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Resumen

El cancer gastrico (GC) es la cuarta neoplasia mas diagnosticada en el mundo, siendo la segunda causa
de muerte por tumor. Hay diversos factores de riesgo que favorecen el desarrollo de la enfermedad como
alcohol, tabaco o dieta, entre otros, pero el principal es Helicobacter pylori. H. pylori infecta la mucosa
gastrica en un 50% de la poblacion global. Esta bacteria es resistente al acido del estomago promueve
una inflamacién croénica y prolongada a la cual se le asocia un 90% de los GC non-cardia. El tratamiento
actual frente a esta infeccién consiste en la administracion de antibiéticos de amplio espectro, pero su uso
prolongado desemboca en problemas de multirresistencia. Por ello este proyecto tedrico propone una
futura estrategia terapéutica para la prevencion del GC. H. pylori inyecta a las células epiteliales del
estdmago una proteina denominada CagA. CagA desregula diferentes vias de sefializacion aumentando
la proliferacion y migracion celular, desarrollando un fenotipo tumoral. Esta es una proteina multidominio,
entre los cuales destaca el dominio de multimerizacion CM. El dominio CM aumenta la estabilidad de la
proteina permitiendo una sefalizacién mas duradera, es decir, manteniendo las vias exacerbadas. Entre
sus funciones destaca su interaccion con la quinasa PAR-1 inhibiéndola, lo cual auspicia la proliferacion y
migracion. Tras observar la importancia de este dominio, hemos desarrollado de forma teérica un
proyecto para conseguir compuestos que inhiban el CM cuyas propiedades permitan su uso como
farmaco. Para este proyecto asumimos que disponemos de una libreria con sus numerosos compuestos
quimicos a partir de la cual disefiaremos un proceso de “drug discovery”. Inicialmente, se realiza un
cribado de alto rendimiento (HTS) de los compuestos, mediante un kit comercial sensible a la actividad
quinasa de PAR-1 en microplacas. A partir de los resultados (HITs) se realizaran ensayos in vitro e in vivo
para testar la eficacia, selectividad y toxicidad de los mismos. Tras la obtencién de los candidatos mas
prometedores se realizaran modificaciones sucesivas con el fin de obtener la mejor version de los
inhibidores, con la esperanza de ser utilizados en clinica para la prevencion del cancer gastrico.
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Introduccién

El céancer gastrico (GC) es una de las neoplasias méds comunes del mundo y es una enfermedad
multifactorial, donde diversos factores influyen en su desarrollo, tanto ambientales como genéticos. Las
estadisticas actuales muestran al GC como la cuarta causa de mortalidad producida por cancer del mundo,
donde el ratio medio de supervivencia es menor a 12 meses para el estadio avanzado de la enfermedad
(Machlowska et al., 2020). De hecho, el GC representa el 7% de los nuevos casos de cancer y el 9% de
las muertes causadas por cancer globalmente, y la incidencia es 2-3 veces mayor en hombres que en
mujeres (Park et al., 2018).

Los adenocarcinomas gastricos se clasifican principalmente en cardia y non-cardia en funciéon de su
localizacion anatomica. Los canceres del cardia gastrico surgen en la region adyacente a la union esofago-
gastrica y, por tanto, comparten caracteristicas epidemioldgicas con el adenocarcinoma de es6fago
(CAE). El cancer non-cardia, también conocido como cancer de estomago distal, es mas frecuente y surge
en la parte inferior del estomago (Rawla et al., 2019).
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Hay diferentes factores de riesgo que determinan el desarrollo del cancer géstrico, tanto genéticos como
ambientales. Respecto los factores genéticos, se ha identificado que la poliposis adenomatosa familiar
(FAP) es la forma mas comin de GC o intestinal familiar, pero sin embargo el riesgo de desarrollar
cancer gastrico entre pacientes que padecen FAP es menor del 1%, indicando asi la menor relevancia de
los factores genéticos en el desarrollo de este tipo de neoplasias (Boland et al., 2017). Por otra parte,
existen una serie de factores ambientales altamente relacionados con el desarrollo de esta enfermedad. El
tabaco, alcohol, exposiciéon quimica a metales, dieta, obesidad y el virus de Epstein Barr son algunas
causas, pero dentro de ellas la que proporciona una mayor incidencia en el GC es Helicobacter pylori.
Hasta el 90% de los casos de cancer gastrico non-cardia son atribuibles a esta bacteria, siendo asi el
principal factor de riesgo en la asociacion entre la tlcera gastrica y el cancer gastrico. Estos resultados
fueron analizados en una gran cohorte de 57.936 pacientes suecos, donde se descubrio que el riesgo de
cancer gastrico era casi el doble del esperado entre los pacientes con Ulcera gastrica (Rawla et al., 2019).

Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria gram negativa, con forma de hélice, microaerofila y flagelada que es capaz de
convertir su forma de espiral a cocoide, lo que se cree que esta implicado en la mejora de la supervivencia
bacteriana en el microambiente gastrico del huésped. La forma espiral de H. pylori permite la motilidad
exitosa de la bacteria, mientras que la forma cocoide proporciona la capacidad de colonizar la capa de
moco del epitelio gastrico, aumentando la capacidad de invasion de la bacteria. Ademas, H. pylori es
capaz de formar biopeliculas para disminuir su susceptibilidad a diversos antibidticos, lo que conduce a
mutaciones de resistencia a antibidticos y a mayores dificultades para la erradicacion de la bacteria (Baj et
al., 2020). La infeccion de H. pylori presenta una prevalencia del 50% a nivel mundial, aunque depende
de la poblacion de cada pais. De hecho, una review sistematica reciente de 37 estudios con cobertura de
22 paises demostr6 una prevalencia aproximada del 70% o superior a partir de los 60 afios de edad, siendo
2 veces superior en paises con doble incidencia de cancer gastrico (Park et al., 2018).

Respecto al diagndstico, existen técnicas invasivas y no invasivas. Las invasivas incluyen endoscopia,
técnicas histologicas y cultivo bacteriano a partir de biopsia gastrica. Entre las técnicas no invasivas, se
encuentra la prueba del aliento y la prueba del antigeno fecal, que a su vez incluye inmunoensayo
enzimatico (EIA) y ensayo inmunocromatografico (ICA), basados en el empleo de anticuerpos
monoclonales o policlonales en muestras fecales. La PCR también es cominmente empleada para
detectar genes caracteristicos de H. pylori (Wang et al., 2015).

El tratamiento actual de la infeccion por H. pylori incluye diferentes lineas. La primera consiste en una
terapia estandar triple basada en un inhibidor de la bomba de protones (PPI) como el omeprazol junto con
dos antibidticos, claritromicina y amoxicilina/metronidazol. Sin embargo, la creciente resistencia de H.
pylori a estos antibidticos ha obligado a proponer tratamientos de segunda linea, ya sea mediante
levofloxacina o pylera, una combinaciéon de antibidticos con subcitrato de bismuto para proteger la
mucosa gastrica. De hecho, ya se estan generando resistencias a estos tratamientos de segunda linea, con
lo que una alternativa podria ser de impacto para evitar problemas de multirresistencia a antibidticos
(Yang et al., 2014).

H. pylori promueve la carcinogénesis gastrica a través de multiples mecanismos, provocando una
inflamacion gastrica cronica que puede progresar hacia los cambios precancerosos de la gastritis atrofica
y la metaplasia intestinal. El riesgo de cancer gastrico aumenta en relacion con la gravedad y la extension
de esos cambios precancerosos. La infeccion cronica por H. pylori también puede contribuir a la
inestabilidad genética de la mucosa gastrica al reducir la secrecion de acido gastrico (hipoclorhidria), lo
que puede promover el crecimiento del microbioma gastrico que procesa los componentes de la dieta en
carcindgenos. La erradicacion de H. pylori puede dar lugar a la resolucion de la inflamacion gastrica,
detener la progresion del dafio en la mucosa gastrica, prevenir mas dafios en el ADN inducidos por H.
pylori, mejorar la secrecion de acido gastrico y restaurar el microbioma hacia la normalidad (Lee et al.,
2016).

La adhesion a la mucosa gastrica es el primer paso para establecer la colonizacion bacteriana, y las
proteinas de la membrana externa (OMP) desempeiian un papel fundamental en la union a las células
humanas. Se conocen algunas moléculas de interaccion de las OMP en H. pylori, y se han ido aclarando
sus respuestas asociadas en las células del huésped. Muchos estudios han demostrado que las OMP son
esenciales para la translocacion del producto del gen A asociado a la citotoxina (CagA) en las células
gastricas a través del sistema de secrecion de tipo IV (T4SS) de H. pylori. Entre los factores de virulencia
de H. pylori, se identificaron como secretados la proteina CagA, ureasa, y-glutamina transferasa, requisito
de alta temperatura A (HtrA, una serin proteasa) y el gen A asociado a la vacuolacion (VacA). En
concreto, CagA es inyectada en las células gastricas a través del T4SS de H. pylori para inducir la
produccion de citoquinas inflamatorias en las células epiteliales gastricas (Matsuo et al., 2017).



