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No te rindas, por favor no cedas, 

aunque el frío queme, 

aunque el miedo muerda, 

aunque el sol se ponga y se calle el viento, 

aún hay fuego en tu alma, 

aún hay vida en tus sueños, 

porque cada día es un comienzo nuevo, 

porque esta es la hora y el mejor momento. 

 

Mario Benedetti 
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Resumen  

Título: Determinación del estado de metilación de ADN en cultivos primarios de células 

epiteliales gástricas humanas sanas infectadas con Helicobacter pylori (ATCC 43504)* 

Autor: Jorge Alexander Silva Sayago** 

Palabras Clave: Epigenética, Metilación, Helicobacter pylori, cultivo gástrico primario 

Descripción: 

Helicobacter pylori es un patógeno clasificado como agente cancerígeno clase I por la agencia 

Internacional de Investigación sobre el cáncer. La bacteria ocasiona metilación de ADN en 

múltiples genes supresores tumorales (GST) de células epiteliales gástricas. Esta metilación es 

inducida por dos mecanismos: un efecto directo mediado por componentes bacterianos y un 

efecto indirecto desencadenado por la respuesta inmune. No obstante, en la actualidad no hay 

consenso si los cambios epigenéticos son producto de la acción de un mecanismo en particular o 

la combinación de los mismos. 

Cultivos primarios de células epiteliales gástricas del antro de un donante sano fueron infectadas 

con H. pylori (ATCC 43504) a una multiplicidad de infección de 100. La infección fue 

monitoreada durante 24, 48, 72 h y 7 días; garantizando la viabilidad, disponibilidad de 

nutrientes de las células y las bacterias. El estado de metilación de tres GST (CDKN2A, CDH1 y 

hMLH1) ampliamente reportados en cáncer gástrico se evaluaron con PCR metilación específica 

y el estado de metilación global se determinó mediante un inmunoensayo (ELISA). Control se 

usaron células tumorales gástricas (AGS). 

Los resultados obtenidos evidenciaron que la infección de células gástricas primarias y tumorales 

con H. pylori (ATCC 43504), en los tiempos de incubación evaluados de hasta siete días, no 

indujo cambios en el estado de metilación de los tres GST evaluados. No se observó diferencias 

en los porcentajes de metilación global de las células gástricas primarias y tumorales infectadas y 

sin infectar. Por tanto, los anteriores resultados sugieren que los cambios epigenéticos 

observados durante la infección de H. pylori en la carcinogénesis gástrica podrían ser producto 

de la respuesta inmune y no del efecto directo de la bacteria sobre las células gástricas.  

  

                                                             
* Tesis de grado 

 
** Facultad de Salud. Escuela de Medicina.  Maestría en Ciencias Básicas Biomédicas. Director de Tesis: Henry 

Bautista Amorocho Bact. MsC, PhD (c). Codirectora de tesis: Clara Inés Vargas, MD, MsC. 
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Abstract 

Title: Determination of DNA methylation status in primary cultures of healthy human gastric 

epithelial cells infected with Helicobacter pylori (ATCC 43504)* 

Autor: Jorge Alexander Silva Sayago** 

Keywords: Epigenetics, Methylation, Helicobacter pylori, primary gastric culture 

Description 

Helicobacter pylori is a pathogen classified as a class I carcinogen by the International Agency 

for Research on Cancer. The bacterium causes DNA methylation in multiple tumor suppressor 

genes (TSG) of gastric epithelial cells. This methylation is induced by two mechanisms: a direct 

effect mediated by bacterial components and an indirect effect triggered by the immune 

response. However, currently there is no consensus about what is the cause of the epigenetic 

changes, a single mechanism or the combination of both. 

Primary cultures of gastric epithelial cells from the antrum of a healthy donor were infected with 

H. pylori (ATCC 43504) at a multiplicity of infection of 100. The infection was monitored for 

24, 48, 72 h and 7 days; granting the viability and nutrient availability of cells and bacteria. The 

methylation status of three TSG (CDKN2A, CDH1 and hMLH1) widely reported in gastric 

cancer was assessed with PCR methylation-specific and global methylation status was 

determined by an immunoassay (ELISA). Gastric tumor cells (AGS) were used as control. 

Results obtained showed that the infection of primary and tumor gastric cells with H. pylori 

(ATCC 43504), in the evaluated incubation times of up to seven days, did not induce changes in 

the methylation status of the three TSG evaluated. No differences were observed in the 

percentages of global methylation of infected and uninfected primary gastric and tumor cells. 

Therefore, the above results suggest that the epigenetic changes observed during H. pylori 

infection in gastric carcinogenesis could be product of the immune response and not of the direct 

effect of the bacteria on the gastric cells. 

  

                                                             
* Thesis Project 
** Faculty of Health, School of Medicine, Master in Basic Biomedical Sciences. Thesis director: Henry Bautista 

Amorocho Bact. MsC, PhD (c).  Thesis Co-directors: Clara Inés Vargas, MD, MsC.  
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Introducción 

La carcinogénesis gástrica se desarrolla a través de una cascada de lesiones precancerosas en la 

mucosa normal, donde los fenómenos inflamatorios ocasionados por H. pylori conllevan a la 

acumulación de mutaciones y modificaciones epigenéticas que pueden conducir al desarrollo de 

cáncer gástrico (Correa & Piazuelo, 2012).  

 Durante la progresión del cáncer gástrico, los procesos inflamatorios desencadenados en 

respuesta a la infección por H. pylori favorecen la acumulación de citoquinas proinflamatorias, 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (NOS), las cuales inducen diferentes cambios 

epigenéticos (Nardone & Compare, 2008). Una de las principales modificaciones epigenéticas, 

es la metilación de la región promotora de genes supresores de tumor (GST) mediado por la 

acción de ADN metiltransferasas (DNMTs), que ocasiona una regulación negativa de la 

transcripción en múltiples genes en cáncer gástrico (Rodríguez & Esteller ,2011; Qu et al, 2013).  

 La metilación del ADN ocasionada por H. pylori, puede ser inducida por dos 

mecanismos: El primero sugiere el efecto directo de la bacteria mediado por componentes 

bacterianos, como DNMTs y sistemas de secreción tipo IV (Olofsson et al, 2010; Low et al, 

2014). Mientras que el segundo mecanismo se caracteriza por el daño indirecto desencadenado 

por la respuesta inmune, donde la inflamación y la acumulación de ROS y NOS genera los 

cambios epigenéticos (Moss et al, 2005, Niwa et al, 2010). No obstante, en la actualidad no hay 

consenso si los cambios epigenéticos observados durante el proceso de carcinogénesis en la 

infección por H. pylori son producto de la acción de un mecanismo en particular o la 

combinación de los mismos (Chiba et al, 2008; Chiariotti et al, 2013; Sitaraman, 2014)  
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Numerosos estudios han evaluado la presencia de metilación del ADN en la mucosa 

gástrica en individuos infectados crónicamente con H. pylori y en modelos in vitro de 

infección que emplean células efectoras inmunitarias o mediadores pro-inflamatorios, 

observándose la hipermetilación de secuencias promotoras de diferentes GST como CDKN2A, 

CDH1 y hMLH1 (Chan et al, 2003; Wen et al, 2010; Huang et al, 2012). 

En contraste, existen pocas evidencias en donde hayan evaluado el efecto directo de H. 

pylori en el silenciamiento de genes implicados en la carcinogénesis gástrica mediado por la 

metilación de ADN, empleando modelos in vitro de infección en ausencia de la respuesta 

inmune. Se describió la participación de H. pylori en la hipermetilación de GST y algunos 

genes reguladores transcripcionales pleiotrópicos y efectores (Bussière et al, 2010, Yan et al, 

2011; Pero et al, 2011). Sin embargo, los anteriores estudios fueron realizados en líneas 

celulares gástricas humanas tumorales y transformadas, lo cual crea un sesgo de medición 

para evaluar la participación de H. pylori en la metilación de genes. Lo anterior, debido a las 

lesiones genéticas intrínsecas de estas líneas celulares y las limitantes para determinar en qué 

fase del proceso de carcinogénesis se produjeron las modificaciones epigenéticas (Chiariotti et 

al, 2013; Sitaraman, 2014). 

Por consiguiente, el presente estudio determinó el efecto directo de la infección de 

cepa de H. pylori (ATCC 43504) sobre el estado de metilación de ADN en tres GST 

ampliamente estudiados en cáncer gástrico (CDKN2A, CDH1 y hMLH1) mediante el uso de 

cultivos primarios de células epiteliales gástricas sanas de humano y células gástricas 

tumorales humanas-AGS como control. El modelo propuesto representó una aproximación 

más acorde para evaluar los cambios epigenéticos tempranos presentes en la infección en 

ausencia del sistema inmune, lo cual podría ayudar a la comprensión de la historia natural de  
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la enfermedad y permitir en un futuro el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basada en 

el campo de la epigenética del cáncer. 
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1. Estado del arte 

 

1.1  Epidemiología del cáncer gástrico 

 

Según la base de datos GLOBOCAN de la agencia internacional de investigación sobre cáncer 

en su último informe del año 2018, el cáncer gástrico es el quinto tipo de cáncer más frecuente 

en el mundo con 1,031,700 casos nuevos anuales y la tercera causa de muerte por cáncer para 

ambos sexos con 787,200 decesos, siendo el doble de frecuente en hombres que en mujeres. Se 

estima que cerca del 77% de los casos ocurre en países en vía de desarrollo, particularmente Asia 

Oriental, mientras que el porcentaje restante ocurre en países desarrollados (Bray et al, 2018).  

 En Colombia, según el instituto nacional de cancerología en su último informe del año 

2015, el cáncer gástrico fue la primera causa de muerte para ambos sexos, representado el 14,1 

% de defunciones entre todos los cánceres (45.078 muertes) (Ospina et al, 2015). De acuerdo con 

los datos de la cuenta de alto costo, organismo técnico no gubernamental del sistema general de 

seguridad social en salud de Colombia, para el año 2015 el cáncer gástrico afectó a 6.028 

pacientes, de los cuales 1.562 fueron nuevos casos, lo que representó el 4.96% de todas las 

incidencias por cáncer en el país. Así mismo, el cáncer gástrico presentó una prevalencia de 12.5 

por cada 100.000 habitantes y una incidencia de 3.2 por 100.000 habitantes (CAC, 2015).  

 Adicionalmente, en nuestro país el cáncer gástrico presenta una mayor prevalencia y 

mortalidad en relación con la altitud, evidenciado por una marcada presentación de casos en 

regiones de la cordillera de los Andes en comparación con las regiones costeras. El anterior 

fenómeno se atribuye a múltiples factores de tipo dietario, infeccioso, genético y 

medioambientales que varían entre las zonas geográficas de baja y alta altitud (Torres et al, 

2013). Las estimaciones de incidencia de cáncer gástrico por grupos de edad muestran un 



DETERMINACIÓN ESTADO METILACIÓN INFECCIÓN H. pylori                                                 22 

aumento exponencial en las tasas de esta enfermedad posterior a los 60 años y una menor 

supervivencia en pacientes mayores. Lo anterior, podría influenciar los patrones geográficos 

observados en la enfermedad debido a las diferencias en el envejecimiento poblacional (INS-

ESE, 2017). 

1.2  Epidemiología de la infección por Helicobacter pylori 

 

H pylori es uno de los patógenos cosmopolitas más comunes que infecta humanos. La 

prevalencia de la infección varía entre países, observándose mayormente la colonización en 

países en vía de desarrollo respecto a países desarrollados (Eusebi, et al, 2014). Estas diferencias 

se atribuyen principalmente a la adquisición de la bacteria en la infancia. Lo anterior se ilustra en 

datos epidemiológicos donde la infección en niños menores de 10 años residentes en países 

desarrollados es del 0 a 5%, en comparación con el 13 a 60% en niños en países en vía de 

desarrollo (Mitchell et al, 2001). Adicionalmente, la primo-infección en adultos, o la reinfección 

después de la erradicación exitosa es poco común, con una incidencia anual de 0,3-0,7% en 

países desarrollados y 6-14% en países en vía de desarrollo (Logan & Walker, 2001).  

 Un meta-análisis reciente sobre la prevalencia de infección por H. pylori en el mundo, 

evidenció que países de América Latina y el Caribe presentaron la mayor tasa de infección 

mundial (59.3%, IC: 52.9-65.6). Para Colombia, este estudio determinó una estimación agrupada 

de la prevalencia en un 83.1% (IC: 78.5-87.7) (Zamani et al, 2018).  

