies del género Helicobacter podrían recapitular este fenómeno.  Asimismo, este 

proyecto contribuye a dilucidar 1) cuáles cepas de H. pylori logran inducir la expresión de 

estas moléculas en fases tempranas de la carcinogénesis gástrica; 2) si la inducción de estas 

proteínas es independiente de la respuesta inflamatoria asociada a la infección de la 

bacteria; y 3) un sistema de cultivo in vitro apropiado para estudiar este fenómeno.   
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Este proyecto fue desarrollado en el marco de un proyecto más amplio inscrito en la 

Vicerrectoría de Investigación de la Universidad de Costa Rica (número de proyecto 810-

B7-281) y se desarrolló en el marco del Programa de Especial Interés Institucional de 

Epidemiología del Cáncer, del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA). 
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Marco teórico 

 

 Aspectos generales del cáncer  

El cáncer es un grupo de casi 200 tipos de enfermedades complejas, responsable de 

millones de muertes que ocurren anualmente alrededor del mundo, superando incluso al 

número de muertes causadas por las enfermedades cardiovasculares (Dass et al., 2008; 

Ferlay et al., 2015). Estas son enfermedades multifactoriales, con distintos factores de 

riesgo, etiología y comportamiento biológico según el tipo de cáncer u órgano afectado, y 

también con variación importante entre cada individuo; lo que hace el estudio del cáncer 

aún más complejo (Katsios y Roukos, 2010; Ma y Tao, 2012). En respuesta a este 

panorama, los investigadores se enfrentan a la constante búsqueda de estrategias para la 

prevención, detección temprana y tratamiento, que logren disminuir la incidencia y/o 

mortalidad de estas malignidades. Es por lo tanto necesario entender mejor los procesos 

moleculares que definen el origen, desarrollo y progresión del cáncer, así como la 

identificación de sus factores de riesgo (Dass et al., 2008).   

 

Cáncer gástrico 

El CG es el quinto cáncer más común y el tercero más mortal a nivel mundial 

(GCO, 2018; Bray et al., 2018); lo que lo convierte en uno de los tipos de cáncer con mayor 

relevancia en el área de investigación médica y científica (Hu et al., 2012; Ma y Tao, 

2012). A pesar de la alta prevalencia de este cáncer mundialmente, muchos estudios 

epidemiológicos que comparan sus tasas de incidencia y de mortalidad han encontrado 

resultados muy heterogéneos entre regiones del mundo (de Martel et al., 2013). Según los 

datos del Global Cancer Observatory (2018), países asiáticos como China y Japón, 

centroamericanos como Costa Rica y Guatemala, y suramericanos como Colombia, 

destacan por sus altas tasas de incidencia y mortalidad por CG. Sin embargo, a pesar de que 

la incidencia ha disminuido en las últimas décadas, el CG continúa siendo un desafío 

debido a que su diagnóstico suele ser en etapas muy avanzadas, cuando el pronóstico es 

malo y las opciones de tratamiento limitadas (Rugge et al., 2015).   
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El CG se puede clasificar según sus características histopatológicas. Aunque existen 

varios esquemas de clasificación, la clasificación de Lauren es uno de las más utilizados y 

divide a esta neoplasia en dos categorías principales; el tipo difuso, que se caracteriza a 

grandes rasgos por la ausencia de uniones intracelulares y el tipo intestinal que sí presenta 

estas uniones (Lauren, 1965). Adicionalmente, una tercera categoría fue añadida, el tipo 

mixto, donde se observa una histología combinada de los dos tipos anteriormente 

mencionados, con la presencia de ambas características; donde algunas secciones de la 

biopsia o tejido quirúrgico presentan uniones intracelulares y otras no. La tasa de 

prevalencia de los tipos intestinal y difuso varía geográficamente, sin embargo el tipo 

intestinal es el más común globalmente (Hu et al., 2012; Sitarz, et al., 2018). En cuanto a la 

etiología de cada uno de estos tipos histológicos de cáncer, se ha observado que el tipo 

intestinal es más usualmente relacionado con factores ambientales como la infección con H. 

pylori, la dieta y el estilo de vida; mientras el tipo difuso es comúnmente asociado con 

alteraciones genéticas (Hu et al., 2012). Además, se ha reportado que el CG de tipo 

intestinal está asociado con gastritis crónica atrófica y metaplasia intestinal, mientras el tipo 

difuso se origina de mucosa gástrica normal y no presenta evidencia que lo relacione con la 

cascada de eventos pre-neoplásicos que sí caracteriza al CG de tipo intestinal (Sitarz, et al., 

2018). 

 

Factores de riesgo y patogénesis  

Dentro de las posibles razones asociadas a las marcadas diferencias en incidencia 

entre regiones geográficas, se consideran factores de riesgo extrínsecos o ambientales como 

la dieta y el estilo de vida, e igualmente factores intrínsecos como lo son la composición 

genética de los individuos y las poblaciones. Sin embargo, la infección por la bacteria 

Helicobacter pylori es el principal factor de riesgo para el desarrollo del CG (Parsonnet et 

al., 1991; Blaser et al., 1995; Parsonnet et al., 1997; Matysiak-Budnik y Mégraud, 2006; 

Plummer et al., 2014; Wang et al., 2014; Mégraud et al., 2015). Incluso, esta bacteria ha 

sido clasificada por la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer como un 

carcinógeno humano clase I (International Agency for Research on Cancer, 1994). Entre los 

principales factores de riesgo intrínsecos asociados a la infección con la bacteria destacan la 
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respuesta inmune del hospedero a patógenos y los factores específicos de los patógenos 

(Crawford et al., 2003; Piazuelo y Correa, 2013; Mégraud et al., 2015). 

La patogénesis del CG incluye una secuencia de eventos histológicos bien 

caracterizados, al menos para el CG de tipo intestinal. Inicia con una gastritis crónica 

superficial, la cual puede ser inducida por H. pylori y otros factores principalmente 

relacionados con la dieta; en aproximadamente un décimo de los casos ésta progresa a una 

gastritis atrófica. En un subgrupo aún menor de los casos, la gastritis atrófica avanza a una 

metaplasia intestinal, displasia y eventualmente a una neoplasia o adenocarninoma gástrico 

(Wroblewski, Peek y Wilson, 2010; Piazuelo y Correa, 2013). De igual forma, se ha 

demostrado que la colonización del epitelio gástrico con H. pylori induce otras condiciones 

patológicas además de la gastritis superficial y el adenocarcinoma gástrico, como lo son las 

úlceras pépticas y el linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas, o linfoma de MALT 

por sus siglas en inglés (Burkitt et al., 2017).  

La infección de esta bacteria produce una respuesta inflamatoria crónica 

caracterizada por la infiltración de células inmunes, que incluyen neutrófilos, linfocitos T y 

macrófagos en el epitelio gástrico (Wroblewski et al., 2010). Parte importante del rol que 

juega H. pylori en la carcinogénesis gástrica se atribuye a esta respuesta inflamatoria, ya 

que se ha visto que H. pylori puede inducir la producción de citoquinas proinflamatorias 

como la IL-8 y la IL-6 y activar factores de transcripción como NF-κB, y facilitar su 

posterior translocación al núcleo (Saha et al., 2008; Wroblewski et al., 2010). Se ha 

sugerido que la activación de NF-κB por H. pylori se da mediante la vía ERK1/2 MAPK 

(Saha et al., 2008). Este factor de transcripción regula la expresión de genes involucrados 

en la respuesta inmune adaptativa e innata, proliferación celular, adhesión celular, 

diferenciación, respuesta al estrés, inflamación y apoptosis (Chang et al., 2004; Perkins, 

2007); por lo que la activación prolongada de este factor de transcripción por H. pylori 

también está asociado con el aumento en el riesgo de desarrollar CG (Perkins, 2007). 
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Relación entre H. pylori y el cáncer gástrico 

H. pylori es una bacteria Gram negativa, capaz de colonizar el estómago humano y 

sobrevivir por años en este ambiente, causando así una inflamación gástrica crónica y 

persistente (Matysiak-Budnik y Mégraud, 2006). La bacteria presenta algunas adaptaciones 

para sobrevivir en el ambiente hostil del estómago, dentro de las cuales destacan su 

capacidad de tolerar el ambiente microaerofílico gástrico, la expresión de la enzima ureasa 

que le permite modular el microambiente aumentando el pH estomacal, y la presencia de 

flagelos que le confieren motilidad para movilizarse en las capa de moco gástrico y acceder 

a la mucosa, donde puede adherirse a las células epiteliales para obtener nutrientes (Bukitt 

et al., 2017).  

La asociación entre la bacteria y el CG ha sido apoyada por gran cantidad de 

estudios epidemiológicos, clínicos y experimentales, e incluso filogenéticos (Burkitt et al., 

2017). La prevalencia mundial de la infección por H. pylori en humanos se estima cercana 

al 50%. Estudios filogenéticos sugieren que la bacteria ha co-evolucionado con las 

poblaciones humanas desde antes de la migración de los primeros humanos de África, 

58.000 años atrás (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007). La evidencia experimental ha 

demostrado contundentemente el potencial de H. pylori de inducir CG en modelos animales 

(Parsonnet et al., 1991; Ohnishi et al., 2008; Kim et al., 2011; Varon et al., 2012, Burkitt et 

al., 2017). Por otro lado, estudios de intervención en humanos muestran que la erradicación 

de esta bacteria puede disminuir el riesgo de desarrollar este cáncer (Fukase et al., 2008; 

Kim et al., 2011); aunque la disminución del riesgo depende del grado de avance en la 

cascada de eventos pre-neoplásicos en el que se encuentre el paciente (Graham, 2015). Sin 

embargo, incluso en pacientes con cambios irreversibles en la mucosa gástrica provocados 

por la bacteria, su erradicación previene que el riesgo aumente e inclusive disminuye la 

probabilidad en el riesgo de desarrollar CG (Graham, 2015). Adicionalmente, estudios de 

meta-análisis han sugerido que el riesgo relativo de desarrollar CG, es de dos a tres veces 

mayor en personas infectadas con H. pylori que desarrollaron gastritis crónica atrófica, 

comparado con las que no están infectadas (Danesh, 1999). De igual forma, estudios 

epidemiológicos apoyan esta asociación, ya que la mayoría confirman una correlación 

geográfica entre la prevalencia de la bacteria y la incidencia de este cáncer; mostrando una 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5312008/#DMM027649C49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5312008/#DMM027649C102


7 
 

disminución en incidencia de CG en los países con tasas decrecientes de infección por H. 

pylori, y de forma contraria, una alta incidencia de CG en los países con alta prevalencia de 

esta bacteria (Matysiak-Budnik y Mégraud, 2006; Sablet et al., 2011).  