CagA

Las cepas de H. pylori pueden clasificarse generalmente en dos subtipos: CagA positivo y CagA negativo,
siendo las primeras responsables del 60% de las infecciones por esta bacteria. La proteina CagA (128-145
kDa), junto con el T4SS, esta codificada por la isla de patogenicidad cag (cagPAl), que desempeiia un
papel clave en la carcinogénesis. CagA es inyectada en la célula a través de los pili formados por T4SS e
induce alteraciones celulares que afectan a la motilidad, proliferacion y apoptosis, ademas de alterar la
disposicion del citoesqueleto. La adherencia de H. pylori a las células epiteliales gastricas induce la
expresion de CagA y el proceso parece estar controlado por la proteina reguladora del transporte de hierro
(Fur), entre otras. La presencia de CagA suele asociarse a una mayor prevalencia de respuestas
inflamatorias y a un mayor dafio inducido dentro de la mucosa gastrica; sin embargo, ¢l estado de CagA
por si solo no es el unico factor decisivo en lo que respecta a las posteriores alteraciones gastrointestinales
inducidas por H. pylori (Baj et al., 2020).
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Figura 1. Estructura e interacciones de CagA con proteinas de la célula huésped. CagA
interactua con una serie de moléculas transductoras de sefiales del huésped a través de motivos
EPIYA fosforilados en tirosina en su cola C-terminal. CagA también se une a moléculas reguladoras
de la polaridad celular a través de los motivos CM C-terminales, causando defectos de union y
polaridad. Los dominios I, II y III se encuentran en el extremo N-terminal de forma estructurada,
mientras que la region C-terminal presenta una disposicion desordenada. El dominio I de CagA
interactua con genes supresores de tumores, como la proteina TP53-2 estimuladora de la apoptosis
(ASPP2) y el factor de transcripcion 1 de la familia RUNX (RUNX1), dando como resultado la
inactivacion de las funciones supresoras de tumores. El dominio II y/o el dominio III de CagA estan
implicados en la introduccién de CagA en las células huésped y en su posterior localizacion en la
membrana. A través de la interaccion, CagA activa [indicado por (+)] o inactiva [indicado por (-)] las
proteinas diana (Hatakeyama, 2017).

La region C-terminal de CagA varia entre las cepas de H. pylori y es la region diana para la fosforilacion
de tirosina por parte de las quinasas de la célula huésped. En esta region se localizan cuatro motivos de
fosforilacion de tirosina denominados regiones EPIYA (glutdimico-prolina-isoleucina-tirosina-alanina) y
se han caracterizado con respecto a las secuencias de aminoacidos que flanquean estos sitios. Estos cuatro
sitios, denominados EPIYA-A, -B, -C y -D, varian en numero y organizacioén en diferentes cepas de H.
pylori (Sicinschi et al., 2010) (Figura 1).

Una vez dentro de la célula epitelial gastrica, CagA se asocia a la membrana mediante su dominio II por
interaccion electrostatica entre aminoacidos presentes en este dominio y fosfatidil serina presente en la
cara interna de la membrana plasmatica. A partir de aqui, CagA puede tomar dos vias en funcion de si se
dimeriza o no, las cuales dependen de su estatus de fosforilacion por proteinas de la familia Src (SFK) de
la célula huésped. Si dimeriza, CagA actia como una proteina de andamiaje gracias a sus motivos SH2,
presentes en el dominio III y en la cola C-terminal (Figura 1). Con las regiones EPIYA del extremo C-
terminal recluta proteinas como SHP2 (fosfatasa-2 que contiene la region 2 del dominio de homologia de
Src) y con el motivo de multimerizacion CM a PAR1 (receptor activado por proteasas 1), activando e
inhibiendo respectivamente. La fosfatasa SHP2 activa mediante defosforilacion proteinas que inhiben la
via de las proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK-ERK), favoreciendo la activacion de esta via
(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo molecular patogénico de CagA. A la izquierda, entrada de CagA en la célula
epitelial gastrica, union a la membrana plasmatica por su cara interna e interaccion con SHP2 y PARI
con su cola C-terminal desordenada. A la derecha, esquema de las principales acciones de SHP2
activada por CagA en la via de MAPK-ERK y Wnt/B-catenina (Hatakeyama, 2017).