 En nuestro país, la infección por H. pylori y el desarrollo de cáncer gástrico varían de 

acuerdo con a la región geográfica. En general, las poblaciones que viven en las regiones 

montañosas presentan altas tasas de cáncer gástrico; en contraste, los habitantes de las costas 

atlántica y pacífica presentan tasas muy bajas (Bravo et al, 2003; Correa & Piazuelo, 2012).  
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 Un estudio de casos y controles realizado en el departamento de Nariño entre 1968 y 

1972, reportó la presencia de 150 casos de cáncer gástrico por 100,000 habitantes para sujetos 

nacidos en el municipio de Tuquerres ubicado a ≥ 2000 metros sobre el nivel del mar, en 

comparación con 6 casos por 100,000 habitantes para los sujetos nacidos en Tumaco ubicado 

entre 1000 y 2000 metros sobre el nivel del mar (Cuello et al, 1976). Un hallazgo similar se 

evidenció en un estudio llevado a cabo en 16 ciudades del país, donde se observó un mayor 

riesgo en el desarrollo de cáncer gástrico atribuido a la alta prevalencia de H. pylori en la región 

Andina, en comparación con la región Atlántica, principalmente en ciudades como Tunja 

(99,1%), Popayán (86,5%) y Manizales (85,5%) (Bravo et al, 2003). 

 Recientemente, Kodaman y colaboradores estudiaron la asociación entre las lesiones pre-

neoplásicas gástricas y la variación genómica presente en muestras humanas y cepas de H. pylori 

provenientes de los municipios de Tumaco y Tuquerres en Nariño. Este estudio demostró que las 

cepas de H. pylori presentaban un origen africano que predominaba en la población costera de 

bajo riesgo (Tumaco) y un origen europeo en la población de montaña de alto riesgo (Tuquerres), 

con un predominio de ascendencia africana y amerindia en los habitantes de la región costera y 

montañosa, respectivamente. Asimismo, la interacción entre la ascendencia del huésped y las 

cepas de H. pylori explicaron la diferencia en la gravedad de las lesiones pre-neoplásicas 

gástricas observadas en las dos regiones en estudios anteriores de Cuello y colaboradores (Cuello 

et al, 1976). En particular, cepas de H. pylori con ascendencia africana fueron relativamente 

benignas en los humanos de ascendencia africana pero perjudiciales en individuos con 

ascendencia amerindia (Kodaman et al, 2014). 
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1.3  Metilación de genes efectores mediados por Helicobacter pylori  

 

El control de la expresión génica a través de mecanismos epigenéticos, es vital para la 

modulación de la mayoría de las vías de señalización celular (Mikeska et al, 2014). Estudios 

recientes del análisis integrado de la metilación del ADN y las alteraciones genéticas en cáncer 

gástrico, demostraron que los genes involucrados en las vías relacionadas con el desarrollo de 

cáncer se encuentran frecuentemente afectados por alteraciones epigenéticas del ADN 

(metilación) en comparación con las alteraciones genéticas (mutaciones) (Kim et al, 2013; Yoda 

et al, 2015).  

 La metilación del ADN ocasionada por H. pylori, puede ser inducida principalmente por 

dos mecanismos, directo e indirecto: El mecanismo directo involucra la participación de 

componentes bacterianos, como DNMTs y sistema de secreción tipo IV (Olofsson et al, 2010; 

Low et al, 2014). En contraste, el mecanismo indirecto involucra la respuesta inmunitaria, 

mediado por la inflamación desencadenada por la producción constante de citoquinas y la 

acumulación de ROS y NOS que ocasionan cambios en el estado de metilación de múltiples 

genes (Moss et al, 2005, Niwa et al, 2010).  

 El mecanismo indirecto se encuentra ampliamente documentado en la literatura (Niwa et 

al, 2010; Cheng et al, 2013). Numerosos estudios llevados a cabo en biopsias de estómago de 

pacientes infectados con H. pylori han evidenciado la presencia de metilación en diversos genes 

efectores celulares que incluyen genes supresores de tumores, genes implicados en la reparación 

del ADN, genes relacionados con la regulación del ciclo celular, el crecimiento y diferenciación 

celular (ver tabla 1).  
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Tabla 1.  

Genes diferencialmente metilados en relación con la infección por H. pylori 

Genes    Función Principal   Referencias 

APC   Regulador adhesión celular  Vadlamudi et al, 2004 

CDH-1   Adhesión celular dependiente de Calcio   Chan et al, 2006 

CDKN2A  Inhibidor CDK  Maekita, et al, 2006 

p14 (ARF)   Inhibidor MDM2   Maekita, et al, 2006 

HRASLS    Supresor HRAS-like  Maekita, et al, 2006 

hMLH1   Reparación de errores ADN  Perri et al, 2007 

COX2   Mediador de inflamación  Perri et al, 2007 

MGMT   Reparación ADN  Sepulveda et al, 2010 

TFF-2   Modulación de la respuesta inflamatoria   Peterson et al, 2010 

RUNX3  Supresor tumoral  Lu et al, 2012 

Vezatin  Supresor tumoral  Miao et al, 2013 

FOXD3  Supresor tumoral  Cheng et al, 2013 

Connexin 32   Uniones intercelulares  Wang et al, 2014 

Connexin 43  Uniones intercelulares  Wang et al, 2014 

 

 Los anteriores hallazgos fueron confirmados en modelos in vitro de infección con H. 

pylori que emplean células efectoras inmunitarias o mediadores pro-inflamatorios. Un estudio 

realizado en células de adenocarcinoma gástrico (MKN45), determinó que la metilación del gen 

supresor tumoral RUNX3 fue inducido únicamente cuando estas células tumorales fueron co-

cultivadas con macrófagos de ratón (RAW264.7) en presencia de H. pylori, observándose la 

producción de óxido nítrico en respuesta a la exposición (Katayama et al, 2009). Un fenómeno 

similar se observó para el gen CDH1, debido a que líneas tumorales gástricas (MKN7, MKN74 y 
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TMK-1) infectadas con H. pylori, presentaron hipermetilación de este gen mediado por la 

presencia de interleuquina 1 β (IL-1β) y la producción de óxido nítrico (Huang et al, 2012). 

 Por otra parte, pocas investigaciones han evaluado el efecto directo de H. pylori sobre la 

metilación del ADN en células epiteliales gástricas en modelos in vitro de infección en ausencia 

de la respuesta inmune (ver tabla 2). Según Bussière y colaboradores, la infección de H. pylori 

sobre diferentes líneas tumorales gástricas (CRl-1739, MKN45 y KATOIII) ocasionó la 

hipermetilación del promotor de los reguladores transcripcionales pleiotrópicos USF1 y USF2. 

Adicionalmente, se observó que el tratamiento de estas células con 5’-azacitidina, un inhibidor 

de la metilación, restauró la expresión de los genes en mención, aún en presencia de H. pylori 

(Bussière et al, 2010). 

 Del mismo modo, Yan y colaboradores evidenciaron la metilación del promotor del gen 

supresor tumoral oxidorreductasa (WWOX) en células tumorales gástricas (AGS y BCG823) 

infectadas con H. pylori (Yan et al, 2011). Así mismo, un estudio relacionado demostró la 

desregulación de la expresión del gen de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) en la línea tumoral gástrica 

MKN28 infectada con H. pylori (Pero et al, 2011). Hallazgos similares se evidenciaron para el 

gen supresor tumoral O-6-methylguanine-ADN metiltransferasa (MGMT), donde la infección de 

H. pylori en la línea tumoral gástrica SGC-7901, ocasionó la hipermetilación del gen con la 

subsecuente represión de la expresión (Zhang et al, 2016).  

 A pesar que la mayor parte de las investigaciones sobre modelos in vitro de infección por 

H. pylori en ausencia de la respuesta inmune se han realizado sobre líneas tumorales gástricas, en 

la literatura existen pocos reportes del uso de líneas gástricas transformadas. Un estudio llevado 

a cabo por Miao y colaboradores, evidenció que la infección por H. pylori de la línea celular 

gástrica humana transformada con el virus del simio 40 (GES-1) se asoció con la metilación del 
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promotor del gen VEZT, con reducción en los niveles de mARN. Así mismo, Xie y 

colaboradores, emplearon la línea celular transformada GES-1 y la línea tumoral gástrica SGC-

7901 y determinaron que la infección de H. pylori desreguló la expresión del gen de la gastrina, 

disminuyendo los niveles de metilación del promotor (Xie et al, 2017). 

Tabla 2.  

Alteraciones del estado de metilación de genes en modelos in vitro de infección por H. pylori en 

ausencia de la respuesta inmune 

Genes   Funciones Principales   Modificación Epigenética   Referencias 

USF1  Factores de transcripción 

que unen E-box 

 Hipermetilación ADN  

Bussière et al, 2010 

USF2   Hipermetilación ADN 

 

WWOX 

 

Supresor tumoral 

 

Hipermetilación ADN                  

 

Yan et al, 2011 

COX-2 

 

Mediador inflamación 

 

Ciclos metilación/desmetilación 

ADN  

Pero et al, 2011 

VEZT  Supresor tumoral  Hipermetilación ADN  Miao et al, 2013 

MGMT   Supresor tumoral   Hipermetilación ADN   Zhang et al, 2016 

Gastrina   Efector secreción gástrica   Hipometilación ADN   Xie et al, 2017 

 

 En Colombia pocas investigaciones han evaluado los fenómenos epigenéticos en la 

infección con H. pylori. En el departamento de Nariño, Schneider y colaboradores, determinaron 

en la mucosa gástrica niveles significativamente mayores de metilación del gen supresor 

tumoral- RPRM en sujetos que vivían en un área de alto riesgo de cáncer gástrico (Túquerres) 

respecto a una zona de bajo riesgo (Tumaco). Estas diferencias fueron atribuidas a los factores de 

virulencia que contenían las cepas de H. pylori presentes (Schneider et al, 2010).  

 En este contexto, es notable que H. pylori altera la expresión de múltiples genes 

incluyendo GST, a través del mecanismo epigenético de la metilación de promotores. No 
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obstante, aunque la evidencia disponible se ha logrado mediante el uso de líneas celulares 

gástricas humanas tumorales y transformadas, estas no son representativas de la fisiología celular 

normal y presentan un sesgo de medición que debe ser considerado a la hora de evaluar los 

fenómenos epigenéticos desencadenados por la bacteria, dado principalmente por las lesiones 

genéticas intrínsecas de estas líneas celulares y las limitantes para determinar en qué fase del 

proceso carcinogénico se produjeron las modificaciones epigenéticas (Chiariotti et al, 2013; 

Sitaraman, 2014).  
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2. Marco conceptual 

 

2.1  Generalidades de Helicobacter pylori  

 

H. pylori es una bacteria microaerófila, Gram negativa en forma de espiral que coloniza de 

manera persistente la mucosa gástrica humana. Desde 1994, la agencia Internacional de 

Investigación sobre el cáncer (IARC) clasificó este patógeno como un agente cancerígeno de 

clase I (IARC, 1994). H. pylori se caracteriza por poseer un arsenal de factores de virulencia que 

afectan directamente a las células hospedera a través de moléculas de unión que facilitan el 

anclaje de la bacteria a su huésped y proteínas que alteran vías de señalización celular y 

contribuyen al inicio de la respuesta inflamatoria (Roesler et al, 2014). 

 Uno de los principales factores de virulencia es el gen A asociado a la citotoxina (CagA), 

el cual se encuentra localizado en algunas cepas en una región cromosómica de 

aproximadamente 40 kb conocido como islas de patogenicidad «cag» (cag PAI) e ingresa a la 

célula huésped mediante un sistema de secreción bacteriano tipo IV. La proteína CagA activa 

diferentes cascadas de señalización y provoca un desarrollo celular anormal, caracterizado por 

reordenamiento del citoesqueleto, aumento de proliferación, elongación y motilidad de las 

células epiteliales (Higashi et al, 2002). Además, cepas de H. pylori que contienen la región cag 

PAI están asociadas con inflamación gástrica severa, ulceración y mayor riesgo de desarrollar 

cáncer gástrico (Backert et al, 2008).  

 Otro factor de virulencia importante es la citotoxina vacuolizante (VacA), la cual se 

encuentra en todas las cepas y su expresión varía entre cepas. VacA presenta tres regiones 

denominadas s, i, y m que exhiben diferencias en la formación de vacuolas, lo que conlleva a la 

alteración de la integridad del epitelio gástrico, degradación de ligandos exógenos, cambios en la 
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permeabilidad de la membrana mitocondrial y estimulación de la autofagia (Willhite & Blanke, 

2004). Diversos estudios han determinado que cepas que contienen formas alélicas VacA 

clasificados como s1, i1 o m1 se asocian con un mayor riesgo en el desarrollo de cáncer gástrico 

o lesiones pre-neoplásicas en comparación con cepas clasificadas como s2, i2 o m2 (Cover, 

2016).  

