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RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es la cuarta causa principal de mortalidad relacionada con el
cancer y el quinto cancer mas comun en todo el mundo. En Chile, la situacion es aun mas
alarmante, ya que el pais ocupa el primer y quinto lugar, en cuanto a mortalidad e
incidencia, respectivamente, en Latinoamérica. El CG se puede clasificar principalmente
en dos tipos: el CG difuso, asociado a factores hereditarios y el CG intestinal, mas
asociado a factores ambientales. Entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de CG
intestinal se encuentran la infeccidon por la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori). H.
pylori es una bacteria gram-negativa que coloniza el epitelio géstrico, y se estima que al
menos el 50% de la poblacion adulta en todo el mundo posee esta bacteria. Los efectos
oncogénicos de H. pylori en las células epiteliales se atribuyen directamente a la accién
toxica de los factores de virulencia expresados por la bacteria como CagA, VacA, GGT,
Ureasa, entre otros, o indirectamente a los procesos inflamatorios producidos por la
infeccion. En especifico, la carcinogénesis géstrica inducida por H. pylori estd asociada
con inflamacion crénica, caracterizada por el aumento de citoquinas pro-inflamatorias.
Por otro lado, la infeccion con H. pylori ocasiona el silenciamiento de genes que funcionan
como supresores de tumores y cambios a nivel celular en células gastricas y endoteliales,
incluidos cambios en viabilidad y supervivencia celular, migracion celular, entre otros.
Estos hallazgos provienen de experimentos realizados in vitro, en células de cancer
gastrico o de estudios clinicos, realizados en pacientes infectados con H. pylori. Por
ultimo, recientes evidencias indican que la infeccion con H. pylori también ocasiona
cambios en la comunicacion celular mediada por Vesiculas Extracelulares (EVs). La
comunicacion celular a través de EVs es importante en procesos fisiologicos y
fisiopatologicos como las infecciones por patdégenos, enfermedades autoinmunes y el
cancer. Sin embargo, aun se sabe muy poco acerca de los cambios que ocurren en la
comunicacion celular mediada por EVs en el contexto de infeccion con H. pylori. Estos
antecedentes nos llevaron a plantear la siguiente hipotesis: “EVs liberadas de linea
celular gastrica GES-1 infectada con H. pylori promueven inflamacion, angiogénesis

y caracteristicas asociadas a la progresion del cancer”. Por consiguiente, el objetivo

XVii



principal de esta tesis fue: demostrar que las EVs liberadas de la linea celular gastrica
GES-1 infectada con H. pylori, promueven en células receptoras aumento de citoquinas
pro-inflamatorias, y afectan procesos celulares como la proliferacion, migracion celular,
invasion celular, migracion transendotelial y formacion de redes endoteliales vinculadas.
Con los siguientes objetivos especificos: 1) Determinar en células GES-1 infectada con
H. pylori cambios en: niveles de las proteinas E-cadherina y Caveolina-1; expresion de
citoquinas pro-inflamatorias; y procesos celulares como proliferacion y migracion celular.
2) Evaluar cambios en la liberacién de EVs de células GES-1 infectadas con H. pylori. Y
por ultimo 3) Determinar el rol de las EVs purificadas de células GES-1 infectadas con H.
pylori en el aumento de citoquinas pro-inflamatorias, cambios en proliferacion, migracion
celular, invasion celular, migracion transendotelial y formacion de redes endoteliales
vinculadas, en células receptoras. Los resultados mostraron que la infeccion con H. pylori
en las células gastricas no transformadas GES-1, indujo disminucion de los niveles
proteicos relativos de E-cadherina, una proteina que funciona como supresor de tumores.
A su vez, indujo aumento de los niveles proteicos de Caveolina-1, una proteina que tienen
un rol dual antagénico en cancer, el cual depende del tipo de cancer y estadio de la
enfermedad. Adicionalmente, la infeccion con H. pylori en células GES-1 redujo en un
~20% la viabilidad celular; indujo el aumento de la expresion de las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-o IL-8 e IL-6; y disminuy6 la migracion celular en un ~50%.
Adicionalmente, la infeccion con H. pylori en células GES-1 ocasion6 un aumento de 2
veces en la liberacion de EVs. Las EVs liberadas de células GES-1 infectadas con H.
pylori (EVHp+) tuvieron un tamafio promedio ligeramente menor pero significativo
comparado con las EVs aisladas de células no infectadas con H. pylori (EVHp-) (206 nm
vs 227 nm, respectivamente). Por otro lado, en ambos tipos de EVs aisladas (EVHp- y
EVHp+) se detectaron marcadores de EVs mediante Western blot. Se evalu6 el efecto
biolégico de las EVs liberadas de células GES-1 infectadas o no con H. pylori, en células
receptoras, incluyendo las células géastricas GES-1, células de cancer géstrico AGS y las
células endoteliales EA.hy926, realizando varios ensayos. El estimulo con EVHp+ redujo

~20% la viabilidad celular de células GES-1, pero no indujo cambios en la viabilidad de
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las células de cancer gastrico AGS. El estimulo de células GES-1 con EVHp- indujo
aumento de las citoquinas IL-1p e IL-23, mas aln el estimulo de células GES-1 con
EVHp+ indujo aumento de la expresion de IL-6 y mayores aumentos de las citoquinas IL-
1B e IL-23. Por el contrario, el estimulo de células AGS con EVHp- o EVHp+ no indujo
cambios en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias. El estimulo de células GES-1
con EVHp- aument6 la migracion celular, sin embargo, se observo un aumento aun mayor
de la migracion celular cuando el estimulo fue realizado con EVHp+. Por otro lado, en las
células AGS solo el estimulo con EVHp+ aumentd la migracion celular. Ademas,
solamente el estimulo con EVHp+ en células GES-1 y AGS aument? la invasion celular
en Matrigel y la migracion a través de una monocapa de células endoteliales EA.hy926
(migracion transendotelial). Finalmente, el estimulo de células endoteliales EA.hy926 con
EVHp+ aument6 la formacion de redes vasculares. Si bien la infeccion con H. pylori
ocasiond un aumento en la liberacion de EVs de las células GES-1, los estimulos se
realizaron considerando la misma cantidad de proteinas totales para ambos tipos de EVs.
Esto indica que las diferencias obtenidas en los ensayos bioldgicos al realizar los estimulos
con EVHp- o EVHp+, implican diferencias en composicion de éstas EVs. Debido a que
las proteinas forman parte importante de las moléculas contenidas en las EVs, se realizo
un andlisis de proteémica de las EVHp- y EVHp+ mediante espectrometria de masas.
Mediante los resultados del andlisis por espectrometria de masas de las EVs, se
identificaron proteinas unicamente presentes en EVHp+ importantes en procesos de
migracion e invasion celular como por ejemplo la ADAM Metalopeptidasa con motivo de
trombospondina tipo 13, la molécula de adhesion de células leucocitarias activadas
(ALCAM), Follistatin Like 1 (FSTL1) y vitronectina (VTN), y otras enriquecidas en
EVHp+, importantes para la biogénesis de exosomas (Anexina A2, Anexina A5, CD63,
CD81, HSPA1, HSP90, Rab-7a y Rap-1b) y para la adhesion y migracion celular
(Syndecan-4 y Syndecan Binding Protein). Estas proteinas encontradas exclusivamente o
enriquecidas en EVHp+ en comparaciéon con EVHp-, podrian estar relacionadas con la
adquisicion o aumento de los rasgos malignos evaluados en este trabajo, y que son