Motivo CM, nuestra diana terapéutica

Dentro de la region variable del gen CagA hay otro motivo llamado region de multimerizaciéon (CM) de
CagA, una secuencia de 16 aminoacidos implicada en dimerizacion. A pesar de que se han realizado
numerosos estudios sobre los dominios EPIY A, aun no se sabe la relevancia clinica que podria tener el
dominio CM. Un estudio anterior realizado por Straus et al. (2002) se examin6 la infeccion por H. pylori
en una poblacion minoritaria de pacientes de la ciudad de Nueva York y observo que esta poblacion tenia
una tasa de infeccion mas alta que la poblacion general (Straus et al., 2002). Ademas, esta poblacion esta
supuestamente infectada con cepas de H. pylori CagA-positivas mas virulentas que se asocian con un
mayor riesgo de cambios precancerosos en la mucosa gastrica (Schneller et al., 2006).

Figura 3. Visualizacion tridimensional mediante PyMOL viewer de la estructura molecular de PAR1
y su interaccién con el motivo CM de CagA. A) PARI1 en su estructura molecular en hélices o y
laminas B (“cartoon”). En el centro de la figura destaca el aspartico catalitico de color azul cian,
representado en forma “sticks”. B) Interaccion de PAR1 con el motivo CM de CagA (representado de
color naranja en el centro de la figura). Observamos un cambio conformacional de PAR1, que impide
su funcion ocultando el aspartico catalitico. C) Representacion de la superficie de PAR1 (“spheres™).
Al igual que en A), observamos el aspartico catalitico localizado en la parte central de la proteina y
representado en “sticks” (color azul cian). D) Representacion de la superficie de PAR1 (“spheres”) y
el aspartico catalitico (“sticks). En este caso se observa la interaccion del motivo CM (“sticks” de
color naranja) con la region del aspartico catalitico, impidiendo la entrada del sustrato.

Tal y como se ha indicado anteriormente, el motivo CM de CagA interacciona con PARI, una serin-
treonin quinasa de la familia de las MARK (quinasas reguladoras de la afinidad por microtiibulos), las
cuales se caracterizan principalmente por interaccionar con los microtibulos que componen el
citoesqueleto de la célula. Esta interaccion impide las funciones fisiologicas de PARI1. Por un lado,
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debilita las uniones estrechas de las células gastricas provocando una pérdida de adhesion al epitelio y
promoviendo el fenotipo migratorio. Por otro lado, recluta a la E-cadherina, lo que favorece su
disociacion de la B-catenina, que en su forma libre se transloca al nlcleo y actiia como factor de
transcripcion. Por tanto, la accion sinérgica de la activacion de las vias de MAPK-ERK y Wnt/B-catenina
mediante las regiones EPIYA y CM respectivamente, favorece la supervivencia, proliferacion y el
fenotipo migratorio de la célula epitelial (Hatakeyama, 2014) (Figura 2).

Ademas de tener accion directa pro-oncogénica por activacion de las vias mencionadas, CagA por
interaccion con SHP2, PAR1 y otras proteinas puede originar inestabilidad genética y epigenética. Esta
accion ultima es clave para dar lugar a mutaciones que inducen un proceso neoplasico. Por ejemplo,
mediante SHP2 se activan DNMT y MLHI (metiltransferasas de ADN) que ocasionan hipermetilacion
del DNA en genes supresores de tumores e inestabilidad de microsatélites, respectivamente (Hatakeyama,
2014).

Objetivo

La infeccion por H. pylori permanece siendo muy prevalente a nivel mundial, estando presente en el 50%
de la poblacion (Park et al., 2018). Tal y como se ha comentado previamente, el tratamiento actual contra
la infeccion por H. pylori consiste en una combinacion de antibidticos de primera o segunda linea junto a
un inhibidor de la bomba de protones. El problema surge debido a que los antibidticos se administran a
unas altas dosis pudiendo generar problemas de toxicidad, ademas de que en muchos casos no se siguen
correctamente las pautas del tratamiento. Esto contribuye al desarrollo de bacterias multirresistentes a
antibidticos, que en un futuro serd un hecho de impacto para la salud mundial. De hecho, la resistencia a
antibidticos estd siendo un problema emergente y cada vez es mas complicado ajustar un tratamiento
antimicrobiano contra diversas infecciones bacterianas. Asi, se estima que para el afio 2050, la resistencia
a antibioticos sera la principal causa de muerte a nivel global (Testerman & Morris, 2014).