 H. pylori contiene además un sistema de flagelos vitales para la movilidad y la 

colonización. Está demostrado en modelos murinos, que la movilidad mediada por flagelos es 

esencial para la colonización. La mutagénesis dirigida de los genes codificadores de flagelos 

elimina la capacidad de establecer la colonización exitosa en estómago de ratón (Kao et al; 

2016). Así mismo, H. pylori presenta adhesinas que participan en numerosos procesos durante 

las fases iniciales y crónicas de la infección. Los factores adhesivos de H. pylori pertenecen a la 

familia de proteínas de membrana externa (OMP) que incluyen principalmente las adhesinas 

BabA (blood group antigen binding protein A) y SabA (sialic acid binding protein A), las cuales 

median la unión de la bacteria a las células epiteliales gástricas a través de mucinas  y antígeno 

del grupo sanguíneo Lewis B. Varios estudios han informado que la infección con cepas de H. 

pylori que contienen genes BabA o SabA se asocian con un mayor riesgo de desarrollar cambios 

pre-neoplásicos y cáncer gástrico (Ishijima et al, 2011).  

 

2.2  Patologías asociadas a la infección por Helicobacter. Pylori 

 

H. pylori está involucrada en diversos trastornos clínicos del tracto gastrointestinal superior, 

como gastritis crónica, enfermedad ulcerosa péptica, linfoma de tejido linfoide asociado a la 

mucosa (MALT) y adenocarcinoma gástrico (Correa & Piazuelo, 2012). Además, en los últimos 

años la infección por H. pylori fue asociada con algunas enfermedades extra-digestivas, que 
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incluyen anemia por deficiencia de hierro, púrpura trombocitopénica idiopática, enfermedades 

hepatobiliares, entre otras (Roesler et al, 2014). 

2.3  Mecanismo de infección por Helicobacter pylori  

 

La infección de H. pylori posterior al ingreso al huésped, inicia con la supervivencia del 

ambiente ácido del estómago mediante la liberación de la enzima ureasa, la cual convierte la urea 

del huésped en amoníaco que reacciona con el ácido clorhídrico y establece un entorno de pH 

neutro alrededor de la bacteria. Posteriormente, H. pylori se traslada desde el lumen del 

estómago hacia la capa mucosa que recubre el epitelio gástrico. El estómago humano posee tres 

regiones glandulares: fondo, corpus y antro, de las cuales H. pylori coloniza con éxito las dos 

últimas, con una preferencia de la región del antro por características propias del tejido como lo 

es, la incapacidad de producir ácido gástrico. Una vez H. pylori se localiza en la capa mucosa, 

ocurren interacciones específicas entre las adhesinas bacterianas (BabA y SabA) y los receptores 

de la célula huésped a través de mucinas y antígenos del grupo sanguíneo Lewis B, las cuales 

protegen a la bacteria del desplazamiento del estómago por fuerzas generadas por el vaciamiento 

gástrico. Finalmente, H. pylori libera varios factores de virulencia (CagA y VacA) que ocasionan 

daño al tejido del huésped y favorece el desarrollo de gastritis. En resumen, para la colonización 

exitosa de H. pylori a la mucosa gástrica se requieren cuatro pasos críticos: (1) supervivencia de 

la bacteria al ambiente ácido del estómago; (2) movimiento del lumen hacia la capa mucosa que 

recubre el epitelio gástrico; (3) unión a los receptores del huésped mediado por adhesinas; (4) 

daño tisular por la liberación de factores de virulencia (Figura 1) (Kao et al; 2016; Keilberg et al; 

2016).  
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Figura 1. Diagrama esquemático de la infección por H. pylori. Tomado y modificado de Kao y 

colaboradores (Kao et al, 2016). 

 

2.4  Helicobacter pylori y cáncer gástrico  

La carcinogénesis gástrica se desarrolla a través de una cascada de lesiones precancerosas en la 

mucosa normal, donde la gastritis crónica ocasionada principalmente por H. pylori, evoluciona 

hacia gastritis atrófica multifocal, metaplasia intestinal, displasia y adenocarcinoma invasivo 

(Correa & Piazuelo, 2012). Este microambiente inflamatorio local desencadenado en respuesta a 

la infección crónica por H. pylori, favorece la acumulación de citoquinas pro-inflamatorias, ROS 

y NOS, los cuales inducen la metilación de múltiples genes incluyendo GST, que contribuyen a 

la carcinogénesis gástrica (Valenzuela et al, 2015). 

 La patogénesis de H. pylori y la progresión del cáncer gástrico están mediados por una 

interacción compleja entre los factores de virulencia bacterianos, factores del huésped y factores 

ambientales (Chiba et al, 2012). En la literatura están descritos dos mecanismos para el 

desarrollo del cáncer gástrico mediado por la infección de H. pylori: la acción directa de la 

bacteria sobre las células epiteliales y el efecto indirecto mediado a través de procesos 

inflamatorios desencadenado por la presencia de la bacteria (Figura 2) (Santos & Ribeiro, 2015). 
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Figura 2. Mecanismo directo e indirecto de H. pylori en la carcinogénesis gástrica. Tomado y 

modificado de Chiba y colaboradores (Chiba et al; 2008). 
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2.4.1 Efecto directo de Helicobacter pylori sobre células epiteliales gástricas: 

Diversas investigaciones demostraron que H. pylori promueve la carcinogénesis gástrica 

actuando directamente sobre las células epiteliales gástricas (Figura 2). Modelos de infección in 

vitro con células epiteliales gástricas humanas evidenciaron que H. pylori a través del factor de 

virulencia CagA modula funciones celulares que incluyen el reordenamiento del citoesqueleto, 

aumento de proliferación, elongación y motilidad de las células epiteliales (Higashi et al, 2002). 

Así mismo, H. pylori induce apoptosis en las células infectadas a través de la proteína VacA, lo 

que ocasiona un aumento en la proliferación como respuesta del hospedero a la colonización, 

elevando el riesgo en la aparición de mutaciones somáticas debido a errores en la replicación y/o 

inadecuada capacidad de reparación del ADN en genes claves del ciclo celular relacionados con 

el desarrollo de cáncer gástrico (Israel & Peek, 2001, Cover, 2016). H. pylori aumenta la 

expresión de gen de la enzima citidina desaminasa (AID), la cual genera mutaciones por 

deaminación de bases nitrogenadas en las células de la mucosa gástrica, lo que conlleva a una 

alta frecuencia de mutación de genes vitales del ciclo celular. Se demostró que la mutación del 

gen P53 inducida por H. pylori in vitro puede ser inhibida por el silenciamiento de la enzima 

AID utilizando ARN interferente (siARN) (Marusawa & Chiba, 2010). 
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2.4.2 Efectos indirectos de Helicobacter pylori a través de procesos 

inflamatorios: La gastritis desencadenada por H. pylori es causada predominantemente por una 

respuesta inmunitaria adaptativa mediada por células T CD4+; estas células se clasifican como 

Th1 y Th2, de acuerdo a la secreción de sustancias como interferón gamma (IFN-γ) e 

interleuquina 4 (IL-4), respectivamente. Existen evidencias de que la mucosa gástrica infectada 

con H. pylori produce una gran cantidad de IFN-γ junto con una cantidad mínima de IL-4 en la 

estimulación antigénica. El fenómeno anterior, se demostró experimentalmente en ratones 

deficientes en IFN-γ, donde la progresión de la gastritis se vio afectada negativamente (Chiba et 

al; 2008). Además, durante la infección microbiana neutrófilos y macrófagos son reclutados en 

el sitio de la infección y activados para secretar mediadores pro-inflamatorios como 

interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 8 (IL-8) y factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α) (Qadri et al, 2014). La IL1-β y TNF-α inducen la activación del factor de 

transcripción nuclear κB (NF-κB), un regulador clave de la inflamación y otros procesos 

biológicos involucrados en la carcinogénesis (Chiba et al, 2012). Así mismo, durante la infección 

aumenta la producción de NOS y ROS, que ocasionan daños en el ADN debido a la formación 

de productos de lesión oxidativa de ADN como 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-

oxodG), incrementando el riesgo de desarrollar mutaciones y modificaciones epigenéticas 

involucradas en la progresión del cáncer gástrico (Nardone & Compare, 2008). 

 

2.5  Epigenética y fisiología de la metilación del ADN 

 

La epigenética se define como el estudio de las modificaciones del ADN heredable durante la 

división celular, que no incluyen cambios en la secuencia del ADN, como la metilación ADN y 

la modificación de histonas (Jin & Robertson, 2011). La metilación del ADN ocurre mediante la 
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adición de un grupo metil sobre la quinta posición de la citosina en dinucleótidos citosina-

guanina (CpG) (Feinberg, 2001). Las islas CpG son regiones genómicas ricas en dinucleótidos 

citosina y guanina, localizadas en regiones promotoras de aproximadamente la mitad de los 

genes y se encuentran generalmente libres de metilación, permitiendo la expresión génica 

(Baylin & Herman, 2000). 

 En condiciones fisiológicas normales, la metilación del ADN se produce en las citosinas 

en cualquier región del genoma; más del 98% de la metilación del ADN se produce en células 

somáticas y es utilizada para el silenciamiento de genes en los procesos biológicos que incluyen, 

la impronta del genoma, silenciamiento de retrotransposones, inactivación del cromosoma X y 

expresión de genes específicos de tejidos (Bird, 2002; Matsusaka et al, 2014). 

 El proceso de metilación de citosina en las islas CpG es llevado a cabo por la familia de 

ADN metilatransferasas (DNMTs), las cuales comprenden un conjunto conservado de enzimas 

modificadoras de ADN que tienen un papel central en la regulación epigenética. El genoma 

humano codifica cinco DNMTs: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, de las 

cuales DNMT2 y DNMT3L no poseen actividad catalítica (Jin & Robertson, 2011). En 

mamíferos, DNMT1 está involucrada en el mantenimiento de la metilación de las cadenas de 

ADN recién sintetizadas y se localiza en los focos de replicación durante la fase S del ciclo 

celular (Li, 2002). Por otra parte, DNMT3A y DNMT3B, en contraste con DNMT1, presentan 

preferencia por los dinucleótidos CpG no metilados y están involucradas en la metilación de 

novo durante el desarrollo (Sanchez et al, 2015).  

 En términos generales, el aumento de la metilación en islas CpG de regiones promotoras 

de un gen conduce a la disminución de la expresión génica (Singal et al, 2002). Dos mecanismos 

están propuestos para explicar la represión transcripcional mediada por la metilación del 
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promotor de un gen. El primero sugiere la interferencia directa mediada por determinados 

factores de transcripción que no pueden unirse a elementos de reconocimiento en sus promotores 

metilados. Mientras que el segundo mecanismo, involucra la participación de una familia de 

proteínas que contienen un dominio de unión a ADN metilado (MBD) que ocasiona la represión 

génica (Qu et al, 2013).  

2.6  Metilación del ADN en cáncer 

 

La alteración de la metilación del ADN en cáncer ocurre por dos mecanismos: hipometilación 

global del genoma e hipermetilación regional de promotores en islas CpG (Matsusaka et al, 

2014). El primero de ellos se define como una disminución en el contenido de 5-metilcitosina en 

todo el genoma (Dunn, 2003). Un ejemplo de este mecanismo, se observa en la hipometilación 

de los elementos nucleares dispersos largos (LINE-1), el cual está asociada con bajos índices de 

supervivencia en cáncer gástrico (Shigaki et al, 2013). En el segundo mecanismo, la 

hipermetilación regional de promotores en islas CpG conduce al silenciamiento transcripcional 

inadecuado y es considerado como uno de los principales mecanismos para la inactivación de 

GST. La metilación de promotores en GST esta descrita en varios cánceres, en los que se 

incluyen los genes: RB en retinoblastoma esporádico (Ohtani et al, 1993), CDH1 en carcinoma 

hepatocelular (Yoshiura et al, 1995) y en cáncer gástrico hMLH1 (Perri et al, 2007); CDH1 

(Chan et al, 2006); CDKN2A (Maekita, et al, 2006). 
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3. Objetivos 

 

3.1  Objetivo General 

 

Determinar el estado de metilación de los genes supresores tumorales hMLH1, CDH1 y 

CDKN2A, en cultivos primarios de células epiteliales gástricas humanas sanas infectadas con 

Helicobacter pylori (ATCC 43504). 
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4. Materiales y métodos 

 

4.1  Tipo de estudio 

La siguiente investigación empleó el modelo de estudio analítico experimental. A continuación, 

se ilustra el diseño experimental usado en esta investigación (Figura 3). 