 

Patogenicidad variable entre cepas de H. pylori 

La infección por H. pylori está presente en algún momento durante la secuencia de 

lesiones pre-cancerosas propias de la carcinogénesis gástrica en al menos 80% de los casos 

con CG (Graham, 2015). Sin embargo, el que solo entre un 1-3% de las personas infectadas 

con esta bacteria llegue a desarrollar CG, es una indicación de que hay otros factores 

etiológicos importantes (Wroblewski et al., 2010; Burkitt et al., 2017). Específicamente, 

aspectos propios de la respuesta del hospedero ante la infección y la variabilidad genética 

existente entre las cepas bacterianas, pueden influir en su capacidad patogénica. Algunos de 

estos factores que influyen de forma importante en la patogenicidad de algunas cepas de H. 

pylori, y que podrían explicar en parte por qué no todos los individuos con la bacteria 

llegan a desarrollar cáncer, es la presencia de la isla de patogenicidad cag (CagPAI) en su 

genoma y de polimorfismos en el gen vacA (Kim   et al., 2011; Salama et al. 2013). 

La isla CagPAI es una región de ADN que contiene más de 30 genes que codifican 

para un sistema de secreción tipo IV, e incluye el gen cagA, el cual codifica la proteína que 

lleva el mismo nombre (Mégraud et al., 2015). Una vez que las cepas cagA positivas 

colonizan el estómago y se adhieren a las células epiteliales del hospedero, la proteína 

CagA es translocada al citosol de las células epiteliales gástricas, mediante el sistema de 

secreción tipo IV. Una vez en el citoplasma, la proteína CagA es fosforilada en grado 

variable; entre más fosforilación se presente, mayor es el potencial oncogénico. Esta 

fosforilación lleva a la activación de múltiples vías de señalización intracelular importantes 

(Crawford et al., 2003), capaces de activar o inactivar factores de transcripción que pueden 

producir cambios temporales en la expresión de genes y llevar al desarrollo de un 

carcinoma gástrico (Graham, 2015). Las cepas que contienen cagPAI poseen, por lo tanto, 

mayor potencial oncogénico que las cagPAI negativas (Crawford et al., 2013; Mégraud et 

al., 2015). Como lo demuestran Ohnishi y colaboradores (2008), ratones transgénicos que 

expresan de forma ectópica el gen cagA, desarrollan espontáneamente neoplasias 
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gastrointestinales; siendo CagA una oncoproteína capaz de inducir CG. Debido a la 

variabilidad en la prevalencia de distintas cepas de la bacteria en la población humana, el 

estudio de la presencia de estos genes que causan una patogenicidad variable en las cepas 

es un factor clave que debe tomarse en cuenta en la relación entre el CG y H. pylori. 

Por otra parte, la citotoxina VacA, codificada por el gen del mismo nombre, es otra 

proteína producida por H. pylori, la cual es internalizada a las células y causa la formación 

intracelular de vacuolas que genera daño intracelular en el epitelio gástrico (Wroblewski et 

al., 2010). VacA se ha relacionado con la estimulación de apoptosis y la afectación del 

funcionamiento mitocondrial (de Bernard et al., 1997; Cover y Blanke, 2005; Palframan et 

al., 2012). También hay evidencia de que esta proteína produce una disrupción en la 

función de la barrera protectora del epitelio gástrico y en la modulación de la respuesta 

inflamatoria (Wroblewski et al., 2010), siendo de importancia para el potencial oncogénico 

de la cepa. Todas las cepas identificadas de H. pylori poseen el gen vacA, sin embargo 

existe diversidad genética en las cepas que generan diferencias en cuanto a su citotoxicidad 

(McClain, et al., 2001).  

Varios polimorfismos han sido identificados en tres regiones variables del gen vacA: 

la región de secuencia señal (s), la región media (m) y la región intermedia (i) (Atherton, et 

al., 1995; Rhead, et al., 2007). Las variaciones alélicas en la región s y m son clasificadas 

como s1 o s2 y m1 o m2, respectivamente (Atherton, et al., 1995). El alelo s2 codifica una 

proteína VacA con un segmento extra en el extremo amino terminal que imposibilita la 

formación de vacuolas, mientras que el alelo s1 no presenta este segmento adicional de 

aminoácidos (McClain, et al., 2001). Por otro lado, los genotipos m1 y m2 difieren en un 

segmento de su secuencia, afectando la especificidad de varios receptores celulares 

relacionados con la actividad de VacA (Ji, et al., 2000). De hecho, se ha observado que las 

cepas de H. pylori con los genotipos s1/m1 y s1/m2 del gen vacA causan inflamación 

crónica más severa que aquellas cepas portadoras del genotipo s2/m2. Sin embargo, el 

mayor nivel de virulencia se atribuye a la combinación alélica s1/m1, la cual se ha asociado 

con un aumento en el riesgo de ulceración péptica y CG (Atherton et al., 1995; Gerhard et 

al., 1999; Miehlke et al., 2000; Louw et al., 2001). En cuanto a la región intermedia, el 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3417644/#B32
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alelo i1 ha sido correlacionado con la producción del factor de virulencia CagA y la 

presencia del alelo s1 (Chung, et. al., 2010). 

 

Remodelación de tejido y su importancia en cáncer  

La invasión local de células malignas en tejido sano adyacente y la metástasis, son 

eventos fundamentales en el desarrollo y la progresión del cáncer (Hanahan y Weinberg, 

2011). Ambos procesos son facilitados por proteasas, capaces de degradar componentes de 

la matriz extracelular; e inclusive algunas de éstas se han asociado con aspectos patológicos 

del CG. Estudios recientes sugieren una posible conexión entre H. pylori y la expresión de 

algunas de estas proteasas en mucosa gástrica (Krakowiak et al., 2015; Alpízar-Alpízar et 

al., 2013, Alpízar-Alpízar et al., 2010). 

La metástasis es el resultado de una secuencia de pasos que incluyen la invasión 

individual o colectiva de las células neoplásicas a nivel local, la entrada de éstas a la 

vasculatura sanguínea o linfática y su supervivencia en circulación, la extravasación en 

sitios distantes y por último el establecimiento y colonización de las células tumorales 

diseminadas en los órganos o tejidos distantes (Valastyan y Weinberg, 2011; Lambert et al., 

2017). En los primeros eventos de la cascada metastásica se da la remodelación de la matriz 

extracelular para generar un microambiente propicio para la invasión local. Dicha 

remodelación es mediada principalmente por el sistema de activación de plasminógeno y 

las metaloproteínasas de matriz (MMPs) (Lund et al., 2011).  

La activación de enzimas proteolíticas facilita el rompimiento de componentes de la 

membrana basal, y con esto la invasión de células cancerosas al tejido no-neoplásico 

adyacente; lo que se asocia con un mayor poder pro-invasivo y pro-metastásico (Lund et 

al., 2011). Estos eventos dejan en claro el por qué un grupo importante de biomarcadores 

para diagnóstico y pronóstico del cáncer corresponde a proteínas involucradas con la 

remodelación de tejido (Tang et al., 2008; Capellani et al., 2010; Lund et al., 2011). 

Algunos de estos biomarcadores pronóstico parecen estar directamente relacionados con la 

etiología del CG y podrían, por lo tanto, predecir fenotipos más agresivos de la enfermedad; 
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independientemente de otras variables clínicas comúnmente utilizadas como factores 

pronóstico en cáncer (Alpízar-Alpízar et al., 2012). 

 

Sistema de activación de plasminógeno en cáncer gástrico  

La activación de plasminógeno se puede realizar por dos proteasas distintas, el 

activador de plasminógeno uroquinasa (uPA) o el activador de plasminógeno tisular (tPA), 

siendo el primero más relevante en el contexto de la biología tumoral. La proteasa uPA 

tiene su receptor específico uPAR, anclado a glicolípidos de membrana, además de su 

inhibidor endógeno PAI-1 (Kriegbaum et al., 2011). La interacción uPA-uPAR conlleva a 

la conversión de la uroquinasa inactiva (pro-uPA) en su forma  activa, la cual activa a su 

vez el plasminógeno, convirtiéndolo en plasmina que es capaz de degradar varios 

componentes de la matriz extracelular (MEC) y activar algunas MMPs (Kriegbaum et al., 

2011).  

La expresión de uPAR y su ligando uPA es de mucha relevancia en el estudio del 

cáncer, principalmente porque la degradación de MEC facilita la invasión y migración de 

células cancerosas en el tejido circundante (Kriegbaum et al., 2011). Varios estudios 

también han sugerido la participación de algunos miembros del sistema activador de 

plasminógeno en procesos no relacionados con la degradación de matriz extracelular, como 

por ejemplo la asociación de uPAR con un mayor potencial proliferativo (Yu et al., 1997; 

Liu et al., 2002) y su participación en varios procesos de señalización celular (Smith y 

Marshall, 2010). Los niveles de expresión de uPA y uPAR bajo condiciones homeostáticas 

es casi indetectable, sin embargo en cáncer y en otras patologías, su expresión aumenta de 

forma significativa (Kriegbaum, et al., 2011). En general, uPA y uPAR son principalmente 

expresadas por células no neoplásicas peri-tumorales, y en menor grado por células de 

cáncer localizadas en el frente invasivo del tumor (Lund, et al., 2011). 