Nuestro objetivo consiste en incidir en la interaccion de CagA con PAR1 mediante el dominio de
dimerizacion CM, lo que evitaria la pérdida de adhesion celular del epitelio gastrico y el fenotipo
migratorio. Un estudio realizado por Ishikawa et al., (2009) demostrd que la proteina CagA carente del
dominio CM presenta una degradacion acelerada por vias independientes al proteosoma 268S, siendo una
proteina de vida media corta. Esto indica que la formacion del complejo CagA-PARI estabiliza dicha
proteina y aumenta su funcion. Es decir, este estudio ya vislumbré la posibilidad de incidir sobre la
interaccion de CagA-PAR1 como una posible diana terapéutica efectiva, con lo que este hecho podria ser
de gran impacto para la salud de la poblacion, permitiendo erradicar la infeccion de H. pylori y, en
definitiva, en linea con nuestro objetivo principal, prevenir el desarrollo de cancer géstrico.

Por ello, nuestra actual propuesta representa una alternativa al actual tratamiento contra la infeccioén por
H. pylori, de forma que podria suponer un doble beneficio para la salud mundial: por un lado, eliminar la
infeccion de esta bacteria con la consecuente prevencion del cancer gastrico; por otro, evitar en cierta
parte el desarrollo de bacterias de multirresistencia, ademas de permitir la reduccion de las dosis de
antimicrobianos, reduciendo a su vez los problemas de toxicidad asociados y reduciendo el coste
sanitario.

Cribado de alto rendimiento (HTS)

Dilucidando el disefio sobre el ensayo que utilizariamos para cribar el efecto de nuestra bateria de
compuestos, tuvimos en cuenta una serie de factores como el rendimiento, el escalado, la miniaturizacion
o el gasto econdmico. De una gran lista, elegimos un ensayo de colorimetria sensible a la actividad
quinasa de PARI, condicionada por la interacciéon con CagA. Este ensayo consta de varias partes: clonaje,
purificacion, el ensayo en si, analisis visual y lectura de placa (Figura 4).

Clonaje: consiste en la insercion de los fragmentos que codifican la region CM de CagA y la quinasa
PAR-1 en dos plasmidos, lentiGuide-Puro (Zhang et al., 2014) de Zhang Lab. Para obtener multiples
copias de estos vectores clonados, se transformaria con los mismos a bacterias DH5-alfa de
ThermoFisher (ThermoFisher, 18265017), las cuales son una colonia modificada genéticamente de
Escherichia coli. Posteriormente, se transfectan las células HEK-293T (ATCC, CRL-3216) con los
plasmidos clonados y se obtendran lentivirus con el plasmido en su interior. Finalmente, se infecta con los
virus a células pertenecientes a una linea celular de cancer gastrico (ATCC, CRL-1739) para que en ellas
se codifiquen las proteinas de interés.

Purificacion: en esta fase se extraen las proteinas de interés usando un tampén de lisis y de extraccion,
ademas de ultracentrifugacion. Mediante un sistema de HPLC de ThermoFisher (ThermoFisher, UHPLC)
se obtendran las proteinas aisladas y purificadas.
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Figura 4. Esquema de las distintas partes del cribado de alto rendimiento HTS: clonaje, purificacion,
ensayo sensible a la actividad fosforilasa de PARI1, analisis visual y lectura de placa.

Ensayo sensible a la actividad quinasa de PAR-1: para esta fase se empleard el kit comercial
Transcreener® ADP? Kinase Assay Kit de BellBrook (Sigma-Aldrich, 3013). El fundamento del kit se
basa en la deteccion colorimétrica de ADP marcado con un fluorocromo (ADP*) que solo es detectado
cuando se encuentra libre y no secuestrado por un anticuerpo especifico. La presencia de los niveles de
actividad quinasa aumentan proporcionalmente los niveles de ADP no marcado que compiten con el
ADP*, emitiendo este ultimo fluorescencia (Figura 5A). Por tanto, CagA provocara un descenso de la
actividad quinasa de PAR-1 y consecuentemente de la fluorescencia emitida (Figura 5B). En presencia de
un Ait que evite la interaccion de CagA con PAR-1, consecuentemente se observara un aumento de los
niveles de actividad quinasa y fluorescencia (Figura 5C). Todo este ensayo es miniaturizable y por ello se
realizara en placas P96.
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Figura 5. Esquema del funcionamiento del kit comercial sensible a la actividad quinasa de PARI.