importantes para la progresion de los cambios preneopléasicos gastricos asociados con la
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infeccion por H. pylori. Vale la pena recalcar que, los resultados mostraron que las células
GES-1 liberan mayor cantidad de EVs luego de infeccion con H. pylori, con lo cual
podemos inferir que los efectos observados aca por el estimulo con las EVHp+ en células
receptoras, se podrian ver aun mas aumentados en un contexto de infeccion con H. pylori,
tanto en células gastricas no transformadas como células de cancer gastrico. En
conclusion, los efectos perjudiciales ocasionados por la infeccion con H. pylori asociados
con la malignidad géstrica podrian propagarse a través de las EVs en etapas tempranas y

tardias de la carcinogénesis géstrica.
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ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the fourth leading cause of cancer-related mortality and the fifth most
common cancer worldwide. In Chile, the situation is even more alarming, since the country
ranks first and fifth, in terms of mortality and incidence, respectively, in Latin America. GC
can be classified mainly into two types: diffuse GC, associated with hereditary factors, and
intestinal GC, more associated with environmental factors. Among the risk factors associated
with the development of intestinal GC are infection by the bacterium Helicobacter pylori (H.
pyvlori). H. pylori is a gram-negative bacterium that colonizes the gastric epithelium, and it is
estimated that at least 50% of the adult population worldwide has this bacterium. The
oncogenic effects of H. pylori on epithelial cells are directly attributed to the toxic action of
virulence factors expressed by the bacteria such as CagA, VacA, GGT, Urease, among others,
or indirectly to the inflammatory processes produced by the infection. Specifically, H. pylori-
induced gastric carcinogenesis is associated with chronic inflammation, characterized by
increased pro-inflammatory cytokines. On the other hand, infection with H. pylori causes the
silencing of genes that function as a tumor suppressor and changes at the cellular level in
gastric and endothelial cells, including changes in cell viability and survival, cell migration,
among others. These findings come from in vitro experiments on gastric cancer cells or from
clinical studies in patients infected with H. pylori. Finally, recent evidence indicates that H.
pylori infection also causes changes in cell communication mediated by Extracellular Vesicles
(EVs). Cellular communication through EVs is important in physiological and
pathophysiological processes such as infections by pathogens, autoimmune diseases, and
cancer. However, about the changes that occur in EV-mediated cellular communication in the
context of H. pylori infection, very little is known. These antecedents led us to propose the
following hypothesis: "EVs released from gastric cell line GES-1 infected with H. pylori
promote inflammation, angiogenesis and characteristics associated with cancer progression"
Therefore, the main objective of this thesis was: To demonstrate that the EVs released from
the gastric cell line GES-1 infected with H. pylori, promote an increase in pro-inflammatory
cytokines in recipient cells, and affect cellular processes such as proliferation, migration cell,
cell invasion, transendothelial migration and formation of linked endothelial networks. With

the following specific objectives: 1) To determine in GES-1 cells infected with H. pylori
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changes in: levels of the proteins E-cadherin and Caveolin-1; expression of pro-inflammatory
cytokines; and cellular processes such as cell proliferation and migration. 2) Evaluate changes
in the release of EVs from GES-1 cells infected with H. pylori. And finally, 3) To determine
the role of purified EVs from GES-1 cells infected with H. pylori in the increase of pro-
inflammatory cytokines, changes in proliferation, cell migration, cell invasion,
transendothelial migration and formation of linked endothelial networks, in recipient cells.
The results showed that H. pylori infection in non-transformed GES-1 gastric cells induced a
decrease in the relative protein levels of E-cadherin, a protein that functions as a tumor
suppressor. In turn, it induced an increase in the protein levels of Caveolin-1, a protein that
has a dual antagonistic role in cancer, which depends on the type of cancer and the stage of
the disease. Additionally, H. pylori infection in GES-1 cells reduced cell viability by ~ 20%;
induced increased expression of pro-inflammatory cytokines TNF-a IL-8 and IL-6; and
decreased cell migration by ~50%. Additionally, H. pylori infection in GES-1 cells caused a
2-fold increase in EV release. The EVs released from GES-1 cells infected with H. pylori
(EVHp+) had a slightly smaller but significant average size compared to EVs isolated from
cells not infected with H. pylori (EVHp-) (206 nm vs 227 nm, respectively). On the other
hand, in both types of EVs isolated (EV Hp- and EV Hp+), markers of exosomes were detected
by Western blot. The biological effect of EVs released from GES-1 cells infected or not with
H. pylori was evaluated in recipient cells, including gastric GES-1 cells, gastric cancer AGS
cells and endothelial EA.hy926 cells, by performing several tests. Stimulation with EVHp+
reduced ~20% cell viability of GES-1 cells, but did not induce changes in viability of gastric
cancer AGS cells. The stimulation of GES-1 cells with EVHp- induced an increase in the
cytokines IL-1f and IL-23, furthermore, the stimulation of GES-1 cells with EVHp+ induced
an increase in the expression of IL-6 and greater increases in cytokines. IL-1f3 and IL-23. On
the contrary, the stimulation of AGS cells with EVHp- or EVHp+ did not induce changes in
the expression of pro-inflammatory cytokines. The stimulation of GES-1 cells with EVHp-
increased cell migration, however an even greater increase in cell migration was observed
when the stimulation was performed with EVHp+. On the other hand, only stimulation with
EVHp+ in AGS cells increased cell migration. Furthermore, only stimulation with EVHp+ in

GES-1 and AGS cells increased cell invasion in Matrigel and migration through an EA.hy926
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endothelial cell monolayer (transendothelial migration). Finally, the stimulation of EA.hy926
endothelial cells with EVHp+ increased the formation of linked vascular networks. Although
infection with H. pylori caused an increase in the release of EVs from GES-1 cells, the stimuli
were performed considering the same number of total proteins for both types of EVs. This
indicates that the differences obtained in the biological tests when carrying out the stimuli
with EVHp- or EVHp+, imply differences in the composition of these EVs. Since proteins are
an important part of the molecules contained in EVs, a proteomic analysis of EVHp- and
EVHp+ was performed by mass spectrometry. Through the results of the mass spectrometric
analysis of the EVs, proteins only present in EVHp+ important in cell migration and invasion
processes such as ADAM Metallopeptidase with type 13 thrombospondin motif, activated
leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM), Follistatin Like 1 (FSTL1) and vitronectin
(VTN), and others enriched in EVHp+ , important for exosome biogenesis (Annexin A2,
Annexin A5, CD63, CD81, HSPA1, HSP90, Rab-7a and Rap-1b) and for cell adhesion and
migration (Syndecan-4 and Syndecan Binding Protein). These proteins found exclusively or
enriched in EVHp+ compared to EVHp-, could be related to the acquisition or increase of the
malignant traits evaluated in this work, and which are important for the progression of gastric
preneoplastic changes associated with H. pylori. It is worth emphasizing that the results
showed that the GES-1 cells release a greater amount of EVs after infection with H. pylori,
with which we can infer that the effects observed here by the stimulation with the EVHp+ in
recipient cells could be see even more increases in the context of H. pylori infection, both in
non-transformed gastric cells and gastric cancer cells. In conclusion, the detrimental effects
caused by H. pylori infection associated with gastric malignancy could spread through the

Extracellular Vesicles in early and late stages of gastric carcinogenesis.
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1. Introduccidon

1.1 Estadisticas de Cancer gastrico en el mundo y en Chile

El cancer gastrico (GC), también llamado cancer de estomago, es la cuarta
causa principal de mortalidad relacionada con el cancer y el quinto cancer
mas comun en todo el mundo (Sung H. ef al. 2021). Segin las estadisticas
mundiales, la poblacion chilena posee una de las tasas de mortalidad mas
altas en Latinoamérica para esta patologia, ocupando el primer y quinto lugar,
en hombres y mujeres, respectivamente (Owen G. et al. 2018; GLOBOCAN
2018). En el 2015, el CG ocasion6 el mayor numero de muertes por cancer
en Chile, registrando una tasa de mortalidad de 18,7 por 100.000 habitantes
(MINSAL, 2018). La mayoria de los canceres gastrico (alrededor del 90% al
95%) son adenocarcinomas, es decir, que aparecen en las células glandulares

(https://www.cancer.org).