El uso del receptor uPAR como biomarcador pronóstico ha sido reportado por 

varios estudios en CG, e incluso en otros tipos de cáncer, y se ha demostrado que su 

presencia está ligada a micrometástasis y agresividad (Lund et al., 2011; Alpízar-Alpízar et 

al., 2012). Las células uPAR positivas suelen predominar en el estroma tumoral,  
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principalmente en células inflamatorias como los macrófagos y neutrófilos que infiltran al 

tejido tumoral y en células endoteliales localizadas en el frente invasivo del tumor (Alpízar-

Alpízar et al., 2010; Alpízar-Alpízar et al. 2012). Varios estudios han utilizado métodos de 

inmunohistoquímica semicuantitativos para caracterizar la expresión de uPAR de mejor 

forma y determinar su papel en la progresión del cáncer. Por ejemplo, en CG la expresión 

de uPAR en células de cáncer ha demostrado ser un parámetro pronóstico independiente del 

subtipo histológico, así como del estadío del tumor maligno (Alpízar-Alpízar et al., 2012). 

Además, algunos estudios han demostrado que la presencia de células malignas positivas 

para uPAR en médula ósea de pacientes de CG está asociada con baja sobrevida, en 

comparación con pacientes en los cuales hay diseminación de células de cáncer uPAR-

negativas en este órgano (Heiss et al., 2002). Debido a esto y a otras características, uPAR 

es considerado un potencial biomarcador pronóstico en CG (Alpízar-Alpízar et al., 2012; 

Ma y Tao, 2012, Alpízar-Alpízar, et al., 2018).  

Además, existe evidencia que sugiere que la expresión de uPAR puede estar 

inducida por la infección de H. pylori en mucosa gástrica no neoplásica. Alpízar-Alpízar et 

al., (2010) encontraron mediante análisis semicuantitativos de inmunofluoresencia, una 

correlación entre la presencia de H. pylori en mucosa gástrica y la expresión de uPAR; 

específicamente, se observó que conglomerados de la bacteria se encontraban cercanos a la 

superficie de células de epitelio gástrico que expresaban uPAR (Alpízar-Alpízar et al., 

2010). Aunque este estudio no demuestra de forma directa algún rol causal, da pie a que el 

tema sea sometido a mayor investigación, para definir si efectivamente la bacteria induce la 

expresión de uPAR.   

Con el fin de dilucidar el papel de H. pylori en la inducción de uPAR, varios 

estudios han utilizado sistemas in vitro de líneas celulares de CG co-cultivadas con la 

bacteria. En algunos de estos se ha demostrado el papel de las cepas cagA + de H. pylori en 

el aumento de la expresión de uPA y uPAR en células de CG; evidenciando un posible 

papel inductor de la bacteria en la expresión de ARNm de estas moléculas (Kim et al., 

2005; Iwamoto et al., 2008). Más recientemente, se investigó la posible relación entre H. 

pylori y uPAR haciendo uso de un modelo animal de carcinogénesis gástrica (Alpízar-

Alpízar et al., 2013). De acuerdo con esta investigación, la expresión de uPAR en las 
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células foveolares del epitelio gástrico es inducida muy tempranamente en el curso de la 

infección de la bacteria; y además esta expresión aumenta de manera progresiva en función 

del tiempo de infección (Alpízar-Alpízar et al., 2013). Estos resultados apuntan a que H. 

pylori puede estimular la expresión de uPAR, y bajo ciertas circunstancias, puede potenciar 

el desarrollo de condiciones patológicas gástricas que eventualmente lleven a la neoplasia 

del tejido gástrico. Aunque existe evidencia importante que ha logrado establecer una 

relación entre la bacteria y la expresión de uPAR, aún no está claro si es una relación 

directa, provocada por la bacteria per se, o si es la respuesta inflamatoria que induce la 

infección por H. pylori la que está implicada en los mecanismos que desencadenan la 

expresión de uPAR en epitelio gástrico sano. 

uPA al igual que uPAR, ha sido sugerido como biomarcador pronóstico en varios 

tipos de cáncer, donde altos niveles indican un mal pronóstico (Ji et al., 2005; Lund et al., 

2011). La actividad catalítica de uPA permite además de la activación, el clivaje de uPAR, 

el cual tiene tres dominios conocidos como uPAR (I), uPAR (II) y uPAR (III). La 

liberación de uPAR (I) producto de este clivaje, hace que éste viaje como un componente 

soluble en sangre. Este dominio uPAR (I) soluble también suele ser utilizado como 

marcador y a la vez permite una medida indirecta de la actividad de uPA, ya que refleja su 

actividad catalítica (Lund et al., 2011). 

Estudios preliminares de expresión de uPA en CG indican que hay un aumento de 

su expresión durante la progresión e invasión del cáncer (Alpízar-Alpízar et al., 2018). De 

igual forma en casos de CG, hay expresión de uPA en macrófagos, miofibroblastos y en 

células endoteliales gástricas, adicional a las células de cáncer (Alpízar-Alpízar et al., 

2018). En cuanto a la relación entre uPA y la presencia de H. pylori, hay evidencia que 

sugiere la inducción de uPA por la bacteria, aunque esta relación no es tan sólida como la 

de su receptor (Kim et al., 2005). 

 

Metaloproteinasas de matriz extracelular en cáncer gástrico 

Otra familia de proteasas involucradas en la remodelación de la matriz extracelular 

es la de las MMPs. Esta familia comprende más de 23 endopeptidasas dependientes de zinc, 
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capaces de degradar casi cualquier proteína de la matriz extracelular (Koskensalo et al., 

2010). Las MMPs son sintetizadas inicialmente como zimógenos (pro-MMPs) y al ser 

liberadas al espacio extracelular son activadas por otras proteasas, incluyendo a la plasmina 

e inclusive las mismas MMPs. Las MMPs están involucradas en muchos procesos 

biológicos no patológicos, incluyendo cicatrización de heridas, remodelación de tejido y 

desarrollo embrionario (Koskensalo et al., 2010). Éstas, sin embargo, también tienen un 

papel importante en la invasión y metástasis de cáncer, por medio de la degradación de 

tejido conectivo, membranas basales y matriz estromal; ya que como resultado de la 

degradación de la matriz extracelular se liberan una serie de factores que potencian el 

crecimiento, la proliferación y la angiogénesis, que facilitan el crecimiento y progresión 

tumoral (Kessenbrock et al., 2010; Koskensalo et al., 2010). Además, la expresión elevada 

de ciertas MMPs se ha relacionado con algunos parámetros clínico-patológicos en varios 

tipos de cáncer, entre ellos estadios tumorales avanzados y baja sobrevida de los pacientes 

(Sier et al., 1996; Waas et al., 2002; Kessenbrock et al., 2010). 

Dentro de las MMPs, la MMP-7 también llamada matrilisina, es un miembro muy 

activo de la familia de MMPs. Posee una amplia actividad proteolítica y es capaz de activar 

a otras metaloproteinasas, como la MMP-2 y la MMP-9, las cuales también han sido 

implicadas en tumorogénesis y metástasis (Scorilas et al., 2001; Chung et al., 2004). En 

contraste con otras MMPs que se expresan normalmente en células estromales, la MMP-7 

es expresada principalmente en células tumorales, lo que la hace una proteína interesante de 

estudiar en el contexto de la biología del cáncer. (Crawford et al., 2003; Koskensalo et al., 

2010). Otra característica que hace relativamente única a MMP-7 es que ésta es 

principalmente producida por células epiteliales (Odgen, et al., 2010). 

De igual forma que con uPAR y su ligando uPA, la MMP-7 ha demostrado ser un 

potencial biomarcador en CG (Soleyman-Jahi et al., 2015). Koskensalo y colaboradores 

(2010) encontraron una correlación significativa entre la expresión elevada de MMP-7 en 

tejido de CG y la baja sobrevida de los pacientes. La expresión de esta proteasa también ha 

mostrado ser mayor en tejido tumoral de pacientes con CG que en la mucosa gástrica 

normal. Además, hay diferencia en los niveles de expresión de esta MMP según el subtipo 

histológico de CG, presentándose mayores niveles de expresión en el tipo difuso que en el 
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intestinal (Kitoh et al., 2004; Kuang et al., 2013); no obstante, existe alguna controversia 

respecto a dicha observación, ya que algunos autores reportan lo opuesto, encontrando 

mayor expresión de MMP-7 en el subtipo intestinal (Yamashita et al., 1998; Lee et al., 

2006). La sobreexpresión de MMP-7 en pacientes con cáncer ha demostrado ser relevante 

para la invasión y metástasis, y ha sido correlacionada con el estadio del GC (Kuang et al., 

2013). También se ha reportado que la MMP-7 inhibe la apoptosis de células cancerosas, 

reduce la adhesión celular e induce la angiogénesis, todo esto fomentando el potencial 

invasivo del cáncer (Aihara et al., 2006; Okayama et al., 2009; Yeh et al., 2010). 

Adicionalmente, la proteína MMP-7 puede ser inducida como respuesta a una 

variedad de estímulos, dentro de los que destaca el contacto bacteriano con las células. 

Distintas bacterias, como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas 

aeruginosa, Bacteroides thetaiotaomicron y H. pylori han demostrado ser inductoras de 

una expresión aumentada y sostenida de MMP-7 (Crawford et al., 2003). Además de 

mostrar un aumento transcripcional en células que entran en contacto directo con bacterias, 

otro de los factores que convierte a la MMP-7 en un atractivo blanco para su estudio en CG 

es que es la única MMP que se expresa principalmente en tejido epitelial bien diferenciado, 

lo cual es directamente relevante para el CG; ya que en el contexto de la infección por H. 

pylori, la adherencia de esta bacteria a células epiteliales es primordial para la inducción de 

inflamación gástrica (Wroblewski et al., 2003). 