Analisis visual: segun el fundamento tedrico explicado anteriormente, se hard un primer analisis visual
que permitira determinar cuales son los posibles HITS que han resultado eficaces en inhibir la interaccion
de CagA y PAR-I.

Lectura de placa: para comprobar que el cambio de color observado es significativo, se hara un analisis en
el lector para microplacas de BioTek (BioTek, ELx808), que permitird determinar con exactitud los
niveles de fluorescencia en cada pocillo. Con el posterior analisis estadistico de los valores obtenidos para
cada triplicado de hit, se determinara las moléculas que ejercen el efecto deseado.

Una vez obtenidos los HITS, se procedera a elegir los mejores lead o cabezas de serie. Algunos de los
criterios de seleccién mdas importante son si la molécula es novedosa y los resultados obtenidos en
estudios de estructura/actividad, con previas modificaciones quimicas.

Ensayos in vitro

Una vez llevado a cabo el estudio HTS, el siguiente paso consistiria en la comprobacion in vitro del
efecto terapéutico de los candidatos a fArmaco. Estos ensayos serian llevados a cabo en una linea celular



de adenocarcinoma gastrico adquirida de una casa comercial (https:/www.lgsstandards-
atcc.org/products/all/CRL-1739.aspx#characteristics). Antes de comenzar los procedimientos, estas
células habrian sido transfectadas mediante un virus del género lentivirus para inducir la sobreexpresion
de CagA, nuestra proteina de interés. Los procesos celulares mds importantes a estudiar serian la
migracion, la proliferacion y la apoptosis, factores claves en la carcinogénesis. Los resultados obtenidos
en cada uno de estos apartados clasificarian a los Aits como leads o cabezas de serie, o provocarian su
descarte.

La capacidad de CagA de favorecer los procesos migratorios en las células infectadas es ya bien conocida
(Mégraud et al., 2015). Para examinar la efectividad del farmaco en este aspecto, se realizan dos pruebas
diferentes. La principal seria el analisis del fenotipo celular, debiendo mostrar el clasico fenotipo colibri
en las células transfectadas, y un fenotipo normal en aquellas en las que ha sido inhibida la via de
seflalizacion (Figura 6). Adicionalmente, se llevaria a cabo un Western Blot para observar los resultados
de la inhibicién en las distintas proteinas implicadas en la migracion.

Uninfected Infected with cagA+ H. pylori
: " T -

Figura 6. Las células sin infectar mantienen un fenotipo normal, mientras que las células infectadas
con CagA adaptan el fenotipo colibri propio de la carcinogénesis (Mégraud et al., 2015).

Por otra parte, en la literatura se describe la existencia de una proliferacion exacerbada tras una infeccion
por Helicobacter Pylori. Mediante el conteo del numero de células, Western Blots y ensayos del ciclo
celular se verificaria la eficacia del tratamiento, determinada por la magnitud de la reduccion del nimero
de células.

Por ultimo, se sabe que en etapas tempranas de la infeccion con CagA se promueve un fenotipo
apoptodtico. Para valorar la presencia de este fenotipo, se desarrollarian experimentos MTT, Anexina V y
de actividad de distintas proteinas. Especialmente clarificadora es la caspasa 3, que es sintetizada en
forma de procaspasa y se torna activa cuando es hidrolizada en dos fragmentos, evidenciando la apoptosis
al aparecer ambos fragmentos separados en el Western Blot.

Ensayos in vivo

Los HITs que tengan resultados prometedores in vitro avanzaran de fase para ser analizados en ensayos in
vivo. Estos estudios aportaran nueva informacion relevante sobre el funcionamiento del candidato en
organismos superiores. El modelo utilizado seria el modelo murino BALB/c. Es el modelo predilecto en
experimentacion, es inmunocompetente y ya ha sido demostrada previamente la posibilidad de ser
infectado por Helicobacter Pylori (Taylor & Fox, 2012). En este caso, la infeccion seria producida por la
inyeccion intragastrica de la cepa Sydney de la bacteria, siendo ésta la mayoritaria en Europa y con una
alta patogenicidad.