1.2 Cancer Gastrico

El CG se puede clasificar principalmente en dos tipos de acuerdo a sus
caracteristicas histologicas: el CG difuso, con la variante hereditaria, HDGC

(Hereditary diffuse gastric cancer) y el CG intestinal, asociado a factores



ambientales (Polakovicova, I. ef al. 2018). El CG difuso estd compuesto por
c¢lulas no cohesivas y se observa con mayor frecuencia en pacientes mas
jovenes, con una forma hereditaria evidente, mientras que el CG intestinal
esta asociado a factores ambientales, tales como infeccion por la bacteria
Helicobacter pylori (H. pylori), dieta alta en sal, tabaquismo y obesidad
(Figueiredo, C. et al. 2002; Peleteiro, B. et al. 2014). El CG de tipo intestinal,
se caracteriza por una cascada histopatologica preneoplésica bien definida de
progresion, conocida como cascada de Correa, que inicia como gastritis no
atrofica seguida de gastritis atrofica, metaplasia intestinal (IM), displasia
(DYS) y finalmente el desarrollo de CG de tipo intestinal (Correa, P. y

Houghton, J. 2007).

1.2.1 Helicobacter pylori es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de Cancer Gdstrico

H. pylori es una bacteria gramnegativa que coloniza el epitelio géstrico, y se
estima que al menos el 50% de la poblacidn adulta en todo el mundo posee
esta bacteria. Se ha determinado que la infeccion con H. pylori puede
comenzar en la nifiez y ser persistente por décadas si no es tratado

farmacoldgicamente (Eusebi, L. et al. 2014; Kalach, N. ef al. 2017). La



infeccion con la bacteria H. pylori es considerada como el principal factor de
riesgo para el desarrollo de CG y esta bacteria ha sido clasificada como un
carcinogeno tipo 1 por la Agencia Internacional de Investigacion del Céancer
(IARC, 1994), debido a que se tiene suficiente evidencia de que su infeccion
esta relacionada con el desarrollo de CG. Se ha demostrado que la infeccion
con H. pylori puede persistir a lo largo de la cascada preneoplésica hasta CG
(Pandey A. et al. 2014), por lo que la erradicacion de H. pylori ha demostrado
ser efectiva para detener la progresion de la cascada y se ha recomendado
para prevenir GC. La contribucion de la erradicacion de H. pylori se ha visto
reflejada en distintas circunstancias. Un ejemplo de esto es la disminucion en
la incidencia tanto del CG como de ulceras duodenales en paises
occidentales, ocasionado por la rapida disminucién de la prevalencia de H.
pylori, a inicios del siglo 20 (Hanada, K., y Graham, D. Y. 2014). A su vez,
las mejoras en el saneamiento y el nivel de vida dieron como resultado una
marcada reduccion en la incidencia de muertes por enfermedades infecciosas,
especialmente después de 1850 (Graham, D. Y. 2014). Sin embargo, un meta-
analisis realizado por Chen, H. y colaboradores (2016) sugiere que la
erradicacion de H. pylori puede reducir la incidencia de CG, en particular,

para los pacientes con un diagnoéstico inicial de IM, en donde la erradicacion



de H. pylori puede detener la progresion y reducir el riesgo del desarrollo de
CG. Lamentablemente, cuando el diagnostico es IM o DYS, no se observo
ningun efecto preventivo en el riesgo de desarrollar CG ni en la progresion
hacia una lesion precancerosa, después de la erradicacion de la bacteria.

La infeccion de H. pylori se asocia con una respuesta inflamatoria aguda, la
cual, como suele durar décadas, genera una inflamacion cronica que da como
resultado un dafio progresivo de la mucosa gastrica. Este proceso conlleva a
que la mucosa gastrica encargada de producir las enzimas digestivas y la
secrecion acida, que normalmente se encuentra altamente regulada, se
transforme en diferentes tipos de epitelios metaplasicos y displésicos, para
finalmente transformarse en CG intestinal. Ademas, los polimorfismos en los
genes del huésped determinan la intensidad de la respuesta inflamatoria (EI-
Omar, E. M. ef al. 2000; Sugimoto, M. ef al. 2007; Taguchi, A. et al. 2005).
La cepa bacteriana y los factores de virulencia bacterianos presentes en la
misma, son a menudo factores clave que determinan el resultado de la
infeccion. Los principales y mas estudiados factores de virulencia de H.
pylori son la proteina del Gen A asociado a citotoxina (Cytotoxin-associated
gene A; CagA), la citotoxina vacuolizante A (Vacuolating cytotoxin A,

VacA), la enzima ureasa, las adhesinas BabA y BabB, las flagelinas FlaA y



FlaB, que son criticos para que la bacteria colonice el estomago y genere una
infeccion persistente, lo que conlleva al desarrollo de CG (Kao, C. Y. et al.

2016).

1.2.1.1 La infeccion H. pylori induce la generacion de citoquinas

proinflamatorias.

La carcinogénesis gastrica inducida por H. pylori se ha asociado con
inflamacion cronica, caracterizada por la infiltracion de neutrofilos y
macrofagos en el epitelio gastrico, lo que favorece la generacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS) y citoquinas proinflamatorias,
como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (Valenzuela, M. et al. 2015). Estos
intermediarios inflamatorios son capaces de inducir diferentes cambios
epigenéticos, que incluyen la metilacion del ADN y modificaciones en las
histonas, lo que contribuye a varios pasos importantes en la tumorigénesis y
progresion de cancer que implican el reclutamiento de leucocitos, la
neoangiogenesis, la proliferacion, la supervivencia, la invasion y finalmente
la metastasis de las células tumorales (Fernandes, J. V. ef al. 2015).

H. pylori es capaz de secretar factores de virulencia hasta el citosol de las

c¢lulas epiteliales gastricas debido a que posee el sistema de secrecion tipo



IV. La presencia de estos factores en la célula inicia cascadas de sefializacion
que convergen en la activacion del factor de transcripcion NFkB. A su vez,
este factor de transcripcion regula la expresion de citoquinas proinflamatorias
en c¢lulas gastricas epiteliales humanas, incluidas IL-8, IL-6, TNF-a e IL-1p,
y en Ultima instancia, la respuesta inflamatoria del hospedador (Figura 1.1)

(Ying, L. y Ferrero, R. L. 2019).

1.2.1.2  H. pylori es capaz de silenciar genes supresores de tumores

La inflamacion créonica asociada con H. pylori y la carcinogénesis gastrica
también esta relacionada con el silenciamiento de genes supresores de
tumores, a través de la modificacion epigenética, por la metilacion de las islas
CpG en las regiones promotoras de estos genes (Valenzuela, M. et al. 2015).
Este es el caso de pacientes dispépticos infectados con H. pylori, en donde se
encontro metilacion del promotor del gen CDHI, el cual codifica la proteina
E-cadherina, aunado a la disminucién de los niveles de la E-cadherina (Chan,

A. et al. 2003).
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Figura 1.1. La inflamacion asociada a H. pylori promueve la metilacion de genes
asociados con la supresion tumoral. A: H. pylori induce, mediante la inyeccion de los
factores de virulencia CagA y peptidoglicano (PGN), la activacion de NF-kB,
promoviendo una respuesta proinflamatoria que aumenta la expresion de citocinas (IL-1f3,
IL-8) y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Este tltimo genera 6xido nitrico (NO), una
molécula importante en la regulacion epigenetica. B: ademas de los efectos directos de H.
pylori en las células epiteliales géstricas, la infeccion activa a los macrofagos, que
aumentan la produccion de NO y los niveles de NO en las células epiteliales gastricas. NO
puede activar la ADN metiltransferasa-1 (DNMT1 del huésped) para promover la
metilacion del ADN en varias regiones promotoras de genes; C: también las
metiltransferasas de ADN de H. pylori (DNMT de H. pylori) pueden promover
directamente la metilacion del ADN del huésped en las regiones promotoras de varios
genes que se cree que funcionan como supresores de tumores en el cancer gastrico
(Editado de, Valenzuela, M. et al. 2015).