  

Figura 3. Algoritmo diseño experimental. A. Obtención, aislamiento y cultivo de células epiteliales 

gástricas a partir de mucosa del antro gástrico humano; B. Confirmación del fenotipo de H. pylori 

(ATCC 43504); C. Modelo de infección de células gástricas primarias y tumorales con H. pylori 

(ATCC 43504). MOI: Multiplicidad de Infección; PCR: Reacción en cadena de la Polimerasa, 

CEINCI-UIS: Comité de Ética en Investigación Científica de la Universidad Industrial de Santander.  
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4.2  Consideraciones Éticas 

 

 Todos los procedimientos realizados en este estudio se ajustaron a los lineamientos de la 

séptima revisión de la declaración de Helsinki del año 2013 sobre experimentación en seres 

humanos. Según la resolución de Colombia Número 8430 de 1993, se consideró este estudio 

experimental de bajo riesgo debido a que la biopsia se recolectó directamente de la endoscopia 

de los pacientes que consultaron por sospecha de enfermedad gastroduodenal. El consentimiento 

informado por escrito se obtuvo de todos los participantes incluidos en el estudio. Con el fin de 

proteger la identidad de los pacientes, las muestras fueron marcadas con un código único de 

identificación y ningún dato que pueda identificar el paciente fue registrado en la base de datos 

del proyecto de acuerdo a la ley 1581 de 2012 sobre la protección de datos personales. Esta 

investigación fue aprobada por el Comité de Ética en Investigación Científica de la Universidad 

Industrial de Santander (CEINCI-UIS). 

4.3  Obtención tejido gástrico 

 

 Se recolectaron biopsias provenientes de cinco pacientes que acudieron al consultorio privado 

de gastroenterología del Doctor Jaime Gómez Correa ubicado en el centro médico de 

Bucaramanga entre octubre y diciembre del 2018. Las muestras fueron seleccionadas a partir de 

los siguientes criterios de inclusión: ausencia de procesos pre-neoplásicos (gastritis superficial, 

pérdida de glándulas, metaplasia intestinal y displasia) y neoplásicos gástricos (adenocarcinoma 

gástrico según escala de Borrmann) determinado mediante criterios clínicos y no ingestión de 

antibióticos o inhibidores de la bomba de protones durante quince días previos a la endoscopia. 

El consentimiento informado aprobado por el CEINCI-UIS, fue administrado a los pacientes 

incluidos en el estudio previo a la recolección de las biopsias (anexo 1). Los tejidos fueron 

colectados del antro gástrico por un cirujano endoscopista mediante una exploración 
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convencional. Las biopsias fueron transferidas a tubos de centrífuga estériles de 15 mL que 

contenían medio Williams suplementado con 5 mg/L anfotericina B, 2 % de penicilina-

estreptomicina y 10 μg/mL de gentamicina. Las muestras se transportaron en una cava de icopor 

a 4°C en un tiempo inferior a 12 horas y fueron procesadas en el Laboratorio de Investigaciones 

Biomédicas y Biotecnológicas (LIBB) de la Universidad de Santander- UDES. 

4.3.1 Confirmación de la ausencia de la infección por Helicobacter pylori en 

biopsias de antro gástrico humano: El aislamiento y purificación del ADN de las biopsias 

gástricas se realizó empleando un sistema comercial (High Pure PCR Template Preparation Kit, 

ROCHE) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La presencia de H. pylori en las biopsias 

gástricas se determinó mediante una PCR convencional para la detección del gen de la ureasa 

alfa (ureA) según un protocolo descrito anteriormente (Ramis et al, 2002). Se emplearon 

cebadores UREA Forward (5'-GCCAATGGTAAATTAGTT-3') y UREA Reverse (5'-

CTCCTTAATTGTTTTTAC- 3 '), los cuales amplifican un fragmento de 394 pb de dicho gen. 

Para los ensayos de PCR se empleó el kit OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with 

Standard Buffer (New England Biotechnology), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Finalmente, se realizó un corrido electroforético en geles de agarosa al 1,5 % de los productos de 

PCR y fueron visualizados empleando el colorante fluorescente SYBR Safe (Thermo Fisher 

Scientific) y el fotodocumentador MiniBis (DNR Bio Imaging Systems). Se utilizó como control 

positivo ADN de la cepa Helicobacter pylori (ATCC 43504) y como control negativo ADN de la 

cepa Escherichia coli (ATCC 25922). 
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4.3.2 Aislamiento y cultivo de células epiteliales gástricas a partir de 

mucosa del antro gástrico humano: Se empleó el procedimiento descrito por Leite & 

Figueiredo con varias modificaciones (Leite & Figueiredo, 2002). Brevemente, el tejido gástrico 

tomado de la endoscopia fue lavado tres veces con solución de Hanks estéril suplementada con 5 

mg/L anfotericina B y 2% de penicilina-estreptomicina en cajas de petri estériles. Este se maceró 

mecánicamente en trozos 1 mm3 de tamaño con la ayuda de pinzas y tijeras quirúrgicas en una 

cabina de flujo laminar tipo A2. Posteriormente, el tejido fue colocado en un frasco de 100 mL 

con solución de disociación celular que contenía 200 U/mL de colagenasa, 1,2 U/mL de dispasa, 

0,01 mg/mL de inhibidor de tripsina de soja, 1,25 mg/mL de albumina (BSA) y 0,1 mM 

Dithiothreitol (DTT) disueltos en solución de Hanks con calcio y magnesio (volumen final 50 

mL). El tejido fue incubado a 37ºC en agitación constante con la ayuda de un magneto estéril 

durante 2 horas para favorecer la disociación enzimática de las células gástricas. Se recolectaron 

dos fracciones en intervalos de una hora y en cada una se retiró un volumen aproximado de 25 

mL. Este último se filtró tres veces con la ayuda de una capa de gasa estéril. La muestra filtrada 

fue centrifugada a 800 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Posteriormente, se examinó en cámara de 

recuento para la detección de la viabilidad celular mediante el colorante de exclusión azul de 

tripán utilizando un Microscopio Nikon Eclipse E200. Finalmente, el sedimento celular de cada 

fracción fue re-suspendido en medio Williams suplementado con 20% de suero fetal bovino 

inactivado (FBSi), 1% L-glutamina, 25 mM Buffer HEPES, anfotericina B 2,5 mg/L, 1% de 

penicilina-estreptomicina, 10 µg/mL de gentamicina, 10 ng/mL de factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) y 4 μg/mL de insulina. La suspensión celular fue sembrada en una placa de 6 

pozos con colágeno tipo I y mantenida en condiciones estándar de cultivo a 37°C bajo una 

atmósfera de CO2 al 5% durante 24 horas, para permitir la adherencia de las células. Cada dos 

días se realizaron cambios de medio de cultivo y observación de las células utilizando un 
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microscopio invertido EVOS FL (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, al sexto día el 

medio de cultivo se redujo a la mitad de la concentración inicial de los mitógenos EGF e 

insulina. Los ensayos anteriores se hicieron por triplicado. 

4.3.3 Confirmación del fenotipo de células epiteliales gástricas humana: Se 

determinó inicialmente mediante el empleo de tinciones histológicas como la coloración de 

hematoxilina-eosina y Schiff para la observación de la morfología de célula epitelial y presencia 

de mucinas neutras, respectivamente. Adicionalmente, se utilizó la técnica de 

inmunohistoquímica para la detección del antígeno epitelial de membrana (EMA) y el coctel de 

citoqueratinas (AE1/AE3). Brevemente, células epiteliales gástricas humanas fueron crecidas 

durante 24 horas en láminas de vidrio tratadas con colágeno y fijadas con paraformaldehido al 

4% durante 15 minutos. Cada lámina se incubó a temperatura ambiente durante toda la noche 

con el respectivo anticuerpo monoclonal: AE1/AE3 (MS-348-P, Thermo Scientific) y EMA 

(MA5-13156, Invitrogen) diluido 1:200. Posteriormente, se agregó el anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa de rábano picante (31430, Invitrogen) a una dilución de 1:500. El 

ensayo fue revelado mediante diaminobenzadina (DAB) (D-5673, Sigma). Se empleó como 

control positivo, la línea celular HeLa (ATCC CCL-2) y como control negativo células 

mononucleares extraídas de sangre periférica humana. Las muestras fueron analizadas para 

determinar la positividad de los marcadores en las células epiteliales gástricas respecto a los 

controles empleando el objetivo de 20X. Se calculó el porcentaje de células positivas a la tinción 

para cada antígeno contando un total de 100 células. Los anteriores ensayos se hicieron por 

triplicado. 
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4.4  Obtención, mantenimiento y confirmación del fenotipo de Helicobacter pylori 

(ATCC 43504).  

La cepa de H. pylori (ATCC 43504) fue gentilmente donada por el Grupo Bacterias & Cáncer 

(categoría B, COL0070457) de la Universidad de Antioquia. La cepa de H. pylori (ATCC 

43504) es ampliamente estudiada y posee los factores de virulencia CagA+ y VacAs1m1, los 

cuales están asociadas con inflamación gástrica severa, ulceración y mayor riesgo de desarrollar 

cáncer gástrico (Garcia et al, 2006). La bacteria fue mantenida en condiciones microaeróbicas en 

placas de Agar Brucella de BBL (Becton Dickinson) con suplemento de Dent (oxoid), isovitalex 

(oxoid) y 7 % sangre de caballo. La identificación del fenotipo bacteriano fue confirmado 

mediante pruebas microbiológicas clásicas como la tinción de Gram, prueba de catalasa y la 

prueba de ureasa rápida y pruebas complementarias de biología molecular para la detección del 

gen de la ureasa alfa según un protocolo descrito anteriormente (Ramis et al, 2002).  

 Adicionalmente, anterior al ensayo de infección, la bacteria fue cultivada en caldo 

infusión cerebro corazón (BHI) con FBSi al 10% en agitación constante (200 rpm) durante 48 

horas a 37ºC y en una atmosfera de 10% de CO2. Posteriormente, la suspensión bacteriana fue 

colectada y re-suspendida en Buffer fosfato salino pH: 7,2 (PBS). La cuantificación de la 

población celular se hizo mediante espectrofotometría empleando el lector de placas iMark (Bio 

Rad) a una longitud de onda de 600 nm. Se utilizó como medida de referencia los hallazgos 

obtenidos por Kranzer y colaboradores donde, 1,0 densidad óptica determinada a 600 nm 

equivale a 2.28×108 H. pylori/mL (Kranzer et al, 2005). 
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4.5  Modelo de Infección de células epiteliales gástricas primarias humanas con 

Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

 

Se emplearon células epiteliales gástricas primarias humanas aisladas de antro de donantes sanos 

y células tumorales gástricas AGS (ATCC CRL-1739) como control del modelo, con el fin de ser 

infectadas siguiendo un protocolo descrito anteriormente (Yo et al, 2006). Brevemente, células 

primarias fueron crecidas en placas de 12 pozos tratadas con colágeno durante 24 horas a una 

densidad de 1x105 células/mL en medio Williams suplementado con mitógenos y sin 

antimicrobianos. Células tumorales fueron crecidas en placas de 12 pozos durante 24 horas a una 

densidad de 1x105 células/mL empleando medio de cultivo DMEM alto en glucosa 

suplementado con 10% de FBSi, 1%, L-glutamina y sin antimicrobianos. Anterior a los ensayos 

de infección, H. pylori (ATCC 43504) fue adaptada a los medios de cultivo Williams y DMEM, 

observándose la conservación de la viabilidad. Se utilizó una multiplicidad de infección (MOI) 

bacteria: célula de 100 para células primarias y tumorales. Una vez establecida la monocapa con 

una confluencia mayor o igual al 80% en los dos tipos de células, se agregó la suspensión de H. 

pylori (ATCC 43504) disuelta en PBS y se mantuvo a 37ºC en atmósfera de CO2 al 10% durante 

24, 48, 72 horas y 7 días. Para el último tiempo de incubación, al tercer día se retiró la totalidad 

del medio y se agregó el respectivo medio de cultivo suplementado sin antimicrobianos, de igual 

forma para garantizar la infección se adicionó el inoculo de bacteria fresco a un MOI de 100. Se 

empleó como control interno del ensayo células primarias y tumorales sin infectar en cada 

tiempo de incubación. Finalmente, posterior a cada incubación, se retiró el sobrenadante para 

evaluar la viabilidad de la bacteria y las células primarias y tumorales fueron recuperadas 

mediante el uso de un raspador celular, para la extracción inmediata del ADN empleando un 

sistema comercial (High Pure PCR Template Preparation Kit, ROCHE) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Los anteriores ensayos se hicieron por triplicado. 
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4.5.1 Determinación viabilidad de Helicobacter pylori (ATCC 43504) en el 

modelo de Infección: Se utilizó el colorante fluorescente yoduro de propidio (PI) siguiendo un 

protocolo descrito anteriormente (Johnson & Criss, 2013). PI es impermeable a membranas 

celulares intactas e ingresa únicamente a células no viables, a través de las membranas no 

integras, las cuales se observan en el microscopio de fluorescencia de color rojo (Exmax: 493 nm 

Emmax: 632 nm). La viabilidad de las bacterias se determinó durante cada tiempo de cosecha 

(24, 48 y 72 horas y 7 días) a través de la recolección del sobrenadante con el fin de garantizar el 

efecto directo de la bacteria sobre las células. Se utilizó como control positivo bacterias tratadas 

con isopropanol al 70%, el cual afecta la integridad de la membrana bacteriana. Los ensayos 

anteriores se hicieron por triplicado. 