Varios autores han reportado que H. pylori es capaz de inducir la expresión de 

MMP-7 en células epiteliales gástricas cultivadas in vitro (Crawford et al., 2003; 

Wroblewski et al., 2003; Ogden et al., 2008). Interesantemente, los niveles de expresión de 

MMP-7 inducida por esta bacteria son significativamente mayores al compararse con otras 

bacterias que también logran inducirla (Crawford et al., 2003). En un estudio con tejido 

gástrico humano, se determinó que las cepas cagA+ de H. pylori en particular son las que 

inducen la expresión de la MMP-7; donde un 80% de las personas infectadas con estas 

cepas expresan MMP-7, mientras que ésta no se expresa del todo en los pacientes no 

infectados o infectados con cepas negativas para este factor de virulencia (Crawford et al., 

2003). Por lo tanto, la virulencia de la cepa de H. pylori parece ser relevante en esta 

inducción. 
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Algunos estudios han sido llevados a cabo con animales experimentales con el fin 

de elucidar el papel de H. pylori en la inducción de la MMP-7 in vivo. Odgen et al. (2010) 

reportaron que la inflamación provocada por este microorganismo en la mucosa gástrica es 

más severa en ratones knockout para MMP-7, comparado a sus controles wildtype; mientras 

que los altos niveles de ésta protegen el tejido gástrico de la infección bacteriana. Por 

consiguiente, los ratones deficientes de MMP-7 muestran estados de inflamación crónica 

más severa que los silvestres, y mayor cantidad de células T y B infiltradas en tejido 

gástrico. Además, en este mismo estudio, se demostró que los ratones deficientes de esta 

enzima proteolítica infectados con H. pylori presentaban mayores niveles de proliferación y 

apoptosis, en comparación con los silvestres infectados y los deficientes no infectados.  

En concordancia con lo anterior, Wroblewski et al. (2003) plantean la hipótesis de 

que la inducción de MMP-7 en respuesta a la infección con H. pylori es un mecanismo de 

defensa del hospedero; como parte de una estrategia para mantener la integridad del epitelio 

por el daño que pueda ocasionar la bacteria. Sin embargo, también plantean que su 

inducción prolongada podría iniciar a largo plazo, eventos que aceleren la transformación 

maligna y faciliten el desarrollo de la neoplasia gástrica (Wroblewski et al., 2003). Se ha 

reportado que la sobre-expresión de MMP-7 facilita la degradación de factores pro-

apoptóticos, lo que propiciaría la preservación de las células que presentan daños en el 

ADN, contribuyendo así con la formación de tumores (Mitsiades et al., 2001; Vargo-

Gogola et al., 2002). Todos estos resultados dan mayor fuerza a la hipótesis planteada 

anteriormente, ya que apoyan el rol protector de MMP-7 contra la infección, pero también 

dejan en evidencia el papel de la MMP-7 en la apoptosis, donde deficiencias de ésta 

aumentan eventos apoptóticos y su sobre-expresión los reduce (Odgen et al., 2010). 

Aunque la expresión elevada de MMP-7 puede representar un mecanismo de 

defensa en las fases tempranas de la carcinogénesis gástrica, la expresión sostenida como 

resultado de la infección persistente por H. pylori convierte a esta proteasa en un factor que 

va en contra de la integridad del epitelio gástrico. También se especula que MMP-7 podría 

estar relacionada con la adherencia de H. pylori a las células epiteliales gástricas. Esto 

podría contribuir a explicar por qué esta bacteria induce MMP-7, ya que la adherencia es 

fundamental para que este microorganismo colonice eficientemente la mucosa gástrica 
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(Wroblewski et al., 2003). Esta hipótesis es apoyada por estudios inmunohistoquímicos que 

encuentran a la MMP-7 localizada en la superficie de las células epiteliales gástricas en 

pacientes con CG (Odgen et al., 2010). Estos hallazgos, en conjunto, apuntan a que la 

expresión de MMP-7 puede conferir un mayor riesgo para el desarrollo del CG, asociado a 

la presencia de H. pylori.  

Importancia de uPA, uPAR y MMP-7 en cáncer gástrico 

La importancia de uPA, uPAR y MMP-7 como biomarcadores pronósticos para CG, 

según estudios pre-clínicos ya discutidos, hace de éstos blancos importantes para el 

desarrollo de fármacos que logren reducir, o al menos estabilizar el tamaño del tumor y su 

agresividad. De este modo el estudio de estas moléculas, así como de los mecanismos 

moleculares que explican la posible inducción de estas moléculas en respuesta a H. pylori y 

sus implicaciones en la patogénesis del CG, serían de relevancia y podrían tener un impacto 

clínico, sobre todo de prevención. Lo anterior es particularmente importante en poblaciones 

como la costarricense, donde la prevalencia de la bacteria en la población es superior al 

75% (Sierra et al., 1992; Sierra et al., 2006; Sierra et al., 2008). El uso de plataformas in 

vitro, como la que se usa en este estudio, y de otras especies del género Helicobacter 

permite esclarecer una interrogante muy importante, que a la fecha no ha sido explorada: si 

la inducción de estas proteínas en el epitelio gástrico es específica para H. pylori, o si otras 

bacterias de este género son capaces de inducir el mismo fenómeno. 

 

Helicobacter felis en estudios de cáncer 

H. felis es una bacteria gram negativa, pariente cercana de H. pylori, que coloniza 

naturalmente la mucosa gástrica de gatos y perros. Sin embargo, debido a su capacidad de 

producir inflamación severa y persistente en ratones de laboratorio, ésta ha sido muy 

utilizada experimentalmente como un modelo equivalente al de H. pylori en humanos (Lee 

et al. 1990). H. felis ha sido ampliamente utilizada para generar modelos murinos altamente 

reproducibles de patologías gástricas, incluyendo la gastritis crónica (Lee, et al., 1990; Lee, 

et al., 1993), gastritis atrófica (Fox, et al., 2000), linfoma (Enno, et al., 1995; Enno, et al., 

1998) y adenocarcinoma (Fox, et al., 2002). Esta bacteria comparte algunos factores de 
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virulencia con H. pylori, mas no cuenta con el gen vacA, ni con la isla cagPAI; por lo que 

es una bacteria tanto VacA como CagA negativa (Arnold et al., 2011). 

 

Sistema in vitro vs. in vivo 

Las células AGS son ampliamente utilizadas en ensayos in vitro para el estudio de 

varios eventos del desarrollo y progresión del CG (Shirin et al., 1999; Kim et al., 2004, Li 

et al., 2013). Esta línea celular permite evaluar los efectos de distintos agentes de forma 

controlada, excluyendo prácticas invasivas en humanos. Nuevas posibilidades de blancos 

terapéuticos han surgido del estudio de enfermedades complejas como el cáncer en modelos 

in vitro (Lovitt et al., 2014). De igual forma, se han esclarecido los mecanismos para 

diversos agentes involucrados en el desarrollo y/o progresión del CG, algunos involucrando 

a H. pylori (Xia et al., 2012; Bessède et al., 2013), lo que ha contribuido al entendimiento 

de esta patología. 

En el caso de H. pylori y el CG, ya se ha observado que hay relación en los niveles 

de expresión de uPAR, uPA y MMP7 con la presencia de la bacteria; sin embargo, no está 

claro si esta inducción es directamente asociada la bacteria, o a la respuesta inflamatoria 

que ésta desencadena. Al utilizarse un sistema de infección in vitro, la respuesta de las 

células inflamatorias a la bacteria no ocurre. De esta forma, se excluye el factor inflamación 

del modelo, limitándose únicamente a la producción de algunos mediadores de la respuesta 

inmune por parte de las células. Este sistema permite también estudiar la infección de las 

células por parte de otras especies de Helicobacter, como lo es H. felis, que no ha sido 

estudiado en el contexto de la inducción de uPAR, uPA y MMP7 en células humanas. Sin 

embargo, Conlin y colaboradores (2004) sí utilizaron esta especie, junto con H. pylori, para 

infectar células derivadas de estómago (NCI-N87) y evaluar si la expresión de varios genes 

cambiaba significativamente entre ambas especies; esto con el fin de determinar si la 

expresión de dichos genes era un fenómeno generalizado en respuesta a una infección 

bacteriana del género o exclusiva de H. pylori. En resumen, el modelo in vitro utilizado en 

el presente proyecto podría ser una valiosa herramienta para dilucidar si la inducción de 

uPAR, uPA y MMP7 es directamente producida por H. pylori, si puede ser inducida por 
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otras bacterias del género, y si las células inflamatorias son o no necesarias en este 

fenómeno.  
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Objetivos  

 

Objetivo general: 

 

 Determinar la expresión de genes involucrados en remodelación de tejido en 

respuesta a la infección por especies de bacterias del género Helicobacter en un 

sistema de cultivo in vitro, para entender fenómenos relacionados con la etiología 

del cáncer gástrico. 

 

Objetivos específicos: 

 

 Cuantificar la expresión relativa a nivel de ARNm para los genes PLAUR, PLAU y 

MMP-7, en células AGS co-cultivadas con Helicobacter pylori a diferentes 

intervalos de tiempo. 

 

 Cuantificar la expresión relativa a nivel de ARNm para los genes PLAUR, PLAU y 

MMP-7, en células AGS co-cultivadas con Helicobacter felis a diferentes intervalos 

de tiempo. 

 

 Comparar la expresión de los genes PLAUR, PLAU y MMP-7 para determinar 

posibles diferencias en la cinética de expresión de ARNm en células AGS co-

cultivadas con H. pylori, versus las co-cultivadas con H. felis. 
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Metodología 

 

Los experimentos se realizaron en los laboratorios del Programa de Epidemiología del 

Cáncer, del INISA, Ciudad de la Investigación, Universidad de Costa Rica. Todos los 

experimentos realizados con la línea celular AGS, fueron hechos a partir de ARNs 

almacenados, provenientes de infecciones previas de otros proyectos de investigación del 

Programa de Epidemiología del Cáncer.  

 

 Línea celular y condiciones de cultivo:  

 

Se trabajó con la línea celular AGS, derivada de adenocarcinoma gástrico 

humano de tipo difuso (CRL-1739), adquirida de ATCC (American Type Culture 

Collection), la cual es ampliamente utilizada en estudios de este tipo (Wroblewski et 

al., 2010; Alpízar-Alpízar et al., 2013). El cultivo celular se realizó en frascos de 

cultivo de 25 cm2 con 6 mL de medio RPMI 1640 (Gibco Life Technologies), 

suplementado con 1% de antibióticos penicilina-streptomicina y 10 % de suero fetal 

bovino (SFB, Gibco Life Technologies). Para cada experimento se realizaron 

cultivos durante una semana a 37° C y 5% de CO2 en una atmósfera humidificada. 