Como primer paso se realizaran los mismos ensayos elaborados in vitro, es decir, los procesos de
migracion, proliferacion y apoptosis mencionados anteriormente. A su vez, se establecera el desarrollo
tumoral mediante técnicas de PET-Scan (tomografia por emision de positrones). Esta técnica es un
examen de imagen que mide la emision de positrones a través de radiosondas. La radiosonda principal a
tener en cuenta en el proceso es la 18F-FDG (['®F]-fluorodesoxiglucosa), compuesta por una glucosa con
un is6topo de fltior. Esta 18F-FDG es captada por las células tumorales, con una mayor necesidad de
glucosa. La fluorescencia resultante es captada en la tomografia, sefialando la localizacion del tumor y su
tamafio (Figura 7).



Figura 7. Imagen de PET-Scan en modelo murino. En las imagenes las zonas con mayor demanda de
glucosa (células tumorales) estan coloreadas de color rojo, mientras que las que presentan una menor
dependencia son de color azul (Janjigian et al., 2013). La intensidad se mide en porcentaje de dosis
inyectada por gramo de peso (%1D/g).

Conclusiones

Para finalizar, tras el analisis realizado por el grupo de las conclusiones y de los objetivos marcados al
principio del proyecto, a continuacién se abordara las que consideramos las principales fortalezas directas
¢ indirectas del mismo (Tabla 1). Tras el abordaje de las bases de conocimientos conocidas de esta
patologia, uno de los objetivos que nos marcamos fue encontrar una diana terapéutica exogena al ser
humano, pero al mismo tiempo estar presente en sus células. Este objetivo se ha cumplido con creces al
seleccionar a CagA como nuestra diana, ya que permite prevenir los posibles efectos “off-target” del
tratamiento, lo que evitaria problemas de toxicidad asociados.

v O

Prevenir efectos off-target

Diana terapéutica exdgena

Eliminar H. pylori Mejorar la calidad de vida

Reducir dosis de antibidticos Impedir multirresistencias

Evitar muertes
Prevenir cancer gastrico

Y4484

Reducir coste econdmico

Tabla 1. Resumen de las principales ventajas directas e indirectas del proyecto teorico.

Del mismo modo que nos propusimos prevenir el cancer gastrico, pretendiamos eliminar uno de sus
principales factores de riesgo, H. pylori. A pesar de que nuestro firmaco no se trata de un antibiotico, si
que podria llegar a tener un efecto perjudicial sobre H. pylori. Esto es posible gracias a que el futuro
medicamento reestableceria los niveles de secrecion de mucosa del epitelio gastrico afectados por la
accion de CagA y también de los niveles de pH 4acido del estémago, lo cual dificultara la colonizacion del
epitelio gastrico por H. pylori, suponiendo un menor dafio del epitelio y mejorando la calidad de vida de
los pacientes.

Por otra parte, en esas mismas condiciones de pH acido, H. pylori seria mas sensible a los antibioticos,
permitiendo reducir la dosis de los mismos, lo cual es importante, entre otros motivos, por las
multirresistencias que derivan de su tratamiento, tal y como se ha indicado en el objetivo del presente
proyecto. Esto ademas tiene un valor afiadido a nivel social y econdmico, ya que las bacterias
multirresistentes supondran la “pandemia del futuro” (Testerman & Morris, 2014).

Por ultimo, el propio objetivo de conseguir prevenir el cancer gastrico supone dos efectos muy positivos
derivados de dicho objetivo. Por un lado, se consigue reducir la mortalidad por cancer géstrico. Esta
enfermedad supone una gran pérdida humana anual en todo el mundo por su diagnostico tardio y su
rapida evolucion (Machlowska et al., 2020). Es crucial para salvar vidas prevenir esta enfermedad, que en
un porcentaje muy elevado surge en presencia de determinadas cepas de H. pylori. Ademas de ello, se



conseguiria reducir el gasto econdmico-sanitario derivado del tratamiento, tanto de la infeccion de H.
pylori como del propio cancer gastrico.

En conclusion, podemos decir que nuestro proyecto teorico resulta novedoso y de impacto porque se
presenta como una solucidn interesante para solventar muchos de los problemas sanitarios, econdémicos y
sociales relacionados con el cancer gastrico.
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