4.5.2 Extracción de ADN: El ADN de células gástricas primarias y tumorales 

infectadas con H. pylori (ATCC 43504) y sin infectar fue extraído y purificado empleando un 

sistema comercial (High Pure PCR Template Preparation Kit, ROCHE). Brevemente, las células 

fueron lisadas empleando un buffer que contiene proteinasa K, para ser cargado en una columna 

de afinidad que une selectivamente al ADN y permite la eliminación de contaminantes e 

inhibidores mediante una serie de lavados sucesivos. El ADN finalmente fue eludido en Buffer 

Tris-EDTA y almacenado a -80 °C hasta su procesamiento.  
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4.5.3 Determinación del estado de metilación de ADN en células epiteliales 

gástricas primarias y tumorales infectados con Helicobacter pylori (ATCC 43504): Se 

seleccionaron los GST: hMLH1, CDH1 y CDKN2A, los cuales están descritos ampliamente en 

cáncer gástrico y son inactivados con mayor frecuencia mediante la metilación del promotor 

(Ushijima & Sasako, 2006). La metilación de los GST se determinó mediante el tratamiento del 

ADN previamente extraído con bisulfito de sodio, empleando el Kit de conversión EZ DNA 

Methylation-Direct (Zymo Research) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La PCR 

metilación específica (MSP-PCR), se realizó en el ADN de células gástricas primarias y 

tumorales sin infectar e infectadas con H. pylori (ATCC 43504), posterior a la conversión con 

bisulfito de sodio, usando pares de primers previamente descritos por Yu y colaboradores (ver 

tabla 3) y condiciones de PCR validadas y optimizadas en la literatura que se alinean 

selectivamente al ADN metilado y sin metilar (Yu et al, 2002). Los primers fueron analizados y 

validados mediante el uso de herramientas bioinformáticas empleando los softwares online 

BiSearch (http://bisearch.enzim.hu/) y UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).  

 

Tabla 3. 

 Primers para PCR metilación específica  

 

 

 

 

 

 

Nombre Gen GeneBank No. Sense 5’-3’ Antisense 5’-3’ Tamaño (pb) 

hMLH1 (M) 
AB017806 

 

ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC CCTCATCGTAACTACCCGCG 115 

hMLH1 (U) TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATCATAACTACCCACA 124 

CDH1 (M) 

L34545 

GTGGGCGGGTCGTTAGTTTC CTCACAAATACTTTACAATTCCGACG 172 

CDH1 (U) GGTGGGTGGGTTGTTAGTTTTGT AACTCACAAATCTTTACAATTCCAAC 172 

CDKN2A  (M) 

NM_000077 

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC ACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 

CDKN2A (U) TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 

M: Primers diseñados para detectar metilación; U: Primers diseñados para detectar no metilación  

 

http://bisearch.enzim.hu/
https://genome.ucsc.edu/
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 La amplificación se llevó a cabo empleando el kit OneTaq Hot Start Quick-Load 2X 

Master Mix with Standard Buffer (New England Biotechnology), siguiendo las recomendaciones 

del fabricante en un termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems). Se utilizó como 

control positivo de metilación el ADN humano metilado universal (Catalogo: D5011 Zymo 

Research) y como control negativo de metilación polimorfonucleares extraídos de sangre 

periférica (PMN). Se empleó como control de metilación adicional la línea celular Hela (ATCC 

CCL-2), la cual presenta metilación del gen CDH1 (Yamada et al 2009).  

 Finalmente, se realizó un corrido electroforético en geles de agarosa al 2% de los 

productos de PCR-MSP y fueron visualizados empleando el colorante fluorescente SYBR Safe 

(Thermo Fisher Scientific) empleando el fotodocumentador MiniBis (DNR Bio Imaging 

Systems). El estado de metilación de los GST se definió como presencia o ausencia del 

amplificado en un corrido electroforético posterior a PCR-MSP. La aparición de un producto de 

PCR visible en la reacción que emplea primers diseñados para detectar metilación, indica la 

presencia del gen metilado. En contraste, la aparición de un producto de PCR en la reacción que 

utiliza primers diseñados para detectar no metilación indica la presencia del gen no metilado. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado para cada gen evaluado. 
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4.5.4 Determinación del estado global de metilación en células epiteliales 

gástricas primarias y tumorales infectadas con Helicobacter pylori (ATCC 43504): Se 

realizó empleando el Kit 5-mC DNA ELISA de acuerdo con el protocolo del fabricante (D5325, 

Zymo Research). Brevemente, 100 ng de ADN genómico previamente extraído fue 

desnaturalizado a 98°C durante 5 minutos y añadidos a la placa de reacción, para ser incubados 

con el anticuerpo monoclonal primario anti-5-metilcitosina y el anticuerpo secundario conjugado 

con peroxidasa de rabano picante (PHR) durante una hora a 37°C y revelados con el sustrato 

ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid). Los productos cromogenicos 

fueron determinados usando el lector de placas iMark (Bio Rad) empleando una longitud de onda 

de 515 nm. El porcentaje de metilación global de las muestras se cuantifico empleando una 

regresión logarítmica derivada de la curva estándar generada con la mezcla de los controles de 

ADN metilado (control positivo) y ADN sin metilar (control negativo) incluidos en el kit.  

4.6  Análisis de resultados 

 

Células gástricas primarias y tumorales humanas fueron infectados con la cepa de H. pylori 

(ATCC 43504) a un MOI de 100 y distintos periodos de incubación para evaluar el estado de 

metilación de GST. Se determinó el estado de metilación de los GST definido como presencia o 

ausencia del amplificado en un corrido electroforético posterior a la PCR-MSP. Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado para cada gen evaluado. Los datos obtenidos mediante 

ELISA, fueron descritos utilizando medidas de tendencia central y dispersión como promedio y 

desviación estándar, respectivamente. Para la comparación entre los grupos de estudio se empleó 

la prueba de t de student. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas aquellas 

asociadas a un valor de p<0,05. Se utilizó el Software estadístico R versión 3.3.3. 
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5. Resultados 

 

5.1 Obtención tejido gástrico 

 

De los cinco tejidos gástricos obtenidos tres no cumplieron los criterios de inclusión, debido a 

que presentaron gastritis superficial, por lo cual no fueron seleccionados para este estudio. Los 

dos tejidos restantes se utilizaron para confirmar la ausencia de H. pylori y el aislamiento de 

células epiteliales gástricas. 

5.1.1 Confirmación de ausencia de Helicobacter pylori en las biopsias 

gástricas: Las dos biopsias gástricas evaluadas en este estudio, no presentaron la amplificación 

del gen ureA, lo cual fue indicativo de la ausencia de infección por H. pylori en estos tejidos 

(Figura 4). El control positivo utilizando el ADN extraído de la cepa H. pylori (ATCC 43504) 

permitió la amplificación del fragmento esperado de 394 pb aproximadamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Confirmación de ausencia de H. pylori en las biopsias gástricas. Carril 1: 

O'RangeRuler 100pb; Carril 2: H. pylori (ATCC 43504), Carril 3: Muestra Paciente 1; Carril 

4: Muestra Paciente 2, Carril 5: vacío.  

 

1   …....      2      …...   3        …… 4      ……    5      
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5.1.2 Aislamiento y cultivo de células epiteliales gástricas humanas: Las 

modificaciones al protocolo descrito por Leite & Figueiredo que permitieron el exitoso 

aislamiento y proliferación de las células primarias gástricas incluyeron: la eliminación del 

mucus natural del tejido a través del uso de capas de gasas estériles, un aumento en la 

concentración del mitógeno EGF a 10 ng/mL y la inclusión de un agente de amortiguación 

adicional al medio de cultivo como lo fue el Buffer HEPES ((Ácido 4- (2-hidroxietil) -1-

piperazinaetanosulfónico) a una concentración de 25 mM. 

 El protocolo de aislamiento de células primarias gástricas se realizó en las dos biopsias 

libres de infección por H. pylori anteriormente evaluadas. El protocolo utilizado permitió el 

aislamiento de células con porcentajes de viabilidad superiores al 97 % durante las dos horas de 

la cosecha. Para los dos tejidos, se observó el primer día del aislamiento diferentes poblaciones 

celulares en la placa de cultivo que incluyeron células epiteliales gástricas, hematológicas e 

inmunológicas (Figura 5). 

 

Figura 5. Cultivo primario de células epiteliales gástricas humanas primer día del aislamiento. 

A: biopsia gástrica 1 y B: biopsia gástrica 2. Obsérvese las diferentes poblaciones de celulares 

que incluyen células epiteliales gástricas, hematológicas e inmunológicas. Magnificación 10 X 

 

A. 
B. 
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 Posterior a tres días de incubación, las células epiteliales gástricas provenientes de la 

biopsia gástrica del donante 1 presentaron un 20% de confluencia, evidenciado como pequeños 

cúmulos de células con forma cilíndrica y núcleo prominente, características propias de un 

fenotipo epitelial gástrico. De igual forma, para este tiempo de incubación, la mayoría de células 

no adherentes como células hematológicas e inmunitarias fueron eliminadas, debido al recambio 

de medio (Figura 6). La biopsia gástrica del donante 2, no presentó cúmulos de células 

adherentes posterior a tres días de incubación (Datos no mostrados). 

 

Figura 6. Cultivo primario de células epiteliales gástricas humanas tercer día del aislamiento. A 

y B: Células epiteliales gástricas humanas. Obsérvese la ausencia de moco y contaminación. 

Magnificación 10 X 

 

 Asimismo, la biopsia gástrica del donante 1 presentó un 100% de confluencia posterior a 

doce días de incubación, evidenciado por la formación de monocapa. Para este tiempo de 

incubación, se observó de una manera más clara la morfología epitelial de las células primarias, 

que incluyó células planas con forma cilíndrica y núcleo prominente (Figura 7). La biopsia 

gástrica del donante 2 no presentó células adherentes proliferantes transcurrido doce días de 

incubación, por lo cual este aislamiento no fue exitoso (Datos no mostrados). Finalmente, las 

células primarias aisladas del donante 1 presentaron un tiempo de supervivencia de hasta un mes 

y medio en condiciones estándar de cultivo. 

A. B. 
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Figura 7. Cultivo primario de células epiteliales gástricas humanas veinteavo día del 

aislamiento. A y B: Células epiteliales gástricas humanas. Obsérvese la formación de monocapa, 

la ausencia de moco y contaminación. Magnificación 10 X 

 

5.1.3 Confirmación del fenotipo de células epiteliales gástricas humanas: 

Las células epiteliales gástricas humanas aisladas de la biopsia del donante 1 fueron utilizadas 

para determinar el fenotipo epitelial y gástrico. Las células teñidas mediante la coloración de 

hematoxilina-eosina, presentaron una morfología epitelial observada como células planas con 

forma cilíndrica y núcleo prominente. Además, la coloración de Schiff evidenció la presencia de 

mucinas neutras en todas las células epiteliales, observadas como zonas citoplasmáticas rojizas 

características de estas células gástricas secretoras de mucus. Por otra parte, la técnica de 

inmunohistoquímica, permitió la detección en un 80% de positividad para el marcador EMA, el 

cual está presente en la mayoría de células epiteliales y un 40% de positividad para el marcador 

AE1/AE3, el cual detecta la mayoría de las citoqueratinas humanas y es indicativo de origen 

epitelial celular (Figura 8).  