Posteriormente se despegaron las células con tripsina, se contaron con una cámara 

de Neubauer y se sembraron un total de 400 000 células en placas de seis pozos de 2 

cm2. Los experimentos se realizaron en aquellos cultivos en los que se observó una 

monocapa celular con al menos un 90% de confluencia. Todas las líneas celulares 

empleadas en esta investigación se utilizaron entre los pasajes 5-8. 

En el caso de las líneas celulares MKN-45 y MKN-74, se empleó la misma 

metodología de cultivo, con la diferencia de que se utilizó TryPld para despegar las 

células de la placa. Adicionalmente, para realizar el conteo y la estimación de 

células a sembrar en cada pozo se utilizó azul de tripán. Este reactivo tiñe de azul 

las células muertas y de esta forma permite realizar una estimación más precisa de 

la cantidad de células viables a utilizar en el experimento. Finalmente, se sembraron 
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un total de 300 000 células MKN-45 en cada pozo de las placas y 400 000 células 

MKN-74. 

 Cultivo bacteriano y condiciones:  

 

           Para el cultivo de la especie H. pylori se utilizó la cepa 26695 (KE26695; 

cagA+ y VacA s1m1) obtenida de ATCC y la cepa 7.13 donada por el Dr. Richard 

M. Peek Jr, director de la División de Gastroenterología del Centro Médico de la 

Universidad de Vanderbilt. Adicionalmente se empleó la cepa SS1, utilizada en 

modelos murinos, cagA+ y con VacA s2m2 (van Doorn, et al., 1999; Ayraud, 

Janvier & Fauchère, 2002), sin embargo aunque esta cepa produce la proteína 

CagA, ésta no es translocada a las células, pues su sistema de secreción tipo IV no 

es funcional (Lee, et al., 1997; Eaton, et al., 2001; Crabtree, Ferrero & Kusters, 

2002). Para la especie H. felis se utilizó la cepa CS1, la cual es CagA- y VacA-

negativa. Tanto las cepas bacterianas SS1 como la CS1 fueron donadas por el Dr. 

James G. Fox, profesor y director de la División de Medicina Comparativa y 

profesor en el Departamento de Ingeniería Biológica, en el Instituto Tecnológico de 

Massachusetts (MIT). En ambos casos, las bacterias fueron cultivadas en placas 

agar-sangre de oveja o caballo a 37°C, bajo un ambiente microaerofílico (5% O2, 

10% CO2 y 85% N2) durante una semana. Para todos los experimentos de infección 

realizados se utilizaron bacterias cultivadas en pasajes tempranos. 

 

 

 Co-cultivos de línea celular con bacterias Helicobacter spp:  

 

          Las células AGS fueron co-cultivadas con H. pylori o con H. felis. Tres horas 

previas a la infección, se removió el medio de las células y se realizaron lavados del 

cultivo con PBS 1X para eliminar cualquier resto de antibiótico. Posteriormente, las 

células se mantuvieron en medio RPMI simple (libre de antibióticos y SFB) para 

realizar la infección con las bacterias. Las bacterias se recolectaron de las placas de 

cultivo en 1 mL PBS 1X con ayuda de un raspador y se estimó la densidad óptica a 

600nm en un biofotómetro Eppendorf. Para todos los co-cultivos, H. pylori se 

añadió a las células en una relación bacteria:célula de 100:1, lo cual corresponde a 
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un MOI (multiplicity of infection) fijo de 100, mientras que H. felis fue añadida a un 

MOI de 25. El MOI para H. felis se definió luego de haber realizado experimentos 

de cultivo a distintos MOI y observar la tasa de crecimiento de esta bacteria.  

          Cada experimento se realizó por triplicado experimental para cada cepa 

bacteriana de H. pylori, mientras que para la bacteria H. felis se realizaron dos 

experimentos completos de infección. El control negativo corresponde a células 

AGS que no fueron co-cultivadas con las bacterias. Los co-cultivos fueron 

detenidos a las 3, 6, 12, 18, 24 y 36 horas post-inoculación de las células, con la 

intención de analizar la cinética de expresión de los tres genes a estudiar. Se 

realizaron un total de ocho experimentos independientes de infección en la línea 

celular AGS.  

         Por otro lado, las células MKN-45 y MKN-74 fueron co-cultivadas con H. 

pylori cepa 7.13. Tres horas previas a la infección, se removió el medio de las 

células y se realizaron lavados del cultivo con PBS 1X para eliminar cualquier resto 

de antibiótico. Posteriormente, las células se mantuvieron en medio RPMI simple 

con vancomicina, para realizar la posterior infección con las bacterias. Las bacterias 

se recolectaron de las placas de cultivo en 1 mL PBS 1X con un raspador y se 

estimó la densidad óptica a 600nm en un biofotómetro Eppendorf. Para todos los 

co-cultivos, esta cepa se añadió a las células en un MOI fijo de 50.  

Es importante mencionar que los experimentos con las líneas celulares MKN-45 y 

MKN-74 no estaban contemplados inicialmente en los objetivos de esta 

investigación. Estas células fueron obtenidas en un punto avanzado del proyecto; a 

pesar de esto, se decidió incluirlas para evaluarlas de forma preliminar como 

modelos in vitro. Por esta razón, únicamente se presentan experimentos 

preliminares de cinética de expresión para los genes en estudio. Tras analizar la 

expresión basal de los genes en ambas líneas celulares, se decidió continuar los 

experimentos de infección únicamente con la línea MKN-45. En este caso, se 

realizaron dos experimentos de infección independientes, donde cada una de las 

muestras se realizó por triplicado biológico. Los co-cultivos fueron detenidos a las 

2, 4 y 24 horas post-inoculación de las células.  
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 Extracción de ARN:  

 

Se utilizó el total del material contenido en cada pozo después de las 

infecciones. El ARN celular y bacteriano total fue extraído con TRIzol Reagent 

(Ambion), según las indicaciones del fabricante. Las concentraciones obtenidas 

fueron cuantificadas por medio de un Nanodrop, y los ácidos nucleicos extraídos 

fueron almacenados a -80 °C hasta su posterior utilización. 

 

 

 Síntesis de ADNc de ARNs totales y PCR tiempo real: 

 

         El total de ARN extraído fue utilizado para la síntesis de ADNc por una 

transcripción reversa utilizando el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems), según las indicaciones del fabricante. Las condiciones de 

amplificación empleadas fueron las siguientes: 70°C durante 10 minutos, 50°C por 

60 minutos y por último 85°C durante 5 minutos. Como verificación del proceso, 

los productos de las retrotranscripciones fueron corridos en geles de agarosa al 1% 

en geles pre-teñidos con Gel Red y fueron visualizados en un transiluminador de luz 

UV. El ADNc obtenido se sometió a una qRT-PCR con sondas Taqman (Applied 

Biosystems) para cada gen (Cuadro I), en un equipo Step One Plus de PCR en 

Tiempo Real, Applied Biosystems. Cada muestra se amplificó con tres réplicas 

técnicas en cada placa de PCR para el caso de los experimentos con las células 

AGS, mientras que las células MKN-45 fueron realizadas por duplicado técnico. La 

reacción de qRT-PCR fue realizada con un volumen final de 10 µL, el cual contenía 

0.5 µL de ADNc, 5 µL de Taqman Master mix, 0.5 µL de sonda y 4 µL de H2O 

libre de ARNasas en el caso de los experimentos con las células AGS. Para los 

experimentos con la línea celular MKN-45 se utilizaron 3 µL de ADNc, 5 µL de 

Taqman Master mix, 0.5 µL de sonda y 1.5 µL de H2O libre de ARNasas. Las 

condiciones de amplificación empleadas fueron las siguientes: 50° C para la 

desnaturalización inicial durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 

desnaturalización a 95° C por 10 minutos y para el acoplado de las sondas 60° C por 

1 minuto. La expresión de los genes fue normalizada con el gen de referencia 
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GAPDH. La expresión de los genes en las células infectadas versus las no infectadas 

se comparó mediante el método 2–ΔΔCt.  

Cuadro I. Código de identificación de las sondas Taqman (Thermo Fisher Scientific) 

utilizadas para cada gen de estudio y tamaños de los amplicones obtenidos en la RT-qPCR 

Gen ID Longitud producto (pb) 

PLAU (uPA) Hs01547054_m1 61 

PLAUR (uPAR) Hs00958880_m1 63 

MMP7  Hs01042796_m1 64 

GAPDH Hs02786624_g1  157 

 

 Análisis estadístico:  

 

          Cada muestra fue realizada por triplicado técnico en la qRT-PCR, por lo que 

los ciclos umbral o Cts obtenidos para cada muestra fueron promediados. El ΔCt y 

el ΔΔCt se calcularon a partir del valor Ct obtenido. Se realizó una prueba de 

Wilcoxon para comparar los niveles de expresión relativa obtenidos para cada gen y 

para cada tiempo de infección versus los obtenidos en las células sin infectar 

normalizadas con el gen referencia. Adicionalmente, se realizaron pruebas 

estadísticas de Kruskal-Wallis mediante el programa estadístico GraphPad Prism 7 

para comparar los niveles de expresión relativa del gen según su cinética de 

expresión en el tiempo.  Por medio de estos análisis se permite conocer si las 

mediciones relativas de expresión de los genes son significativamente distintas 

según la cepa bacteriana a la que están expuestas las células y al tiempo de 

infección; y así evidenciar si es H. pylori específicamente la que logra inducir o 

aumentar la expresión de estos genes en las líneas celulares estudiadas. 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/ge/Hs02786624_g1?CID=&ICID=
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Resultados   

 

Cinética de expresión de PLAUR en respuesta a la infección con Helicobacter pylori 

Los resultados de cinética de expresión del ARNm para el gen PLAUR en células AGS co-

cultivadas con la cepa 26695 de H. pylori se muestran en la figura 1.  La expresión de 

PLAUR en los diferentes tiempos del ensayo cinético fue siempre cercana al valor de 

referencia del gen GAPDH. Aunque a las 12 horas post-infección hay un aumento en la 

expresión relativa, con una expresión 1.45 veces mayor que el gen de referencia, éste no 

alcanzó significancia estadística (p>0.05). 