Perri y col. (2007) confirmaron esta observacion, demostrando que el
promotor CDHI1 también estd hipermetilado en pacientes con gastritis
infectados con H. pylori, lo que se revirtid después de la erradicacion de la
bacteria. Un estudio in vitro mostré que la infeccion por H. pylori aumento
la metilacion del promotor E-cadherina mediante la activacion del receptor
de IL-1B, la induccion de iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) vy,
posteriormente, una mayor actividad de DNMT (ADN metil transferasa)
como consecuencia de la produccion de 6xido nitrico en las lineas celulares
de cancer gastrico MKN7, MKN74 y TMK-1 (Huang, F. ef al. 2012).

La Caveolina-1 (CAV1) es una proteina que se ha descrito con un rol dual
antagonico en cancer, funcionando como supresora de tumores o como
promotora de tumores. Su rol depende del tipo de cancer y estadio de esta
enfermedad. CAV1 es una proteina integral de membrana con una masa
molecular de aproximadamente de 21 kDa y es una de las principales
proteinas que componen estructuras en la membrana plasmatica denominadas
caveolas. Una importante caracteristica de CAV1 es que es capaz de
interactuar con diversas moléculas a través de su dominio de andamio
(Caveolin Scaffolding Domain, CSD), regulando diferentes vias de

sefializacion. Estas interacciones llevan, en general, a la inhibicion de estas



vias de senalizacién e inducen cambios funcionales en las células. Esta
funcion inhibitoria de CAV1, ha sido asociada con un rol de supresor de
tumores (Quest, A. et al 2013; Nunez-Wehinger, S. et al. 2014),
particularmente en las etapas iniciales del desarrollo de céncer, donde la
expresion de la proteina se ve reducida durante el proceso de transformacion
celular. Sin embargo, en las etapas mas tardias de la enfermedad, la expresion
de la proteina puede aumentar de nuevo, pudiendo favorecer el desarrollo de
rasgos celulares asociados a mayor malignidad, incluida la resistencia a
multiples fArmacos y la metastasis (Quest, A. ef al. 2004; 2008, 2013). El rol
de CAVI1 asociada a la malignidad se remonta al descubrimiento de la
proteina, cuando se identifico a CAV1 como una proteina altamente
fosforilada en tirosina, en fibroblastos transformados por el virus del sarcoma
de Rous (Glenney, J. ef al. 1992). Esta fosforilacion se ubica en la tirosina-
14 y ocurre por accion de las tirosinas quinasas Src, Fyn, Yes y c-Abl, en
respuesta a diversos estimulos (L1, S. ef al. 1996; Nunez-Wehinger, S. ef al.
2014). La fosforilacion en tirosina-14 de CAV1 se ha asociado en particular
con eventos importantes en la migracion celular (Nuiez-Wehinger, S. et al.
2014). En cuanto al rol de CAV1 en CG, se han hecho estudios clinicos, de

muestras de pacientes con CG en donde se evalua expresion de CAV1, pero



los resultados no son concluyentes (Ye, Y. ef al. 2014). En lineas celulares
de GC humano se evalu6 la expresion de CAV1, encontrandose bajos niveles
de CAVI1 en células derivadas de tumor primario (AGS y SNU-1), e
incrementandose los niveles de esta proteina en lineas celulares que se
originan de metastasis a distancia (MKN-7, MKN-45, NCIN87, KATO-III,

y SNU-5) (Burgermeister, E. ef al. 2007).

1.2.1.3 La infeccion por H. pylori induce cambios a nivel celular

La infeccion con H. pylori ocasiona una serie de dafos a las células epiteliales
gastricas, como por ejemplo: cambios en la distribucion de las uniones
epiteliales, dafio del ADN, apoptosis, proliferacion, estimulacion de la
produccion de citoquinas y transformacion celular. Estos procesos se inician
por varias vias de sefalizacion celular, que se activan por la interaccion de
los distintos factores de virulencia de H. pylori, tanto en la superficie celular
como con receptores intracelulares (Alzahrani, S. et al. 2014). H. pylori
puede ocasionar la muerte de celulas gastricas, por un mecanismo de
apoptosis, lo que resulta en lesiones tisulares primarias asociadas con la
respuesta inflamatoria. La poblacion de células gastricas sobrevivientes

muestra una respuesta adaptativa, que incluye mayor supervivencia y
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proliferacion celular (Diaz, P. et al. 2018). Entre estas caracteristicas
adaptativas, también se incluye la capacidad de mayor migracion celular
(Wessler, S. et al. 2008; Wroblewski, L. E. et al. 2003; Moese, S. et al. 2004).
Adicionalmente, también se ha reportado que la infeccion por H. pylori afecta
a las células endoteliales y al sistema vascular (Pousa y Gisbert, 2006). Se ha
encontrado que en las condiciones asociadas a la infeccion por H. pylori,
como en la gastritis, la Glcera péptica y el carcinoma gastrico, hay una mayor
concentracion de factores angiogénicos y como consecuencia formacion de
nuevos vasos sanguineos. La relacion causal entre la infeccion por H. pylori
y la angiogénesis atn no esta del todo clara, aunque la inflamacion parece ser
relevante en este contexto. Chang, Y. y col. (2005) informaron que la
expresion de COX-2 inducida por H. pylori aumenta la angiogénesis a través
de TLR2 y TLR9 (Chang, Y. et al. 2005). Ademas, Liu, N. et al. (2016)
proponen que H. pylori induce la expresion de VEGF mediada por COX-2 a
través de la activacion de la via Wnt/B-catenina (Liu, N. ef al. 2016).
Finalmente, la comunicacion célula-célula es otro proceso celular que
también se ha visto afectado durante la infeccidon con H. pylori, en particular,
la comunicacién celular mediada por las Vesiculas Extracelulares, lo cual

sera abordado en detalle mas adelante. Finalmente, todos estos cambios
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inducidos por la infeccion con H. pylori, que conllevan a la adquisicion de
estas caracteristicas malignas, pueden permitir la formacion de lesiones

gastricas precancerosas y el desarrollo de CG.