A. B. 
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Figura 8. Confirmación del fenotipo de células epiteliales gástricas humanas mediante 

HE:Coloración hematoxilina-eosina, PAS: Coloración de Schiff, EMA: Inmunohistoquímica 

antigeno epitelial de membrana, AE1/AE3: Inmunohistoquímica Cóctel de citoqueratinas. HeLa: 

Linea cellular epithelial derivada de cáncer de cuello uterino humano (control positivo), PMN: 

mononucleares extraídas de sangre periférica humana (control negativo) y CEGH: células 

epiteliales gástricas humanas. Magnificación 20 X 

 

5.2  Confirmación del fenotipo de Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

 

 La cepa de H. pylori (ATCC 43504) fue crecida en agar Brucella con suplemento de Dent, 

isovitalex y 7 % sangre de caballo a una temperatura de 37ºC y una atmosfera de 10% de CO2; 

posterior a tres días de incubación, se observó el crecimiento en agar de colonias con 

características morfológicas de típicas de H. pylori que incluyeron, colonias pequeñas de 2 mm 

de diámetro con forma circular y convexa; estas colonias fueron examinadas microscópicamente 
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posterior a la tinción de Gram, observándose bacilos Gram negativos delgados con forma 

alargada compatibles con la morfología esperada para esta bacteria. Las pruebas bioquímicas 

complementarias como el test de catalasa y la prueba de ureasa rapida, confirmaron el fenotipo 

de esta bacteria debido a la positividad en estas determinaciones (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Pruebas confirmatorias para la identificación de H. pylori (ATCC 43504). A) 

Crecimiento en agar Brucella suplementado (Dent, isovitalex y 7 % sangre de caballo), B) 

Tinción de Gram, C) test de catalasa y D) Prueba de ureasa rapida. 

 

 Los hallazgos anteriores fueron confirmados mediante la detección del gen de la Ureasa 

Alfa, donde se amplificó de un fragmento de 394 pb para H. pylori (ATCC 43504). Además, la 

cepa control de E. coli (ATCC 25922), no evidencio amplificación del gen de interés (Figura 10).  

A. B. D. 

C. 
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Figura 10. Detección del gen de la Ureasa Alfa en H. pylori (ATCC 43504). Carril 1: O'RangeRuler 

100pb; Carril 2: vacío; Carril 3: E. coli (ATCC 25922), Carril 4 y 5: H. pylori (ATCC 43504), 

Carril 6: vacío. 

 

5.3  Determinación viabilidad de Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

 

La cepa de H. pylori (ATCC 43504) mantenida en cultivo presentó una viabilidad del 100%, 

evidenciado como la ausencia de fluorescencia. El control positivo del ensayo empleando 

bacterias tratadas con isopropanol al 70% presentó una fuerte fluorescencia roja desencadenada 

por la pérdida de viabilidad de las bacterias tratadas (Figura 11). 

 

Figura 11. Determinación de la viabilidad de H. pylori (ATCC 43504): A). Bacterias en cultivo 

sin tratar B). Bacterias en cultivo tratadas con isopropanol al 70% (Control Positivo). 

Magnificación 20X 

B. 

A. 

Microscopía Fluorescencia Microscopía Óptica 

1         2        3        4        5        6 
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5.4  Modelo de infección de células epiteliales gástricas primarias y tumorales humanas 

con Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

 

En cada tiempo de incubación, se observó el fuerte tropismo que tiene H. pylori sobre las células 

gástricas primarias y tumorales, evidenciado por la adhesión y recubrimiento de la superficie de 

las células gástricas (Figura 12). 

Figura 12. Infección de células epiteliales gástricas primarias y tumorales humanas con H. pylori 

(ATCC 43504). Obsérvese la fuerte adhesión y recubrimiento de la bacteria sobre las células 

gástricas. Magnificación 20 X 
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5.4.1 Viabilidad de Helicobacter pylori (ATCC 43504) en el modelo de 

infección de células epiteliales gástricas primarias y tumorales humanas: Se observó para 

todos los tiempos de incubación evaluados que la viabilidad de la bacteria se conservó, lo cual 

garantizó el contacto estrecho entre las bacterias y células (Figura 13). Así mismo, durante el 

transcurso del ensayo, las células primarias y tumorales infectadas se mantuvieron adheridas, lo 

cual facilito la extracción del ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Determinación de viabilidad de H. pylori (ATCC 43504) durante la infección de 

células primarias y tumorales gástricas humanas Obsérvese la ausencia de fluorescencia en los 

diferentes tiempos indicativo de viabilidad. Magnificación 20X. 
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5.4.2 Determinación del estado de metilación de ADN en células epiteliales 

gástricas primarias infectados con H. pylori (ATCC 43504): En este estudio se evaluó el 

estado de metilación de tres GST: hMLH1, CDH1 y CDKN2A, los cuales están descritos 

ampliamente en cáncer gástrico (Ushijima & Sasako, 2004). El estado de metilación de los GST 

se determinó mediante el tratamiento del ADN con bisulfito de sodio seguido de una PCR-MSP 

y la visualización de los productos mediante un corrido electroforético.  

 Los primers reportados en la literatura fueron analizados mediante herramientas 

bioinformáticas empleando los softwares online BiSearch y UCSC Genome Browser. El software 

BiSearch se usó para la validación de primers y la realización de una PCR in silico. Los primers 

evaluados evidenciaron excelentes características en su diseño, debido a que presentaron uniones 

menores a 3000 y productos de PCR específicos en una sola cadena de ADN. Así mismo, el 

software UCSC Genome Browser permitió evidenciar que los primers flanqueaban los 

promotores de cada gen y permitían la amplificación de varios dinucleotidos CpG contenidos en 

las islas CpG (ver tabla 4). 

Tabla 4.  

Herramientas bioinformáticas empleadas para evaluar los primers. 

 

Bisearch 

 

UCSC Genome Browser 

Gen 

Cadena sentido 

 

Cadena Antisentido 

 Promotor  
Localización Isla 

CpG 

 N° CpG 

Uniones 

Producto 

PCR  

Uniones 

Producto 

PCR    

hMLH1 (M) 15 SI 

 

15 NO 

 SI 

 

SI  19 

hMLH1 (U) 2423 SI 

 

2490 NO 

  

CDH1 (M) 16 SI 

 

19 NO 

 SI 

 

SI  10 

CDH1 (U) 790 SI 

 

797 NO 

  

CDKN2A  (M) 3 SI 

 

3 NO 

 SI 

 

SI  18 

CDKN2A (U) 167 SI 

 

167 NO 

  

M: Primers diseñados para detectar metilación; U: Primers diseñados para detectar no metilación  
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 Posteriormente, se realizó una validación de metilación empleando el control positivo 

suministrado por el fabricante (Catalogo: D5011 Zymo Research), el cual es un ADN humano 

metilado enzimáticamente por M.SssI metiltransferasa 1 en todas la posiciones de citosina que 

comprenden dinucleótidos CpG. Los primers diseñados para detectar metilación de los GST: 

hMLH1, CDKN2A y CDH1, presentaron el amplicón esperado de 115, 150 y 172 pb, 

respectivamente. Los primers utilizados para detectar no metilación no presentaron 

amplificación. Así mismo, los primers comerciales incluidos en el kit para la detección de la 

metilación del gen hMLH1 presentaron la amplificación esperada de un fragmento de 182 pb. 

Por lo anterior, los primers empleados en este estudio fueron específicos para detectar la 

metilación en los promotores de los GST (Figura 14).  

 

Figura 14. Validación primers empleando el control positivo de metilación (ADN humano 

metilado). O: O'RangeRuler 100pb MM: Primers hMLH1 Comerciales Zymo Research; MLM: 

Primers hMLH1 metilado; MLU: Primers hMLH1 No metilado; CM: Primers CDKN2A 

metilado; CU: Primers CDKN2A No metilado; CDM: Primers CDH1 metilado; CDU: Primers 

CDH1 No metilado y V: Carril vacío. 

 

 Adicionalmente, se realizó una validación de no metilación utilizando PMN. Los primers 

diseñados para detectar no metilación de los GST: hMLH1, CDKN2A y CDH1, presentaron el 

amplicón esperado de 124, 151 y 172 pb, respectivamente. Los primers utilizados para detectar 

no metilación no presentaron amplificación. Por lo anterior, los primers empleados en este 

   O          V         MM          V        V          MLM     MLU       O         V         CM        CU        V      O          V      CDM      CDU       V    
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estudio fueron específicos para detectar un estado de no metilación en los promotores de los GST 

(Figura 15). 

 

Figura 15. Validación primers empleando polimorfonucleares de sangre periferica. O: 

O'RangeRuler 100pb MLM: Primers hMLH1 metilado; MLU: Primers hMLH1 No metilado; 

CM: Primers CDKN2A metilado; CU: Primers CDKN2A No metilado; CDM: Primers CDH1 

metilado; CDU: Primers CDH1 No metilado y V: Carril vacío. 

 

 Respecto al estado de metilación de ADN en células epiteliales gástricas primarias 

infectados con H. pylori (ATCC 43504), se observó que el gen hMLH1 no presentó metilación 

en los tiempos de incubación evaluados a las 24, 48 y 72 horas, evidenciado por la amplificación 

de un fragmento de 124 pb cuando se usaron los primers diseñados para detectar no metilación y 

la no amplificación de un producto cuando se usaron los primers diseñados para detectar 

metilación. Adicionalmente, el control de no metilación utilizando PMN presentó la 

amplificación esperada (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

    O                MLU       MLM                       O            CU          CM                        O              CDM           CDU 
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Figura 16. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen hMLH1 en células epiteliales 

gástricas primarias humanas infectadas con H. pylori (ATCC 43504). La aparición de un 

producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un 

producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado. O: O'RangeRuler 100pb; 

P0: Gastrocitos primarios control no infectado; P1: Infección gastrocitos primarios 24 horas; P2: 

Infección gastrocitos primarios 48 horas; P3: Infección gastrocitos primarios 72 horas; PMN: 

Polimorfonucleares de sangre periférica; V: Carril vacío. 

 

 El gen CDH1 presentó un fenómeno similar a lo evidenciado anteriormente, debido a que 

las células epiteliales gástricas primarias infectados con H. pylori (ATCC 43504), no presentaron 

metilación en este gen para los tiempos de incubación evaluados a las 24, 48 y 72 horas, 

evidenciado por la amplificación de un fragmento de aproximadamente de 172 pb cuando se 

usaron los primers diseñados para detectar no metilación y la no amplificación de un producto 

cuando se emplearon primers diseñados para detectar metilación Adicionalmente, la línea celular 

HeLa y los PMN evidenciaron la amplificación esperada (Figura 17). 

 

 

 

    O       M      U         M      U         M     U         M      U         M      U        V 
P0 P2  P3 PMN P1 



DETERMINACIÓN ESTADO METILACIÓN INFECCIÓN H. pylori                                                 63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDH1 en células epiteliales 

gástricas primarias humanas infectadas con H. pylori (ATCC 43504). La aparición de un 

producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un 

producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado. O: O'RangeRuler 100pb; 

P0: Gastrocitos primarios controles no infectados; P1: Infección gastrocitos primarios 24 horas; 

P2: Infección gastrocitos primarios 48 horas; P3: Infección gastrocitos primarios 72 horas; 

PMN: Polimorfonucleares de sangre periférica; HE: Células Hela; V: Carril vacío. 

 

 Finalmente, las células epiteliales gástricas primarias infectados con H. pylori (ATCC 

43504), presentaron hemimetilación en el gen CDKN2A para todos los tiempos de incubación 

evaluados, a las 24, 48 y 72 horas, evidenciado por la amplificación de un fragmento de 

aproximadamente de 150 pb y 151 pb cuando se usaron los primers diseñados para detectar 

metilación y no metilación respectivamente. Cabe destacar que este fenómeno de hemimetilación 

observado no se puede atribuir a un efecto directo de la bacteria, debido a que las células 

primarias control presentan este estado de metilación basal. Adicionalmente, el control el control 

de no metilación de PMN presentó la amplificación esperada (Figura 18). 