 

 

Figura 1. Cinética de expresión del gen PLAUR en la línea celular AGS para 

diferentes tiempos de infección con la bacteria H. pylori cepa 26695. La línea punteada 

representa el valor referencia de la expresión relativa del gen GAPDH. 

 

En el caso de la cepa SS1 de H. pylori, no hay inducción en la expresión de PLAUR 

en ningún tiempo post-infección con la bacteria (p>0.05; Fig. 2). Aunque se observa que a 

las 3 horas post-infección la expresión de PLAUR disminuye, esta disminución no es 

estadísticamente significativa (p= 0.12).  Juntos, estos resultados indican que la infección 
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con H. pylori no produjo cambios significativos en la expresión del gen PLAUR, en células 

AGS.  

  

 

Figura 2. Cinética de expresión del gen PLAUR en la línea celular AGS co-cultivada 

con la cepa SS1 de H. pylori. La línea punteada representa el valor referencia de la 

expresión relativa del gen GAPDH. 

 

Cinética de expresión de PLAU y MMP7 en respuesta a la infección con Helicobacter 

pylori 

No se observó expresión de los genes PLAU y MMP-7 de forma basal en las células 

AGS control. Éstos tampoco fueron expresados cuando las células fueron co-cultivadas con 

las cepas 26695 o SS1 de H. pylori.  

 

 Cinética de expresión de PLAUR en respuesta a la infección con Helicobacter felis 

Los resultados de los ensayos cinéticos con la bacteria H. felis demostraron que ésta 

aumenta de forma evidente la expresión de PLAUR a las 36 horas post-infección (Fig. 3). 

Debido a que para esta cepa bacteriana únicamente se realizaron dos réplicas 
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experiementales de infección, no fue posible realizar pruebas estadísticas que evalúen la 

significancia de esta observación. Sin embargo, se observó que la expresión de PLAUR 

aumentó 12.89 veces con respecto al gen de referencia tras la infección con H. felis a las 36 

horas post-infección. 

 

 

Figura 3. Cinética de expresión del gen PLAUR para dos experimentos de infección en 

la línea celular AGS co-cultivada con la bacteria H. felis. La línea punteada representa el 

valor referencia de la expresión relativa del gen GAPDH. 

 

Expresión de PLAUR, PLAU y MMP7 en las líneas celulares de cáncer gástrico MKN-

45 y MKN-74 

Como experimentos adicionales a los realizados con la línea AGS, se realizaron 

análisis preliminares de la expresión de PLAUR, PLAU y MMP-7 en las líneas MKN-45 y 

MKN-74. La evaluación de nuevas líneas celulares, y cepas bacterianas se realizó con la 

intención de explorar alternativas para el establecimiento de un modelo in vitro más 

adecuado para el estudio de estos genes. Primeramente, se realizaron experimentos de 

optimización en los que solamente se cuantificó la expresión basal de PLAUR, PLAU y 

MMP-7 en las células MKN-45 y MKN-74 no infectadas a las 24 horas de cultivo. 
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Adicionalmente, se probaron distintas concentraciones de ADNc al realizar la PCR en 

tiempo real; con el fin de definir cuál concentración es más adecuada para el estudio de la 

cinética de expresión de dichos genes. Específicamente, se utilizaron concentraciones de 5, 

10 y 15 ng/µL de ADNc para cada muestra; excepto en el caso del gen de referencia 

GAPDH, para el cuál únicamente se utilizó la concentración de 5 ng/µL.  

Los resultados de expresión basal para los genes en estudio evidenciaron el 

potencial de la línea celular MKN-45 para el desarrollo de un modelo in vitro adecuado 

para los genes en estudio, ya que ésta expresa tanto a PLAUR, PLAU y MMP-7 de forma 

basal. Adicionalmente, este experimento preliminar permitió concluir que de las 

concentraciones utilizadas, la concentración de 15 ng/µL de ADNc fue la más adecuada 

para realizar la PCR en tiempo real. Lo anterior, debido a que esta concentración evidenció 

valores de ciclos umbrales más tempranos en los genes en estudio al comparar con las 

demás concentraciones empleadas. Por su parte, al analizar los ciclos umbral de expresión 

para los genes estudiados en la línea celular MKN-74, se observó que ésta no presenta 

expresión basal para el gen MMP-7. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se 

decidió continuar con los experimentos de infección únicamente en la línea MKN-45. 

Una vez realizados los experimentos de optimización mencionados, se realizaron 

experimentos piloto con la línea celular MKN-45 co-cultivada con la cepa 7.13 de H. pylori 

(cagA+). Esto con el objetivo de determinar la expresión relativa para PLAUR, PLAU y 

MMP-7 tras la infección a las 2, 4 y 24 horas post-infección. Al ser un experimento piloto, 

estos tiempos de co-cultivo fueron seleccionados inicialmente para conocer de forma 

general sobre la cinética de expresión de los genes, sin embargo de acuerdo a los resultados 

de cinética de expresión obtenidos se podrían desarrollar futuros estudios en donde se 

evalúen mayor cantidad de tiempos de infección  o tiempos intermedios.  

En este caso, la cepa 7.13 de H. pylori logró evidenciar la inducción del fenotipo 

colibrí en este modelo (Fig 4.). Estos cambios morfológicos también fueron evidenciados 

tras las infecciones de las células AGS con las cepas 26695 y SS1 de H. pylori, mientras la 

infección con H. felis no mostró estos cambios de morfología celular. (Wendy Malespín, 

datos del proyecto 742-B1-158, Programa de Epidemiología del Cáncer, INISA). 

Adicionalmente, se determinó que la expresión de los genes PLAUR y PLAU aumenta de 
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forma significativa a las 24 h de infección (p <0.05) en respuesta a la infección con la cepa 

7.13 de H. pylori; mostrando un incremento de 4.45 veces para PLAUR y 5.32 veces para 

PLAU con respecto a las células control no infectadas (Fig 5). Por su parte, la expresión del 

gen MMP7 se mantuvo en niveles basales y no fue sobre-regulada por la infección en 

ninguno de los tiempos estudiados (p>0.05 (Fig 5). 

 

 

Figura 4. Inducción del fenotipo “colibrí” en células MKN-45 tras la infección 

con la cepa 7.13 de H. pylori. El fenotipo colibrí fue observado a las 24 horas de infección 

en el modelo in vitro empleado. La tercera columna representa la imagen magnificada de 

las 24 horas de infección para permitir un mejor detalle de la morfología celular inducida. 

Microscopio invertido Olympus CKX41, magnificación: 100X. 
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Figura 5. Expresión relativa para los genes PLAUR, PLAU y MMP-7 en la línea 

celular MKN-45 a distintos tiempos de infección con la cepa 7.13 de H. pylori. La línea 

punteada representa el valor referencia de la expresión relativa del gen GAPDH. 
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Discusión 

 

La remodelación de la matriz extracelular (MEC) es un proceso fundamental para 

que ocurra la invasión y posterior metástasis en cáncer (Hanahan y Weinberg, 2011), por lo 

que es crucial comprender cuáles factores pueden potenciar este proceso y, eventualmente, 

cómo prevenirlo o atenuarlo. El objetivo de esta investigación se centró en determinar si la 

bacteria H. pylori es capaz de inducir por sí sola la expresión de tres genes involucrados 

con la remodelación de la MEC en líneas celulares de CG; para conocer un poco más sobre 

la participación de esta bacteria en la etiología de la enfermedad. Según los resultados 

obtenidos en esta investigación, H. pylori produjo una inducción de los genes PLAU y 

PLAUR tras 24 horas de infección en la línea celular MKN-45. Si bien estos son resultados 

preliminares, evidencian que la presencia per se de la bacteria es suficiente para producir 

esta inducción, sin embargo, no se puede concluir que la respuesta inflamatoria contra H. 

pylori no sea un evento fundamental en la inducción de estos genes. Al igual, esta 

investigación preliminar sugiere que el estudio in vitro con células no es el más adecuado 

para abordar sistemáticamente la cinética de expresión de los factores implicados en la 

remodelación de tejido aquí estudiados. 

La inducción de la expresión del gen PLAUR por cepas de H. pylori ha sido 

reportada en varios estudios con sistemas de cultivo in vitro. Por ejemplo, Kim y 

colaboradores (2005) encuentran una inducción en la expresión de ARNm de uPAR en la 

línea celular de CG AGS, tras cuatro horas de infección con las cepas 26695 y J99; ambas 

CagA+ y con genotipo s1m1 para vacA. Específicamente, al infectar con la cepa 26695 se 

observó un aumento en la expresión relativa de PLAUR de alrededor de 4.5 veces con 

respecto las células sin infectar. Cabe resaltar que la metodología para cuantificar los 

niveles de expresión en este caso fue de forma indirecta, mediante la determinación de la 

actividad de luciferasa posterior a la transfección de células AGS con constructos 

promotor-reportero (pGL3–uPAR) del gen humano de uPAR y el gen de la luciferasa.  

Resultados similares al anterior se han encontrado con otras líneas celulares y cepas 

bacterianas. Un estudio que utilizó células MKN-45 infectadas con la cepa NCTC11637 de 

H. pylori (CagA+), demostró que la expresión de PLAUR aumentaba 3 veces a las 4 horas 
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de post-infección (Iwamoto, et al., 2008). Este resultado apoya la idea de que las cepas de 

H. pylori positivas para CagA son capaces de inducir la expresión de este gen relacionado 

con agresividad y metástasis en cáncer. Sin embargo, otros estudios han concluido que H. 

pylori es capaz de inducir la expresión de la proteína uPAR en distintas líneas celulares sin 

importar el estatus de CagA de la cepa (Alpízar et al., 2013). En esta última investigación, 

las líneas celulares AGS fueron infectadas con las cepas J99 (CagA+) y SS1, que como ya 

se mencionó posee un T4SS no funcional. En este caso, la expresión de uPAR se determinó 

por medio de Western Blots y se determinó que ambas cepas lograban inducir la expresión 

de la proteína luego de 6 horas de co-cultivo (Alpízar et al., 2013).  