1.3 Rol de las Vesiculas Extracelulares en Comunicacion Celular

El término Vesiculas Extracelulares (Extracellular Vesicles; EVs) se refiere
a una poblacion heterogénea de vesiculas de origen celular. Estas EVs se
pueden clasificar en tres grupos de acuerdo a su origen y caracteristicas
biofisicas. Los exosomas, que derivan del compartimento endosomico y
tienen un tamafio pequefio, aproximadamente desde 50 a 150 nm. Las
microvesiculas, que se originan de la escision directa de la membrana
plasmatica, y tienen mayor tamafio, aproximadamente desde 50 a 500 nm.
Finalmente, los cuerpos apoptoticos, que son producidos durante el proceso
de apoptosis y varian ampliamente en tamafo, desde 50 a 2000 nm de
diametro (Figura 1.2). Las EVs transportan una variedad de moléculas,
incluidas ARN, proteinas, lipidos y ADN. La liberacion de EVs es un proceso
altamente conservado a lo largo de la evolucion, y estas también han sido
detectadas en bacterias, protozoos, hongos y plantas. Las EVs pueden

interactuar con otras c€lulas, tanto en la cercania directa de la c€lula de origen
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como en sitios distantes del cuerpo viajando a través de biofluidos, y pueden
provocar una variedad de respuestas celulares. La creciente evidencia implica
a las EVs como actores clave en la comunicacion intercelular, ya que, envian

mensajes complejos a través del perfil de moléculas que poseen (Coleman B.

y Hill A. 2015).
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Figura 1.2. Las vesiculas extracelulares son una poblacion heterogénea de vesiculas
de membrana derivadas de células. Las EVs se han dividido clasicamente en tres tipos
segin su biogénesis y propiedades biofisicas: exosomas, microvesiculas y cuerpos
apoptdticos. Las EVs son transportadoras de una gran variedad de moléculas, que incluyen
proteinas, 4cidos nucleicos y lipidos. El inserto con una vista de cerca de los exosomas
muestra algunas moléculas comiinmente transportadas por ellos, como Alix, Syntenin,
CD63, integrinas, receptores de membrana, diversas proteinas intracelulares y acidos
nucleicos (Editado de Burgos-Ravanal y cols 2021).
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La comunicacion de las EVs con la célula receptora puede ocurrir mediante
distintas vias: a través de la union de EVs a la superficie celular, la fusion de
las membranas de las EVs y la célula y la captacion por endocitosis (Maas,
S. et al. 2017). Las EVs constituyen un mecanismo importante de
comunicacion celular y desempefian un papel fundamental en enfermedades
inflamatorias, en parte porque las citoquinas contenidas en ellas contribuyen
a la fase de propagacion de la inflamacion (Buzas, E. et al. 2014 ). Ademas,
se ha demostrado que las EVs derivadas de macrofagos y células dendriticas
transfieren leucotrienos sintasas y hacen que las células receptoras produzcan
leucotrienos B4 proinflamatorios y leucotrienos C4. Otro ejemplo encontrado
es la proteina CXCLS8 (también conocida como IL-8) y su ARNm, que han

sido detectadas en EVs derivadas de tumores (Buzas, E. ef al. 2014).

1.3.1 Rol de las Vesiculas Extracelulares en Cancer Gastrico

La evidencia acumulada demuestra que los exosomas juegan un papel crucial
en el CG. Baran y colaboradores (2010) caracterizaron las EVs aisladas de
muestras de plasma de 37 pacientes con GC y las compararon con las EVs de
10 individuos sanos como control. Entre sus hallazgos, demostraron que los

pacientes con GC, tienen un numero significativamente mayor de EVs
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circulantes totales y una expresion diferente de ciertas proteinas en
comparacion con los controles. Lo que demuestra que en CG cambia tanto el
numero como la composicion de las EVs liberadas en el torrente sanguineo.
Un aspecto importante para entender el cancer es el estudio del
microambiente tumoral. El microambiente tumoral estd compuesto de
distintos tipos de células ademas de las células de cancer, entre ellas se
encuentran las células epiteliales normales, células inmunes infiltrantes,
células estromales y células endoteliales (Hanahan. D. y Weinberg, R, 2011).
Estas células se comunican entre si promoviendo el crecimiento tumoral, la
angiogénesis y la metastasis. Por lo que, la comunicacion celular en el
microambiente tumoral juega un papel fundamental en el desarrollo del
cancer. Por lo tanto, las EVs representan un mediador ideal con el que las
c¢lulas de cancer se comunican con las células circundantes promoviendo el

cancer y la metastasis (Burgos-Ravanal, R. ef al. 2021).

1.3.2 Vesiculas Extracelulares en infeccion con H. pylori

Las células infectadas por patogenos pueden utilizar las EVs como una
herramienta para manipular su microambiente, influyendo en las

caracteristicas de las células vecinas mediante la transferencia de diferentes
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moléculas de sefializacion (Polakovicova, I. et al. 2018; Meckes, D. et al.
2010). Por el momento, se sabe poco sobre las EVs liberadas por las células
infectadas con H. pylori, sin embargo, recientemente se describio que las EVs
pueden ser importantes en este proceso (Gonzalez, M. F. et al. 2021).
Shimoda y cols (2016) reportaron la presencia de CagA en exosomas
purificados de suero de pacientes infectados con H. pylori CagA-positivo.
Por otra parte, Li, N. y cols (2019) determinaron que los exosomas aislados
de pacientes infectados con H. pylori y de células GES-1 infectadas con H.
pylori (in vitro), mostraron una mayor expresion de miR-25 (EVs 'miR-25),
el cual esta relacionada con el desarrollo de aterosclerosis. Los EVs con una
mayor carga de este miRNA (EVs'miR-25) fueron utilizados para estimular
c¢lulas endoteliales lo que indujo un aumento de molécula de adhesion
celular vascularl (VCAM-1), junto a un aumento de molécula de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1), interleuquina 6 (IL-6) y proteina quimio atrayente
de monocitos 1 (MCP-1) (Li, N. et al. 2019). Por otro lado, se caracterizo6 la
comunicacion celular mediada por exosomas entre células de cancer gastrico
AGS infectadas con H. pylori y macrofagos. Los exosomas liberados de
cé¢lulas AGS infectadas con H. pylori transfirieron el factor de transicion

epitelial mesenquimatoso activado (p-MET) a macréfagos y de esta manera

16



modularon la comunicacion entre las células tumorales y el microambiente
circundante (Che ,Y. et al. 2018). Xia, X. y cols (2020) mostraron que la
infeccion por H. pylori afecta significativamente ciertas funciones de células
endoteliales como proliferacion, migracion celular y formacion de tubos a
través de mecanismos mediados por exosomas. Finalmente, Chen, Y. y cols
(2018), estudiaron EVs aisladas del suero de pacientes infectados con H.
pylori, y al usarlas para estimular células de la linea celular GES-1, los
niveles de sIL-6R e IL-1a se encontraron aumentados.

Hasta el momento, se ha demostrado que las EVs liberadas por células
gastricas infectadas por H. pylori o EVs aisladas de suero de pacientes
positivos para H. pylori alteran funciones de células del sistema inmune y
c¢lulas endoteliales, ademés de promover aumento de ciertas citoquinas en
c¢lulas géstricas. Sin embargo, aiin se sabe muy poco sobre los cambios que
pueden ocurrir en cuanto a cantidad y contenido de las EVs liberadas por
c¢lulas gastricas no tumorigénicas infectadas con H. pylori. Més aln, se
desconoce el rol que tienen estas EVs liberadas de células gastricas infectadas
con H. pylori sobre caracteristicas, que pueden adquirir las c€lulas receptoras,
tanto en las etapas tempranas como tardias de la carcinogénesis gastrica,

como lo son la migracién e invasion celular, que conllevan a mayor
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malignidad. Conocer estos aspectos de la comunicacion celular mediada por
EVs en el contexto de infeccion con H. pylori, es importante para determinar
el rol de estas EVs provenientes de células gastricas infectadas con H. pylori,
en la propagacion de cambios celulares iniciados por H. pylori a otras células,

en el sitio de infeccion o incluso en zonas adyacentes.
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Resumen de los Antecedentes:

1. Infeccion con la bacteria Helicobacter pylori es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de cancer gastrico, y es clasificada por la
IAR como carcinogeno tipo 1.

2. Helicobacter pylori induce distintos cambios a nivel celular, entre
ellos el aumento de citoquinas proinflamatorias, el silenciamiento de
genes supresores de tumores y la migracion celular.