 

 

O          M      U          M     U        M     U          M     U      M       U         M       U    V  
P0 P2  P3 HE   P1 PMN 
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Figura 18. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDKN2A en células epiteliales 

gástricas primarias humanas infectados con H. pylori (ATCC 43504). La aparición de un 

producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un 

producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado. O: O'RangeRuler 100pb; 

P0: Gastrocitos primarios controles no infectados; P1: Infección gastrocitos primarios 24 horas; 

P2: Infección gastrocitos primarios 48 horas; P3: Infección gastrocitos primarios 72 horas; 

PMN: Polimorfonucleares de sangre periférica. 

 

 Por otra parte, el estado de metilación de los tres GST: hMLH1, CDH1 y CDKN2A fueron 

evaluados en la línea tumoral gástrica AGS como control, debido a que estos genes no han sido 

descritos en modelos in vitro de infección con H. pylori sobre esta línea tumoral (tabla 2). 

Inicialmente, se observó que las células tumorales gástricas AGS infectados con H. pylori 

(ATCC 43504), no presentaron metilación en el gen hMLH1 para los tiempos de incubación a las 

24, 48 y 72 horas evidenciado por la amplificación de un fragmento de aproximadamente de 124 

pb cuando se usaron los primers diseñados para detectar no metilación y la no amplificación de 

un producto cuando se emplearon primers diseñados para detectar metilación Adicionalmente, el 

control el control de no metilación de PMN presentó la amplificación esperada (Figura 19). 

 

P0 P2  P3 P1 PMN 

O        M      U        M      U       M      U         M     U         M     U 
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Figura 19. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen hMLH1 en células tumorales 

gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. pylori (ATCC 43504). La 

aparición de un producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la 

aparición de un producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado. O: 

O'RangeRuler 100pb; T0: AGS control no infectados; T1: Infección AGS 24 horas; T2: 

Infección AGS 48 horas; T3: Infección AGS 72 horas; PMN: Polimorfonucleares de sangre 

periférica; V: Carril vacío. 

 

 El gen CDH1 presentó un fenómeno similar a lo evidenciado anteriormente, debido a 

que las células tumorales gástricas AGS (infectados con H. pylori (ATCC 43504), no 

presentaron metilación en este gen para los tiempos de incubación a las 24, 48 y 72 horas 

evaluados evidenciado, por la amplificación de un fragmento de aproximadamente de 172 pb 

cuando se usaron los primers diseñados para detectar no metilación y la no amplificación de un 

producto cuando se emplearon primers diseñados para detectar metilación. Adicionalmente, la 

línea celular Hela y PMN presentó la amplificación esperada (Figura 20). 

 

O         V           M      U       M      U        M      U         M      U         M     U     

T0 T1 T2 T3 PMN 
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Figura 20. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDH1 en células tumorales 

gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. pylori (ATCC 43504). La 

aparición de un producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la 

aparición de un producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado O: 

O'RangeRuler 100pb; T0: AGS control no infectados; T1: Infección AGS 24 horas; T2: 

Infección AGS 48 horas; T3: Infección AGS 72 horas; HE: Células Hela; PMN: 

Polimorfonucleares de sangre periférica. 

 

 Finalmente, se observó que las células tumorales gástricas AGS infectados con H. 

pylori (ATCC 43504), presentaron hemimetilación en el gen CDKN2A para los tiempos de 

incubación a las 24, 48 y 72 horas, evidenciado por la amplificación de un fragmento de 

aproximadamente de 150 pb y 151 pb cuando se usaron los primers diseñados para detectar 

metilación y no metilación respectivamente. Cabe destacar que al igual que en las células 

gástricas primarias este fenómeno de hemimetilación observado no se puede atribuir a un efecto 

de la bacteria, debido a que las células tumorales control presentan este estado de metilación 

basal. (Figura 21). 

 

O             M         U            M          U            M         U         M         U            M         U             M         U    

T0 T1 T2 T3 PMN HE 
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Figura 21. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDKN2A en células tumorales 

gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. pylori (ATCC 43504). La 

aparición de un producto de PCR visible en el carril U indica la presencia del gen no metilado; la 

aparición de un producto de PCR en el carril M indica la presencia del gen metilado; O: 

O'RangeRuler 100pb; T0: AGS control no infectados; T1: Infección AGS 24 horas; T2: 

Infección AGS 48 horas; T3: Infección AGS 72 horas. 

 

O           M         U               M       U              M       U            M      U 

T0 T1 T2 T3 
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5.4.3 Confirmación del estado de metilación de ADN en células epiteliales 

gástricas primarias y células tumorales gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) 

infectados con H. pylori (ATCC 43504): En la literatura los modelos in vitro de infección, 

usualmente emplean periodos de incubación de hasta 72 horas (Yo et al, 2006; Bussière et al, 

2010; Zhang et al, 2016). No obstante, debido a que en los tiempos de incubación evaluados no 

se observó la metilación de los GST en las células primarias y tumorales gástricas, se procedió a 

extender el tiempo hasta un máximo de siete días para cada célula. En esta aproximación, se 

garantizó las variables inherentes al ensayo, para ello, en el tercer día de incubación se retiró la 

totalidad del medio y se agregó medio de cultivo suplementado sin antimicrobianos e inoculo 

fresco de la bacteria a un MOI de 100 para garantizar el contacto estrecho entre células y 

bacterias. Posterior al séptimo día de incubación, las células primarias y tumorales gástricas aún 

se encontraban adheridas (Figura 22). Así mismo, posterior a su disociación mecánica las células 

primarias y tumorales presentaban porcentajes de viabilidad superiores al 80 % determinado 

mediante el colorante de exclusión azul de tripan (Datos no mostrados). 
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Figura 22. Infección de células epiteliales gástricas primarias y tumorales gástricas AGS (ATCC 

CRL-1739) humanas con H. pylori (ATCC 43504) durante siete días: Magnificación 20 X 

 

 Por otra parte, para este tiempo de incubación se observó que la viabilidad de H. pylori 

(ATCC 43504) determinada mediante IP se conservó, lo cual garantizó el contacto estrecho entre 

las bacterias y células (Figura 23).  
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Figura 23. Determinación de viabilidad de H. pylori (ATCC 43504) durante la infección de 

células primarias y tumorales gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) durante siete días. 

Obsérvese la ausencia de fluorescencia en el periodo de incubación indicativo de viabilidad 

bacteriana. Magnificación 20X. 

 

 Al evaluar el estado de metilación de los GST, se observó que las células primarias y las 

células tumorales gástricas AGS infectados con H. pylori (ATCC 43504), no presentaron 

metilación en el gen hMLH1 en el tiempo de incubación de siete días evidenciado por la 

amplificación de un fragmento de aproximadamente de 124 pb cuando se usaron los primers 

diseñados para detectar no metilación y la no amplificación de un producto cuando se emplearon 

primers diseñados para detectar metilación. Adicionalmente, el control de no metilación 

empleando PMN presentó la amplificación esperada (Figura 24). 
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Figura 24. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen hMLH1 en células epiteliales 

gástricas primarias y células tumorales gástricas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. 

pylori (ATCC 43504) durante siete días. La aparición de un producto de PCR visible en el carril 

U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un producto de PCR en el carril M 

indica la presencia del gen metilado. O: O'RangeRuler 100pb; P0: Gastrocitos primarios 

controles no infectados; P7: Infección gastrocitos primarios 7 días; T1: AGS control no 

infectados; T7: Infección AGS 7 días; PMN: Polimorfonucleares de sangre periférica; V: Carril 

vacío. 

 

 El gen CDH1 presentó un fenómeno similar a lo evidenciado anteriormente, debido a 

observó que las células primarias y las células tumorales gástricas AGS infectadas con H. pylori 

(ATCC 43504), no presentaron metilación en este gen en el tiempo de incubación de siete días, 

evidenciado por la amplificación de un fragmento de aproximadamente de 172 pb cuando se 

usaron los primers diseñados para detectar no metilación y la no amplificación de un producto 

cuando se emplearon primers diseñados para detectar metilación. Adicionalmente, la línea 

celular Hela y PMN presentó la amplificación esperada (Figura 25). 

 

 

    O       M      U         M      U         M     U         M      U         M      U      V 
P0 T1  T7 PMN P7 
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Figura 25. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDH1 en células epiteliales 

gástricas primarias y células tumorales gástricas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. 

pylori (ATCC 43504) durante siete días. La aparición de un producto de PCR visible en el carril 

U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un producto de PCR en el carril M 

indica la presencia del gen metilado O: O'RangeRuler 100pb; P0: Gastrocitos primarios control 

no infectados; P7: Infección gastrocitos primarios 7 días; T0: AGS control no infectados; T7: 

Infección AGS 7 días; PMN: Polimorfonucleares de sangre periférica; HE: Células Hela. 

 

 Finalmente, se observó que las células epiteliales primarias y las células tumorales 

gástricas AGS infectados con H. pylori (ATCC 43504), presentaron hemimetilación en el gen 

CDKN2A para el tiempo de incubación de siete días, evidenciado por la amplificación de un 

fragmento de aproximadamente de 150 pb y 151 pb cuando se usaron los primers diseñados para 

detectar metilación y no metilación respectivamente. Al igual que en los periodos de incubación 

anteriores, este fenómeno de hemimetilación observado no se puede atribuir a un efecto de la 

bacteria, debido a que las células primarias y tumorales control presentan este estado de 

metilación basal (Figura 26). 

 

 

 

 

O          M      U         M     U        M     U          M     U       M       U         M       U     V  
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Figura 26. Análisis PCR-MSP de la región promotora del gen CDKN2A en células epiteliales 

gástricas primarias y células tumorales gástricas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. 

pylori (ATCC 43504) durante siete días. La aparición de un producto de PCR visible en el carril 

U indica la presencia del gen no metilado; la aparición de un producto de PCR en el carril M 

indica la presencia del gen metilado. P0: Gastrocitos primarios controles no infectados; P7: 

Infección gastrocitos primarios 7 días; T0: AGS control no infectados; T7: Infección AGS 7 

días. 
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5.4.4 Determinación del estado global de metilación en cultivo primarios y 

tumorales gástricos humanos : El estado de metilación global de las células gástricas primarias 

y tumorales sin infectar e infectadas con H. pylori (ATCC 43504) a un MOI 100, se realizó 

empleando el Kit 5-mC DNA ELISA de acuerdo con el protocolo del fabricante (Zymo 

Research). La curva estándar generada con los controles comerciales, presentó un coeficiente de 

determinación (R2) de 0,9826 a partir de la regresión logarítmica, lo cual permitió determinar el 

estado de metilación de las células primarias y tumorales (Figura 27 A). Los porcentajes de 

metilación determinados en las células primarias y tumorales fueron sometidos a la prueba de 

Shapiro–Wilk, evidenciando una distribución normal. Por tanto, para la comparación entre 

grupos se aplicó la prueba paramétrica de t de student. Los porcentajes de metilación global de 

las células primarias sin infectar e infectadas con H. pylori (ATCC 43504) en los distintos 

tiempos de incubación evaluados no presentaron diferencias estadísticamente significativas (p 

=0.630). Así mismo, la línea tumoral AGS no presentó diferencias estadísticamente significativas 

en el estado global de metilación en células infectadas y no infectadas con H. pylori (ATCC 

43504) en los distintos tiempos de incubación evaluados (p =0.610) (Figura 27 B). 
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Figura 27. Determinación del estado global de metilación en células epiteliales gástricas 

primarias y células tumorales gástricas humanas AGS (ATCC CRL-1739) infectadas con H. 

pylori (ATCC 43504). A. Curva estándar generada con los controles comerciales a partir de la 

regresión logarítmica; B. Porcentaje de metilación global de las células primarias y tumorales 

infectadas y no infectadas con H. pylori (ATCC 43504). 
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6. Discusión 

 

Las alteraciones epigenéticas inducidas por microorganismos patógenos se han convertido en un 

área de investigación activa en los últimos años, debido a que pueden ocasionar una 

hipermetilación de promotores de múltiples genes celulares clave, involucrados en la progresión 

del ciclo celular, senescencia e inmunidad, que favorece el desarrollo de diversas patologías, 

especialmente neoplasias (Minarovits, 2009; Chiariotti et al, 2013, Al, 2013). 

 Las bacterias son modelos muy útiles en los estudios de cambios epigenéticos generados 

en la infección de células eucariotas y proporcionan varios ejemplos pioneros en la 

reprogramación de genes del huésped inducido por la infección (Bhavsar et al., 2007). H. pylori, 

patógeno clasificado como un agente cancerígeno de clase I por la IARC (IARC, 1994), es el 

factor de riesgo adquirido más importante para el desarrollo de cáncer gástrico en humanos 

(Chan et al, 2003). Diversos estudios han evidenciado que la infección por H. pylori induce la 

metilación de ADN en células epiteliales gástricas en múltiples GST como CDKN2A, CDH1 y 

hMLH1 lo cual contribuye al riesgo de desarrollar cáncer gástrico (Wen et al, 2010; Huang et al, 

2012).  