A pesar de los resultados obtenidos en los estudios anteriormente discutidos, las 

diferencias metodológicas, las líneas celulares y las cepas bacterianas utilizadas, son 

factores que juegan un papel importante en el establecimiento de modelos para estudios de 

la cinética de expresión de un gen. Si bien en estas investigaciones experimentales 

anteriormente mencionadas no se estableció la cinética de expresión del gen PLAUR, los 

modelos cinéticos requieren de estandarizaciones más rigurosas que permitan obtener 

resultados comparables a través del tiempo. Los resultados obtenidos en esta investigación 

evidencian que sí hay expresión basal del gen PLAUR en la línea celular AGS, sin 

embargo, no se observa una inducción en su expresión por causa de H. pylori. 

Adicionalmente, las grandes desviaciones obtenidas a la hora de promediar los resultados 

obtenidos en los experimentos con las cepas evidencian la necesidad de realizar mayor 

cantidad de experimentos para este modelo de co-cultivo. 

El hecho de no haber encontrado diferencias en expresión con las células AGS, tras 

la infección con las cepas estudiadas de H. pylori, evidencia la necesidad de incluir mayor 

cantidad de cepas bacterianas en el estudio. De igual forma, para evaluar de forma más 

amplia la patogenicidad, deberían de incluirse cepas que no presenten el gen cagA. Otro 

factor a considerar en un futuro estudio, es la variabilidad que puede existir entre una cepa 

y otra, adicional a los factores de virulencia específicos; por lo que el uso de cepas 

isogénicas o mutantes para estudiar el rol de factores de virulencia puntuales, es una de las 

posibilidades que permitiría analizar aspectos específicos de la patogénesis de H. pylori y 

en este caso específico, determinar si la expresión de PLAUR se relaciona o no a 
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características particulares de la bacteria. Asimismo, el uso de otras líneas celulares, 

adicionales a las utilizadas en este proyecto, podría facilitar el estudio de este fenómeno. 

En el caso del gen PLAU, no hay muchos estudios sobre la expresión in vitro de 

éste, o su relación con la presencia de H. pylori. Una investigación con células MKN-45 

infectadas con la cepa NCTC11637 de H. pylori (CagA+) encontró una inducción de PLAU 

12 veces mayor al valor de referencia, por medio de estimación indirecta de actividad 

luciferasa (Iwamoto, et al., 2008). Adicionalmente, una investigación realizada por Kenny 

y colaboradores (2008), reveló que pacientes infectados con H. pylori presentaban niveles 

elevados de uPA en biopsias de tejido gástrico, comparados con los que no presentaban la 

bacteria. Sin embargo, al ser estudios que utilizan distintas metodologías de cuantificación 

y distintos modelos de experimentación no pueden ser comparables. Debido a que los 

resultados de la expresión de PLAU en respuesta a la infección por H. pylori obtenidos en 

esta investigación no fueron concluyentes, es necesario llevar a cabo más estudios para 

conocer cuál es el efecto de H. pylori en la expresión del activador de plasminógeno 

uroquinasa dado que hay muy pocos estudios a la fecha. 

En cuanto a MMP7, existe mayor evidencia de su inducción en modelos in vitro de 

CG que en el caso de uPA. Un estudio en células AGS co-cultivadas con H. pylori 60190 

(cagA+ y vacA+) y cepas isogénicas con deleción para cagA, cagE o vacA, concluyó que la 

expresión a nivel proteico de MMP-7 aumenta de 5 a 7 veces luego de 24 horas de 

infección con cepas de H. pylori Cag+. Éste también reveló que la cepa mutante de cagE es 

la única que no induce la expresión de MMP7, demostrando que la inducción de esta 

proteasa es independiente de cagA (Crawford, et al., 2003).  

Otro sistema in vitro implementado por Wroblewski y colaboradores (2003), utilizó 

la línea celular AGS y las cepas de H. pylori 60190, E5 (cagA+, vacA-) y E6 (cagA+, 

vacA+) para evaluar la inducción de MMP-7 en sistema transgénico en el que el promotor 

de MMP-7 controla la expresión del gen reportero luciferasa. Este estudio reveló que las 

cepas E5 y E6 aumentaron la expresión de MMP-7 de 4 a 5 veces, comparado con las 

células control (sin infectar). Esto sugiere nuevamente, que la citotoxina CagA no es un 

factor relevante para producir esta respuesta. De forma similar, un estudio de cinética de 

expresión del gen MMP-7 realizado en la línea celular MKN-28 de CG, reportó una 
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inducción del gen a partir de las 4 horas de co-cultivo con la cepa 7.13 (cagA+) de H. 

pylori. También, se determinó que la expresión relativa a las 4 horas post-infección 

aumentó alrededor de 4 veces respecto al gen de referencia, alcanzando un pico máximo de 

expresión a las 8 horas, con un aumento promedio de 13 veces (Odgen, et al., 2008). 

Adicionalmente, se probaron dos cepas derivadas de la bacteria 7.13, una cagA- y otra 

cagE-. Estos resultados evidenciaron nuevamente que únicamente las cepas deficientes en 

cagE fallan en inducir la expresión de MMP7. En la actual investigación, no se encontró 

una expresión basal del gen que codifica para MMP7 en las líneas AGS y MKN74. Por otro 

lado, la línea celular MKN45 sí expresó de forma basal MMP7, sin embargo ésta no 

cambió su expresión en respuesta a H. pylori.     

Una posible explicación de por qué en otros estudios se encuentra expresión de 

PLAU y MMP7 en células AGS y en la presente investigación no se observa esta expresión 

basal, podría ser la variación de muchos factores que pueden diferir entre laboratorios en 

cuanto a la realización de este tipo de experimentos. Algunos de los factores más relevantes 

incluyen los reactivos, su almacenaje y gestión, la cantidad de células que se siembran por 

pozo, la confluencia celular a la hora de realizar la infección, los MOI de infección 

utilizados en los co-cultivos, el método de cuantificación de la expresión relativa, el 

número de pasaje en el que se encuentran las células utilizadas para el experimento, el 

estado fisiológico en el que se encuentran las bacterias, el pipeteo correcto de las muestras, 

entre otros. 

El uso de H. felis por ser una especie emparentada capaz de inducir inflamación en 

modelos in vivo de CG, permite determinar si la inducción de los genes en estudio es 

específica a la especie de la bacteria estudiada. En el presente proyecto, se utilizó H. felis 

para tratar de esclarecer si la inducción de los genes PLAUR, PLAU y MMP7 era un 

fenómeno asociado específicamente a H. pylori, o si éste puede ser recapitulado por otras 

especies del género Helicobacter. Los resultados obtenidos sugieren que H. felis es capaz 

de inducir la expresión de PLAUR en células AGS. Aunque este hallazgo debe ser 

verificado con estudios adicionales, no hay a la fecha publicaciones similares que reporten 

esta inducción para H. felis; ya que no hay investigaciones que hayan estudiado la 

inducción de este gen por parte de H. felis. 
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Pocos estudios han utilizado esta bacteria en experimentos in vitro. Conlin y 

colaboradores (2004) trabajaron un modelo experimental con células NCI-N87 infectadas 

tanto con H. pylori como con H. felis durante 48 horas, para determinar si las alteraciones 

en la expresión de ARNm de los genes relacionados con adhesión celular estudiados en su 

modelo era un fenómeno generalizado en respuesta a la infección bacteriana o si 

únicamente eran producidas por H. pylori. Los resultados indicaron que H. felis produjo 

cambios significativos en la expresión de la hexoquinasa y el receptor de adenosina A1; 

moléculas que también se han relacionado con la inducción de apoptosis (Saitoh, et al., 

2004; Tsuchiya & Nishizaki, 2015). Esto implica que para algunos genes específicos, H. 

felis es capaz de recapitular fenómenos de inducción que han sido relacionados con la 

infección por H. pylori.  

Si bien la cepa CS1 de H. felis utilizada en estos experimentos de infección 

comparte algunos factores de virulencia con H. pylori, ésta no cuenta con el gen vacA, ni 

con la isla cagPAI en su genoma. El evidente aumento en la expresión del gen PLAUR a las 

36 horas de co-cultivo con la línea AGS sugiere que la inducción de este gen no es 

estrictamente dependiente de CagA. En modelos murinos, H. felis ha demostrado ser tan 

carcinogénica o más, al ser comparada con cepas cag+ de H. pylori; donde adicionalmente 

se ha observado que la inducción de lesiones preneoplásicas es mayor en estos modelos 

animales que cuando se utiliza H. pylori (Houghton & Wang, 2005). Otros estudios in vivo 

en ratones, han demostrado que tanto las bacterias H. pylori como H. felis son capaces de 

generar atrofia y metaplasia intestinal, lesiones displásicas de alto grado y carcinomas 

gástricos invasivos (Houghton & Wang, 2005). Por otra parte, se ha reportado que la 

infección con H. felis genera reacciones inflamaciones más severas (Houghton & Wang, 

2005).  

Los experimentos de infección con la bacteria H. pylori en la línea celular MKN-45 

evidenciaron un cambio morfológico celular en tiempos tardíos de la infección. Este 

fenómeno llamado fenotipo “colibrí”, por la forma característica generada tras el re-arreglo 

del citoesqueleto, es un efecto de la infección por H. pylori bien conocido (Segal, et al., 

1996; Backert et al., 2001). El fenotipo colibrí se distingue por una forma celular 

extremadamente alargada, similar a la observada durante la transición epitelial-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsuchiya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26494951
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishizaki%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26494951
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mesenquimal, en la cual se da una disrupción de contactos intercelulares y un aumento de la 

motilidad celular (Bessède, et al., 2013). Este fenotipo es muy útil a nivel experimental 

porque evidencia que la infección in vitro ha sido exitosa. 

Numerosos estudios in vitro han demostrado que la infección con cepas de H. pylori 

cagPAI positivas inducen la reorganización del citoesqueleto de actina de la célula 

hospedera (Segal, et al., 1996), lo que respalda la inducción del fenotipo colibrí observada 

en el presente proyecto en las células co-cultivadas con la cepa 7.13 y en el caso de las 

AGS infectadas con la cepa 26695. Se ha encontrado que los niveles de CagA son más altos 

en el citoplasma de células con el fenotipo colibrí, al compararlas con células que 

mantienen su forma tras la infección con H. pylori (Bessède, et al., 2013). Sin embargo, 

algunas investigaciones indican que aunque la proteína cagA juega un papel importante en 

la inducción de este fenotipo, ésta no es suficiente por sí sola. Se requiere de factores 

bacterianos adicionales para inducir los eventos de bioseñalización que llevan al cambio en 

la polaridad celular (Backert, et al., 2001).  