3. Lacomunicacion celular mediada por EVs juega un papel fundamental
en cancer, ya que promueve caracteristicas malignas como la
migracion e invasion celular y angiogénesis.

4. Las EVs son importantes durante la infeccion con patogenos, ya que
son capaces de transportar moléculas propias del patogeno, o del
huésped en el contexto de la infeccion, lo cual propaga la infeccion.

5. Lo antes expuesto nos lleva a preguntar, ;seran las EVs liberadas de
c¢lulas epiteliales gastricas infectadas con Helicobacter pylori capaces
de inducir un cambio fenotipico en células receptoras que promueva la

carcinogénesis gastrica?
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En base a estos antecedentes, se plantea la siguiente hipotesis:
“EVs liberadas de linea celular géstrica GES-1 infectada con H. pylori
promueven inflamacion, angiogénesis y caracteristicas asociadas a la

progresion del cancer”

/e
=

Figura 1. 3. Modelo propuesto. Helicobacter pylori infecta a las células del epitelio
gastrico, induciendo cambios a nivel celular. Estos cambios incluyen alteraciones en la
liberacion de EVs. Estas EVs modificadas sirven como vehiculo para moléculas asociadas
a la infeccion con H. pylori, las cuales, al llegar a células receptoras, pueden inducir
cambios que promuevan la iniciaciéon o promocion de CG.
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Con los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Demostrar que las EVs liberadas de la linea celular gastrica GES-1 infectada
con H. pylori, promueven en cé€lulas receptoras aumento de citoquinas pro-
inflamatorias, y afectan procesos celulares como la proliferacion, migracion
celular, invasion celular, migracion transendotelial y formacion de redes
endoteliales vinculadas.

Objetivos Especificos:

1. Determinar en células GES-1 infectada con H. pylori cambios en:
niveles de las proteinas E-cadherina y Caveolina-1; expresion de
citoquinas proinflamatorias; y procesos celulares como proliferacion y
migracion celular

2. Evaluar cambios en la liberacion de EVs de células GES-1 infectadas
con H. pylori

3. Determinar el rol de las EVs purificadas de células GES-1 infectadas
con H. pylori en el aumento de citoquinas pro-inflamatorias, cambios
en proliferacion, migracion celular, invasion celular, migracion
transendotelial y formacion de redes endoteliales vinculadas, en

células receptoras.
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2. Metodologia

2.1 Reactivos

Medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI), Gibco Life
Technologies (Cat # 23400-021). Medio de Dulbecco modificado de Iscove
(IMDM), Gibco Life Technologies (Cat # 12200069). Suero fetal bovino
(SFB), Biological Industries (Cat # 040011). Suero de caballo, Biological
Industries (Cat # 04-004-1A). Penicilina/Estreptomicina, Gibco Life
Technologies (Cat # 15640-055). Tampoén fosfato salino (PBS 1X), Gibco
Life Technologies (Cat # 70013). Tripsina-EDTA, Gibco Life Technologies
(Cat # 25200072). Agar de soja triptico, (TSA), BD, (Cat # BA-256665.02).
Suplemento nutritivo Vitox (Oxoid, Thermo Fisher Scientific) y el
suplemento selectivo para cultivar H. pylori Dent (Oxoid, Thermo Fisher
Scientific), (Cat # SRO090A y SRO147E). Gentamicina, US Biological, Life
Sciences (Cat # G2030). Acido bicinconinico (BCA), Reactivo cromogénico,
ThermoFisher Scientific (Cat #23223 y 23224). EZ-ECL, Solucion de
peroxido de hidrogeno, luminol y un compuesto fenolico, Biological
Industries (Cat # 20-500-1000). SuperSignal™ West Femto, Thermo
Scientific, (Cat # 34094). Tampon A, Componente de kit ExospinTM, Cell

Guidance Systems (Cat # EXO01-25). Dodecilsulfato sodico (SDS), US
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Biological (Cat # 151-21-3). Benzamidina/Antipaina/Leupeptina (BAL),
Mezcla de inhibidores de proteasas. Sigma, Calbiochem y US biological (Cat
#B6506, 178220 y L-2050). Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF,
Inhibidor de proteasas de serina (Cat # Sigma P7626). Fibronectina humana
(FN), Glicoproteina de matriz extracellular, Gibco (Cat # 33016-015). Cristal
violeta, Colorante de triarilmetano (Sigma) (Cat # C-6158). Metanol, Merck,
(Cat # 106009). Mowiol, Mucoadhesivo hidrocoloide soluble en agua a base
de poli alcohol vinilico, Calbiochem (Cat # 475904). TRIzol Reagent
(Trizol), Thermo Fisher Scientific, (Cat # 15596026). DNasa RQ1 libre de
ARNasa (DNAsa), Promega (Cat # M6101). Transcriptasa inversa M-MLV,
Promega (Cat # M1701). Mezcla maestra Brilliant II SYBR® Green QPCR,
Agilent (Cat #600828). Ensayo de proliferacion celular no radiactiva
CellTiter 96® AQueous (MTS), Promega (Cat # G4000). Solucién de azul
tripan, 0,4%, Gibco (Cat # 15250061). Azul de toluidina, Sigma (Cat #92-
31-9). Azul dextrano, Sigma (Cat # 87915-38-6). Tinte verde CMFDA
(CellTracker), Invitrogen, ThermoFisher Scientific, (Cat # C2925). Matriz de

membrana (Matrigel), BD (Cat # 356237).
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2.2 Cultivo de lineas celulares

La linea celular epitelial gastrica GES-1 (Ke, Y. et al. 1994) y la linea celular
de adenocarcinoma gastrico AGS se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific). La linea celular endotelial EA.hy926 se cultivo en
medio IMDM (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Todos los medios fueron
suplementados con suero fetal bovino al 10% (FBS, European Grade, Heat
Inactivated, Biological Industries) y antibidticos (10,000 U/mL de penicilina
y 10 pg/mL de estreptomicina), a menos de que se indique lo contrario. Las
células se cultivaron en una atmosfera controlada (5% de CO2, 70% de

humedad) a 37 °C.

2.3 Cultivo bacteriano

La cepa 26695 de H. pylori (700392) se obtuvo de la ATCC (American Type
Culture Collection). Las bacterias se sembraron en placas de agar tripticasa
de soja (Trypticase Soy Agar; TSA), suplementadas con suero de caballo al
5% (Donor Horse Serum, Biological Industries), el suplemento nutritivo
Vitox (Oxoid, Thermo Fisher Scientific) y el suplemento selectivo Dent
(Oxoid, Thermo Fisher Scientific). Las bacterias se incubaron durante 24 h

en condiciones de poco oxigeno (5% CO2, 70% de humedad) a 37 ° C.
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2.4 Infeccion de células gastricas GES-1 por H. pylori cepa 26695 WT:

Las células GES-1 se sembraron en placas de cultivo celular de 100 mm
(Falcon, Corning) o en botellas Multi-Flasks de 5 capas de 875 cm? (Falcon,
Corning) y se cultivaron durante 24 h, utilizando medio RPMI-1640
suplementado con FBS al 10 % sin antibidticos. Antes de la infeccion, las
bacterias (sembradas como se describe en la seccion 2.2) se recolectaron en
PBS, y se centrifugaron a 4000 x g, finalmente el pellet se resuspendio en 1
mL de PBS. Se determind el nimero de bacterias mediante Abs560nm
asumiendo un valor de 0,4 unidades a un equivalente a 3 x 10® bacterias. Las
c¢lulas GES-1 se infectaron con una multiplicidad de infeccion (Multiplicity
Of Infection; MOI) de 100 por 24 h (Valenzuela-Valderrama M., y cols.,
2019). Luego de la infeccion, las bacterias se eliminaron lavando las células
GES-1 con PBS cinco veces y se incubaron con gentamicina (US Biological,
Life Sciences; concentracion final 100 pg/ul) en medio RMPI-1640 durante
1 h. Finalmente, las células se lavaron nuevamente con PBS cinco veces y el
medio se reemplazd con RMPI-1640 suplementado con 5 % suero fetal
bovino libre de vesiculas extracelulares (SFB EV-Free) (para minimizar la
co-purificacion de EV a partir de FBS), conteniendo gentamicina