 Esta investigación determinó el efecto directo de la infección de H. pylori (ATCC 43504) 

sobre el estado de metilación de tres GST: (hMLH1, CDH1 y CDKN2A) mediante el uso de un 

nuevo modelo infección in vitro en ausencia de la respuesta inmune, que utiliza cultivos 

primarios de células epiteliales gástricas sanas y células gástricas tumorales-AGS como control. 

Los resultados obtenidos evidenciaron que la infección de células gástricas primarias y tumorales 

con H. pylori (ATCC 43504) empleando un MOI máximo de 100 y diferentes tiempos de 

incubación de hasta siete días no indujo cambios en el estado de metilación de promotores en los 

tres GST evaluados.  
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 En cáncer gástrico, está ampliamente descrito que la infección de H. pylori induce 

tempranamente la metilación del promotor del GST CDH1, que codifica la glucoproteína 

transmembrana E-cadherina, la cual es esencial para la adhesión celular de células epiteliales y 

su regulación negativa favorece la metástasis (Tamura et al, 2000, Chan et al, 2003). En nuestro 

estudio, células epiteliales gástricas primarias y tumorales (AGS) infectados con H. pylori 

(ATCC 43504), no presentaron cambios en el estado de metilación del gen CDH1. Resultados 

similares se observaron en el estudio llevado a cabo por Huang y colaboradores, donde las líneas 

tumorales gástricas (MKN7, MKN74 y TMK-1) infectadas con H. pylori no presentaron 

hipermetilación de este gen. No obstante, cuando estas células fueron incubadas con mediadores 

pro inflamatorios como IL-1β, se observó un aumento en la producción de óxido nítrico con la 

metilación de este gen, por lo cual esta modificación epigenética fue atribuido a la participación 

del sistema inmune (Huang et al, 2012). 

 Por otra parte, defectos en diversas moléculas que regulan el ciclo celular están descritos 

en la iniciación y progresión del cáncer gástrico. El inhibidor 2A de quinasa dependiente de 

ciclina, también denominado p16Ink4a es una proteína supresora de tumores involucrada en la 

detención del ciclo celular en la fase G y codificada en humanos por el gen CDKN2A (Ushijima 

et al, 2006). La región promotora del gen CDKN2A está hipérmetilada en 25-42% de los 

cánceres gástricos (Shim et al, 2000) y se demostró que los niveles de metilación del gen 

CDKN2A ocurre de forma temprana durante la carcinogénesis gástrica asociada a la infección 

con H. pylori (Maekita et al, 2006, Perri et al, 2007).  

 En nuestro estudio, las células epiteliales gástricas primarias y células tumorales (AGS) 

infectados con H. pylori (ATCC 43504), no presentaron cambios en el estado de metilación del 

gen CDKN2A. Los primers utilizados evidenciaron la hemimetilación basal de este gen en 
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células primarias y tumorales sin infectar, lo anterior planteo limitaciones metodológicas en el 

estudio, debido a que no se pudo evaluar el papel directo de H. pylori en la metilación de este 

gen. Los primers usados en este estudio fueron diseñados por Yu y colaboradores, los cuales 

observaron el fenómeno de hemimetilación para este gen, en un porcentaje muy bajo de muestras 

de hepatocarcinoma analizadas (Yu et al, 2002), por lo cual para futuros ensayos se deben 

evaluar nuevos primers que se alineen selectivamente a otra región del promotor y permitan 

discriminar entre las regiones de ADN metiladas y no metiladas, con el fin de superar estas 

limitaciones  

 Así mismo, la hemimetilación observada en línea tumoral AGS para el gen CDKN2A, 

evidencia los sesgos de medición que pueden presentar la evaluación de fenómenos epigenéticos 

sobre líneas tumorales, debido que las lesiones genéticas intrínsecas no permiten evaluar en qué 

fase del proceso de carcinogénesis se produjeron las modificaciones epigenéticas (Chiariotti et 

al, 2013; Sitaraman, 2014). Lo anterior, se refleja en el estudio llevado a cabo por Peterson y 

colaboradores, donde el GST Factor Trefoil 2 (TFF2) se encontraba metilado basalmente en las 

líneas tumorales gástricas AGS y MNK-28, lo cual no permitió evaluar el papel directo de H. 

pylori en la metilación de este gen (Peterson et al, 2010). Por consiguiente, el modelo de 

infección propuesto con células gástricas primarias es una herramienta experimental valiosa para 

la evaluación de los cambios epigenéticos tempranos presentes en ausencia del sistema inmune. 

 Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el silenciamiento de ciertos genes 

de reparación del ADN está relacionado con la progresión de la carcinogénesis gástrica (Li et al, 

2015). El gen hMLH1 codifica una proteína perteneciente al sistema de reparación del ADN 

(mismatch repair- MMR,) y se encuentra frecuentemente hipermetilado en cáncer gástrico. La 

hipermetilación de este gen desregula los mecanismos de reparación del ADN y da como 
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resultado la aparición del fenotipo de inestabilidad de microsatélite (MSI) en el 31-67% de 

cáncer gástrico (Ottini et al, 2006). En nuestro estudio, las células epiteliales gástricas primarias 

y tumorales (AGS) infectados con H. pylori (ATCC 43504), no presentaron cambios en el estado 

de metilación del gen hMLH1. Los datos obtenidos para este gen, son difíciles de contrastar 

debido que en la literatura no existen reportes del estado de metilación para este gen en modelos 

in vitro de infección empleando células gástricas primarias y tumorales.  

 Por otra parte, debido a que en los tiempos de incubación evaluados inicialmente de 

máximo 72 horas y MOI de 100, no se evidenciaron cambios en el estado de metilación de los 

GST evaluados en las células gástricas primarias y tumorales, se procedió a extender el tiempo 

hasta un máximo de siete días para las dos líneas celulares, con el objetivo de validar los datos 

obtenidos anteriormente. En este ensayo, se garantizaron las variables cruciales como 

disponibilidad de nutrientes y viabilidad con el fin de asegurar el contacto estrecho entre células 

y bacterias. Al evaluar el estado de metilación de los tres GST en las células gástricas primarias y 

tumorales infectadas con H. pylori (ATCC 43504) con esta aproximación experimental, se 

observó la no inducción de cambios en el estado de metilación de estos genes. En la literatura los 

modelos in vitro de infección descritos, usualmente emplean periodos de incubación de hasta 

cuatro días y MOIs máximos de 100 (Huang et al, 2012; Zhang et al, 2016). En este sentido, se 

descarta que la ausencia de metilación en los GST evidenciada en células gástricas primarias y 

tumorales sea debido a variables metodológicas de los procedimientos empleados. 

 Así mismo, con el fin de confirmar los datos obtenidos anteriormente se procedió a 

evaluar el estado de metilación global de las células gástricas primarias y tumorales sin infectar e 

infectadas con H. pylori (ATCC 43504) empleando un inmunoensayo ELISA (5-mC DNA 

ELISA, Zymo Research). En la actualidad, los kits de ELISA disponibles comercialmente para la 
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evaluación rápida del estado global de metilación del ADN pueden detectar niveles de metilación 

de ADN de hasta 0.5% (Kurdyukov & Bullock, 2016). En nuestro estudio, los datos obtenidos 

mediante el ELISA confirman los anteriores hallazgos de la ausencia de cambios en el estado de 

metilación de los GST por parte de H. pylori (ATCC 43504), no observándose diferencias en los 

porcentajes de metilación global de las células gástricas primarias y tumorales infectadas y sin 

infectar con H. pylori (ATCC 43504) en los distintos tiempos de incubación evaluados.  

 Por otra parte, un hallazgo interesante se evidenció en las células gástricas tumorales; se 

observaron porcentajes de metilación basales más altos en estas células en comparación con las 

células gástricas primarias sin infectar. Lo anterior, coloca en manifiesto las lesiones genéticas 

intrínsecas presentes en las células tumorales y soporta el uso de este modelo de infección 

propuesto que emplea células gástricas primarias, teniendo en cuenta la variabilidad que 

presentan las múltiples líneas celulares tumorales de acuerdo a la fase de la carcinogénesis 

presente, por ejemplo las líneas celulares ampliamente usadas MKN-28, AGS y MKN-1 son 

adenocarcinomas de tipo intestinal, mientras que las líneas celulares SGC-7901, SNU-5 y KATO 

III son adenocarcinomas de tipo difuso según la clasificación histológica de Lauren (Cong et al, 

2016). 

 Finalmente, en este estudio el estado de metilación de los GST se detectó usando la 

metodología de PCR específica de metilación (PCR-MSP), la cual emplea dos conjuntos de 

primers diseñados para discriminar entre las regiones de ADN metiladas y no metiladas posterior 

al tratamiento con bisulfito de sodio. Esta aproximación experimental es empleada en diversos 

modelos de infección (Chan et al, 2006; Yan et al, 2011, Zhang et al, 2016) y presenta una 

sensibilidad del 0,1% para la detección de alelos metilados en un locus determinado (Ku et al, 

2011). No obstante, aunque los resultados obtenidos en este estudio evidencian que H. pylori 
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(ATCC 43504), no indujo cambios en el estado de metilación de los tres GST evaluados, la 

confirmación definitiva de estos datos requiere el uso de tecnologías más robustas y sensibles 

que permitan evaluar múltiples genes vitales de las células.  

 En la actualidad, la aproximación experimental más completa y de mayor rendimiento 

para el rastreo de cambios globales inducidos en el genoma comprende la tecnología de la 

compañía Illumina, la cual mediante el chip Infinium HumanMethylation450 permite evaluar el 

estado de metilación de 485,000 CpG individuales en el 99% de los genes conocidos, incluidos 

los promotores de micro-ARN (miARN) (Sandoval et al, 2011). El uso de esta tecnología 

empleando el modelo de infección propuesto con células gástricas primarias, podría generar una 

visión completa de los cambios epigenéticos generados por la infección de H. pylori y permitiría 

concluir de forma definitiva si los cambios epigenéticos observados durante la carcinogénesis 

gástrica son producto del efecto directo de H. pylori o de la respuesta inmune. 
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7. Conclusiones 

 

El protocolo de cultivo de células primarias gástricas estandarizado en el presente trabajo 

permitió el exitoso asilamiento y proliferación de células con un fenotipo epitelial gástrico. Este 

protocolo posee una alta reproducibilidad y podría ser usado en futuras investigaciones para la 

evaluación de múltiples genes relacionados con cambios epigenéticos, generados durante la 

infección de H. pylori en ausencia del sistema inmune. 

 El modelo de infección in vitro propuesto, representó una valiosa herramienta 

experimental para la evaluación de los cambios epigenéticos tempranos presentes en la infección 

de H. pylori en ausencia del sistema inmune, superando las limitaciones propias del uso de las 

células tumorales como lo son las lesiones genéticas intrínsecas y variabilidad de acuerdo a la 

fase de la carcinogénesis. 

 Los resultados obtenidos en esta investigación sugieren que la infección de células 

gástricas primarias y tumorales con H. pylori, no inducen cambios en el estado de metilación de 

promotores en los GST hMLH1, CDH1 y CDKN2A en ausencia de la respuesta inmune. Por 

tanto, los cambios epigenéticos observados durante la infección de H. pylori en la carcinogénesis 

gástrica podrían ser producto de la respuesta inmune y no del efecto directo de la bacteria sobre 

las células gástricas.  
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8. Recomendaciones 

 

Para futuras investigaciones se sugiere validar los hallazgos encontrados en el modelo de 

infección propuesto, mediante la inclusión de un número mayor de muestras. 

Por otra parte, se sugiere hacer la evaluación del modelo de infección realizando estrategias para 

simular el sistema inmune in vitro, mediante el uso de mediadores pro-inflamatorios y co-

cultivos con células inmunitarias como macrófagos en cultivos primarios de células gástricas.  

Finalmente, se sugiere emplear el modelo de infección utilizando una tecnología más robusta 

como el chip Infinium HumanMethylation4 para detectar los cambios epigenéticos en múltiples 

genes implicados en la infección de H. pylori. 
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Lista de anexos 

Anexo A. Aval Comité de Ética CEINCI 
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Anexo B. Consentimiento Informado  
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