Varios estudios han demostrado que además de la proteína CagA, ciertos 

componentes del sistema de secreción tipo 4 (T4SS) juegan un papel determinante en la 

inducción de este cambio en la morfología celular. Se ha reportado que la activación de la 

vía JNK, mediadora de los cambios en la actina del citoesqueleto, depende del T4SS pero 

no de la presencia de la proteína CagA (Backert & Selbach, 2008; Snider, et al., 2008). 

Esto evidencia la importancia de este sistema de secreción en la inducción del rearreglo del 

citoesqueleto asociada al fenotipo colibrí.  

La cepa SS1 de H. pylori utilizada en el presente estudio es cagA+, pero presenta 

una disfunción en el T4SS que no permite la translocación de CagA al citoplasma (Lee, et 

al., 1997; Eaton, et al., 2001; Crabtree, Ferrero & Kusters, 2002). El hecho de que en los 

experimentos realizados en la presente investigación, dicha cepa fue capaz de inducir este 

fenotipo alargado en las células infectadas, evidencia que la producción de CagA y su 

translocación al citoplasma celular no son los únicos factores que inducen estos cambios 

celulares morfológicos. Este hallazgo confirma que otros componentes bacterianos también 

participan en la inducción del fenotipo colibrí, como lo es sugerido por Snider y 

colaboradores (2008). 
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La línea celular MKN-45, al igual que las células AGS, utilizadas en la primera 

etapa de esta investigación, son células provenientes de adenocarcinomas de tipo difuso 

(Yokozaki, 2000). A diferencia del subtipo intestinal, la bacteria no está tan estrechamente 

implicada en la génesis del cáncer de tipo difuso. No obstante, varios estudios han revelado 

la inducción de la expresión de los genes remodeladores de tejido en estudio por parte de H. 

pylori en ambas líneas celulares. Por otro lado, la ausencia de expresión basal de los genes 

PLAU y MMP-7 en las células AGS obtenida en la presente investigación, evidencia 

diferencias existentes entre el modelo aquí empleado y los utilizados en estos estudios, al 

igual que en los métodos de cuantificación utilizados. 

Según los análisis realizados, las células MKN-45 no infectadas con H. pylori sí 

presentan expresión basal para los tres genes aquí estudiados, lo que permite utilizar esta 

línea para el estudio de la expresión de PLAUR, PLAU y MMP-7 en cáncer gástrico. En el 

presente proyecto se determinó que PLAU y PLAUR son inducidos simultáneamente 

cuando la línea celular MKN-45 es co-cultivada con H. pylori 7.13. Estudios previos han 

reportado la expresión de PLAUR y PLAU en la línea celular MKN-45 (Ding, et al., 2016). 

Iwamoto y colaboradores (2008) también encontraron que las expresiones de los ARNm de 

uPA y uPAR en células MKN-45 se vieron inducidos de forma evidente (12 y 3 veces 

respectivamente) tras la infección con la cepa CagA + NCTC11637; mientras que cepas 

negativas para CagA no lograron inducir su expresión (Iwamoto, et al., 2005; Iwamoto, et 

al., 2008). Estos resultados apoyan el uso de esta línea para estudios de expresión de ambos 

genes. 

En el contexto tumoral, la expresión del ligando uPA y su receptor uPAR tienden a 

ser producidos por células tumorales y estromales, y en algunos casos el mismo tipo de 

célula expresa ambos (Lund, et al., 2011). La expresión simultánea de uPA y uPAR 

propicia la conversión del plasminógeno en plasmina, lo cual favorece la remodelación de 

tejido que ocurre en etapas de invasión y metástasis. Aunque la evaluación de expresión se 

realizó a nivel de ARNm y no de proteína, esto nos permite conocer el comportamiento de 

inducción de los dos genes en respuesta a estímulos como lo es la bacteria H. pylori. 

Adicionalmente, la inducción de estos genes en un modelo in vitro demuestra que la 

presencia de la bacteria H. pylori per se logra aumentar su expresión de forma significativa; 
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sin embargo esto no permite concluir que el factor inflamatorio no sea de relevancia para 

que ésta inducción ocurra, ya que en un modelo in vivo se podría potenciar aún más la 

expresión de estos genes, como podría estar ocurriendo con el gen que no se observó 

inducido en este modelo. 

En cuanto a la expresión del gen MMP-7, varios autores han reportado que H. pylori 

es capaz de inducir su expresión en células epiteliales gástricas de forma in vitro en las 

líneas celulares AGS (Crawford et al., 2003; Wroblewski et al., 2003) y MKN-28 (Ogden 

et al., 2008). Sin embargo, no se encontró estudios que reportaran inducción del gen por 

parte de esta bacteria en la línea MKN-45; aunque sí se ha reportado la expresión basal de 

MMP7 en esta línea celular (Yonemura, et al., 2000). En la presente investigación, el gen 

MMP7 fue expresado de forma basal por la línea celular MKN-45, sin embargo no fue 

inducido por H. pylori, lo que coincide con lo encontrado en la literatura.  

Se ha reportado una elevada secreción de MMP-7 en células epiteliales gástricas de 

pacientes infectados con H. pylori, en comparación con pacientes dispépticos negativos 

para la bacteria (Wroblewski, et al., 2003). De forma similar, en modelos murinos se ha 

determinado que la expresión de MMP-7 está relacionada con la inflamación severa 

desencadenada por la bacteria (Odgen, et al., 2010). Estos resultados en conjunto, sugieren 

que la respuesta inflamatoria que desencadena la bacteria en los individuos infectados es 

importante para la expresión del gen MMP7, evidenciando la importancia del factor 

microambiente en el contexto tumoral para la inducción de este gen. Adicionalmente, 

estudios sobre mecanismos moleculares indican que cag PAI está implicada en la inducción 

de MMP-7, y que esta sobre-regulación es el resultado de la fosforilación y redistribución 

irregular de la catenina p-120, un componente importante de adherencia celular (Odgen, et 

al., 2008). Según esta evidencia y los resultados obtenidos en el presente estudio, el hecho 

de que el gen MMP7 no fuera inducido, podría estar relacionado con la ausencia de 

respuesta inflamatoria ante la bacteria por ser un modelo in vitro, a pesar de que la cepa 

7.13 cuenta con la isla cag PAI en su genoma y es muy virulenta. 
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Conclusiones y Recomendaciones 

 

En conclusión, la expresión de PLAUR, PLAU y MMP7 no se vio inducida por la 

infección con H. pylori en la línea celular AGS.  Aunque el gen PLAUR mostró un nivel de 

expresión basal en esta línea celular no se observó inducción con ninguna de las dos cepas 

empleadas de H. pylori. Por otro lado, al no haber expresión basal de los genes PLAU y 

MMP-7 en esta línea celular, no fue posible el estudio de la inducción por parte de las 

bacterias en este modelo. En cuanto a la infección con H. felis, se observó un aumento en la 

expresión del gen PLAUR a las 36 horas de co-cultivo en el modelo inicial con la línea 

celular AGS; lo que sugiere que la inducción ampliamente reportada de H. pylori para este 

gen no es especie-específica. Es importante tener claro que esta es una investigación 

preliminar y, por lo tanto, se deben llevar a cabo futuros estudios para confirmar este 

hallazgo. 

En la actual investigación, se propone un modelo in vitro utilizando la línea celular 

MKN-45 y la bacteria H. pylori cepa 7.13, para realizar posteriores estudios in vitro con los 

genes PLAUR, PLAU y MMP-7. Este modelo es adecuado para futuras investigaciones, ya 

que presenta una expresión basal de los tres genes en estudio. Además, resultados 

preliminares de la implementación de este modelo, sugieren la inducción de los genes 

PLAU y PLAUR por la cepa de H. pylori 7.13 a las 24 horas de co-cultivo. La inducción de 

estos genes en un modelo in vitro permite concluir que la presencia de la bacteria H. pylori 

per se logra aumentar su expresión de forma significativa; sin embargo esto no permite 

concluir que el factor inflamatorio no sea de relevancia para que ésta inducción ocurra. 

El uso de modelos bioinformáticos a partir de datos del transcriptoma de líneas 

celulares de cáncer gástrico como las empleadas en esta investigación, podría ser una 

plataforma muy útil para complementar estudios in vitro. Específicamente, los estudios in 

silico permitirían predecir redes de regulación, vías de señalización o posibles interacciones 

entre genes que ayuden a explorar la interrogante de por qué no se encontró aumento en la 

expresión del gen MMP7 en el modelo con células MKN-45, cuando los miembros del 

sistema de activación de plasminógeno sí se vieron inducidos. Adicionalmente, este tipo de 

estudios contribuirían al entendimiento de la infección con la bacteria y sus efectos a nivel 
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de expresión génica. De igual forma, el ampliar el conocimiento sobre interacciones 

génicas a nivel de líneas celulares permitiría evidenciar conexiones importantes que se 

pueden estar escapando en el estudio de modelos más complejos, como lo son los estudios 

en pacientes o en modelos in vivo experimentales. 

La importancia de generar procesos de estandarización de la plataforma in vitro de 

experimentación es fundamental para los estudios de cinética de expresión de genes. La 

optimización preliminar del modelo a utilizar en una investigación, además de optimizar el 

tiempo y recursos del proyecto, acerca al investigador a resultados más certeros. Por último, 

es necesario reconocer que el hecho de que exista literatura que apoye un resultado positivo 

del modelo, no se traduce en éxito seguro del modelo bajo la implementación propia. Uno 

de los aportes más importantes de este estudio es precisamente haber explorado diferentes 

líneas celulares de CG, cepas de H. pylori y H. felis para determinar las combinaciones más 

adecuadas para llevar a cabo estudios futuros sobre la posible relación entre la infección por 

especies del género Helicobacter y la expresión de PLAUR, PLAU y MMP7. 
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