(concentracion final 25 pg/ul), en donde las células se cultivaron durante 48
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h para obtener el medio condicionado. Posterior a las 48 h de cultivo celular,
el medio condicionado de células que habian sido infectadas y células sin
infectar se colectd para la purificacion de EVs de células GES-1 infectadas
con H. pylori (EVHp+) o control (no infectadas con H. pylori, EVHp-). Para
obtener el medio condicionado de las células sin infectar se siguid el mismo
protocolo, excepto que se omitio el paso de afiadir la bacteria a las células.
Al momento de colectar el medio condicionado para aislar las EVs, las
células se contaron mediante coloracion con azul de tripan y se guardaron a

-20 °C para evaluarlas por Western blot.

2.5 Obtencion del FBS libre de EVs (SFB EV-Free)

El suero fetal bovino se centrifugd a 100.000 x g durante 18 h a 4 °C
utilizando una ultracentrifuga de rotor T-1250 (Sorvall WX +, Thermo
Scientific) (Théry y cols, 2006) y el sobrenadante se filtré usando filtros de
0.2 um (GE Healthcare). El sobrenadante fue almacenado a -20 °C hasta su

uso.
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2.6 Aislamiento de Vesiculas Extracelulares a partir de medio condicionado
mediante Exospin™

Un volumen aproximado de 60 mL de medio condicionado recolectado en
ambas condiciones (EVHp+ y EVHp-) siguiendo el protocolo 2.4, se
centrifugo a 2.000 x g por 10 m a 4°C (Centrifuga Universal 320R, Hettich,
Sigma-Aldrich) para eliminar restos celulares y vesiculas de mayor tamafio.
Este sobrenadante se centrifugd nuevamente a 3.000 x g por 5 a 15 m a 4°C
utilizando Unidades de Filtro Amicon Ultra-15 (Merck Millipore) para
concentrarlo. El sobrenadante concentrado obtenido se utilizo para aislar las
EVs utilizando el Kit Exospin™ (Cell Guidance Systems) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, este concentrado se incubd con
Tampon A durante toda la noche a 4 °C en rotacion. Luego se centrifugo a
16.000 x g durante 1 h a 4 °C, donde se descarto la fraccion soluble y el
sedimento se resuspendio en 100 uL. de PBS 1X. Paralelamente, se removio
el tapon de la columna contenida en el Kit Exospin™ y se centrifugd a 100 x
g durante 1 m a 4 °C para eliminar el tampon presente en la parte superior de
la columna. Luego se afiadieron 200 pL de PBS 1X y se centrifug6a 100 x g
durante 1 m a 4 °C para equilibrar la columna. Se agregd el sedimento

resuspendido en la parte superior de la columna, se centrifugé a 100 x g
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durante 1 m a 4 °C y se descart6 el eluido. La columna se coloco en un tubo
de 1.5 mL nuevo y estéril, se afiadieron 200 pL de PBS 1X en la parte superior
de la columna y se centrifug6 a 100 x g durante 1 m a 4 °C. El eluido contenia

las EVs purificados, las cuales se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.7 Aislamiento de Vesiculas Extracelulares a partir de medio condicionado
mediante protocolo de Ultracentrifugacion.

Un volumen aproximado de 200 mL de medio condicionado obtenido en
ambas condiciones (EVHp+ y EVHp-) siguiendo el protocolo 2.4, se
centrifugd a 2000 x g durante 30 m (Centrifuga Universal 320R, Hettich,
Sigma-Aldrich) y el sobrenadante se filtro a través de filtros de 0,22 pm. El
medio filtrado se ultracentrifugd a 100.000 x g durante 80 m usando un rotor
T-1250 de angulo fijo. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 20 mL de PBS filtrado con filtros de 0,1um (se usaron 2 mL de PBS por
tubo). El pellet resuspendido se volvio a centrifugar a 100.000 x g durante 80
m utilizando el rotor basculante TH-641. Finalmente, las EVs se obtuvieron
por resuspension del pellet en 200 uLL de PBS filtrado con filtros de 0,1pum.
Esta suspension se almacend a -80 °C hasta su anélisis (Protocolo modificado

de Salomon y cols., 2013).
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2.8 Determinacion del tamaro y la concentracion de las EVs mediante
Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)

El tamafio y la concentracion de particulas de las EVs purificadas se
determinaron mediante NTA (Bender, F. ef al, 2011). Este analisis utiliza
grabaciones de video del movimiento browniano para determinar el tamafio
de las EVs. 20 puL de cada muestra se diluyeron en una razén 1:50 (volumen
final de 1 mL) con PBS filtrado a través de filtros de 0,1 um para obtener 10—
100 EVs por marco. Esta suspension se inyectd en el NanoSight NS300
(Malvern Panalytical). Para cada muestra se grabaron tres videos de 30 s de
duracion. Luego, los videos se analizaron utilizando el software Nanosight
NTA 3.2 incluido con el equipo para obtener el tamafio y la concentracion de

las EVs.

2.9 Andlisis de las proteinas celulares y de EVs por Western Blot

La presencia de proteinas en lisados celulares y de marcadores exosomales
en las EVs y en lisados celulares se evaludé mediante Western Blot (WB). Las
c¢lulas GES-1 y las EVs aisladas se lisaron mediante sonicacion en buffer de
lisis (PBS; 0,1% SDS e inhibidores de proteasa: leupeptina 12,5 pg/mL;

antipaina 10 pg/mL; benzamidina 100 pg/mL; fluoruro de fenilmetilsulfonilo

29



I mM, 1 mM ortovanadato de sodio). La concentracion de proteina total en
las muestras se determind utilizando el kit de ensayo de proteinas Pierce BCA
(ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante y usando
una curva de calibracion con la proteina seroalbimina bovina (BSA). La
medicion de la absorbancia a 562 nm se hizo en placas de 96 pocillos con un
lector de microplacas (Infinite® 200 PRO NanoQuant, TECAN). Se cargaron
20 pg de cada muestra por carril en geles de poliacrilamida (Gel concentrador
3%, Gel resolutivo 10%) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
como se describio anteriormente (Valenzuela-Valderrama, M. et al. 2019).
Las membranas se bloquearon con PBS que contenia Tween al 0,1% y leche
desnatada al 5% durante 1 hora en un agitador. La membrana bloqueada se
incub6 durante la noche con anticuerpos primarios diluidos en el tampon de
bloqueo a 4 °C. Las diluciones de anticuerpos primarios fueron: anti-E-
cadherina (610182, BD Biosciences) 1:3000; anti-Caveolin (610060, BD
Biosciences) 1:3000; B-actin (A5316, Sigma-Aldrich) 1:5000; anti-Alix (SC-
53540, Santa Cruz) 1:1000; Anti-tsglO1 (sc-7964, Santa Cruz
Biotechnology) 1:250; anti CD81 (sc-166029, Santa Cruz Biotechnology)
1:1000 y anti calregulina (sc-373863, Santa Cruz Biotechnology) 1:500.

Luego, la membrana se lavo e incubo con anti-raton (IgG de raton (H&L)
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anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, Rockland # 610-4302)
1:5000, o anti-conejo (conejo IgG (H&L) anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa , Rockland # 611-1302) 1:5000. Las transferencias se detectaron
con el sistema EZ-ECL (Biological Industries, CT, EE. UU.) o con
SuperSignal ™ West Femto (Thermo Scientific). Finalmente, se realizo la
adquisicion de imagenes mediante camara digital Hamamatsu (Discovery

Gene Xpress).

2.10 Pre-tratamiento de células con EVs

Se sembraron 1,5 x 10° células GES-1 en placas de 6 pocillos. Al dia
siguiente, el medio de cultivo de cada una de las placas se reemplazo por
medio RPMI con 5% SFB EV-free, después de dos lavados con PBS 1X. A
cada placa se le anadieron 12 pg de proteina total de EVs (EVHp+ o EVHp-).
Las células fueron incubadas con las EVs durante 24 h, mantenidas en
condiciones de cultivo celular (37 °C y en una atmosfera con 5% de CO2 en

incubadora).
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2.11 Determinacion de la expresion génica relativa por RT-qPCR

Para los experimentos de infeccion de células GES-1 con H. pylori, las
c¢lulas GES-1 se infectaron con un MOI 100, siguiendo el protocolo en 2.3.
Alternativamente, para la estimulacion de células GES-1 con EVs, se siguio
el protocolo 2.10. El ARN total de las células después de los tratamientos se
aisl6 usando TRIzol (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El pellet de ARN resultante se disolvid en 25 pLL
de agua sin nucleasas y se trato con DNasa (Promega) de acuerdo con el
protocolo del fabricante para obtener ARN sin ADN. El ADNc se obtuvo
mediante transcripcion inversa (RT) utilizando 1 pg de ARN sin ADN y la
enzima transcriptasa inversa M-MLV (Promega) con 2 uM de cebadores
(primers) aleatorios. Se utilizaron 2 ul de solucion de ADNCc para cuantificar
la expresion geénica relativa. Las qPCR se realizaron utilizando una mezcla
maestra de qPCR verde SYBR de Brilliant II (Agilent) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se analizaron volumenes de reaccion de 20 pL
en el sistema Mx3000P QPCR (Agilent) en las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial de 10 m a 95 °C, seguido de 40 ciclos a 95 °C
durante 20 s, temperatura de hibridacion de los primers durante 20 s y a 72

°C durante 20 s. En la Tabla 2.2 se muestra un resumen de las secuencias de
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los primers y las temperaturas de hibridacion utilizadas para las reacciones
de qPCR. Los niveles de expresion génica relativos se calcularon mediante
el método 2-44CD (Livak K., y Schmittgen T., 2001) utilizando como control

interno rRNA 18S.

Tabla 2.1 Secuencias de los primers y las temperaturas de hibridacion

Gen . Temperatura de
Secuencia ) .
Blanco alineamiento
RNA 5"-GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3" 55 9C
18S 5-CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG-3"
TNF 5"-TCCGTGAAAACGGAGCTGAA-3’ 58 °C
"o 5-AGGCTCAGCAATGAGTGACA-3’
1L-8 5"-TCTGGACCCCAAGGAAAACT-3’ 58 °C

5'-TTGCATCTGGCAACCCTACA-3’

IL-6 5'-TGACCCAACCACAAATGCCA-3’ 60 °C
i 5'-AATCTGAGGTGCCCATGCTA-3’

1L.33 S’AACACTCTGTGGAGCTCCAT-3’ 60 °C
i 5’ AACACTCCAGGATCAGTCTTGC-3’

1L-10 5-TGGGTTGCCAAGCCTTGTCT-3’ 60 °C
) 5-TCCACGGCCTTGCTCTTGTT-3"

L1 5'-ACGGCTATAGCCTGGACTTT -3’ 53 °C
1P 5-TTTCTGTCAGGCGGGCTTTA-3’

L23 5'-TGCTAGGATCGGATATTTTCACAGG-3’ 53 °C
] 5'-GAGGCTTGGAATCTGCTGAGTC-3’

2.12 Viabilidad celular

La viabilidad celular se midi6 usando los ensayos MTS (ensayo de
proliferacion celular acuosa, no radiactiva CellTiter 96, Promega) y ensayos
de exclusion de colorante azul tripan. Para los experimentos de infeccion de

células GES-1 con H. pylori se sembraron 2 x 10° células/pocillo en placas
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de 96 pocillos y se infectaron con H. pylori siguiendo el protocolo de la
seccion 2.3. Después de 24, 48 y 72 h, se anadi6 el reactivo MTS a cada
pocillo y se incub6 a 37 °C durante 2 h. La absorbancia se determin6 a 492
nm usando un lector de microplacas (Infinite® 200 PRO NanoQuant,
TECAN). Para los ensayos de viabilidad de las células GES-1 y AGS luego
de incubacion con EVHp- o EVHp+, se estimularon las cé€lulas siguiendo el
protocolo 2.10 y se determiné la viabilidad celular mediante ensayos de

exclusion del colorante azul tripan.

2.13 Ensayos de migracion celular

Los ensayos de migracion celular se evaluaron usando Boyden Chambers
(Transwell Costar, 6,5 mm de didmetro, tamafio de poro de 8 um). Para medir
los efectos sobre la migracion de células GES-1 luego de infeccion con H.
pylori, se realizd la infeccion siguiendo el protocolo 2.4. Para medir los
efectos sobre la migracion de células GES-1, AGS y EA.hy926 después de
incubacion con las EVs, se realizo el tratamiento siguiendo el protocolo 2.10.
Después de los tratamientos, las células se contaron, resuspendieron en medio
sin suero y se agregaron a la parte superior de cada inserto. Los lados

inferiores de los insertos se recubrieron con 2 pg/ml de fibronectina
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previamente. Adicionalmente, se afiadio medio suplementado con 10% de
FBS a la cdmara inferior. Después de 2 h para GES-1 y 5 h para células AGS
y EA.hy926, se retiraron los insertos y las células se tifieron con cristal violeta
al 0,1% en etanol al 2%. Las células que migraron al lado inferior de los

insertos se contaron en un microscopio invertido.

2.14 Ensayos de invasion celular

Los efectos sobre la invasion de células GES-1 y AGS después del
tratamiento con las EVs se evaluaron en Corning® BioCoat™ Matrigel®
Invasion Chambers (tamafio de poro de 8 um), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las células fueron tratadas siguiendo el protocolo 2.10,
posteriormente, se contaron, resuspendieron en medio sin suero y se
agregaron a la parte superior de cada inserto. Adicionalmente, se afiadio
medio suplementado con 10% de FBS a la camara inferior. Después de 18 h
se retiraron los insertos y se fijaron y tifieron dejdndolos 15 m en la solucion
Trevors (4% paraformaldehido en 100 mM de buffer PIPES, pH 6.8,
conteniendo 0.04 M KOH, 2 mM EGTA, y 2 mM MgCl,), luego por 5 m en
tampon universal (NaCl 150 M, Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 y NaN3 0,01%) y

al menos dos h en azul de toluidina 0,1%. Las células que invadieron al lado
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inferior de los insertos se contaron en un microscopio invertido (Oxion

Inverso con contraste de fase, Euromex).

2.15 Ensayos de migracion transendotelial

Para este ensayo se sembraron 200.000 células endoteliales EA.hy926 en
Boyden Chambers (Transwell Costar, 6,5 mm de didametro, tamafio de poro
de 8 um) y se cultivaron durante 72 h para permitir la formacioén de una
monocapa impermeable de células. La impermeabilidad de esta capa se
evalu6é mediante una prueba de permeabilidad, en donde se midio el traspaso
del colorante azul dextrano 10 mM (Sigma-Aldrich) desde la cAmara superior
a la camara inferior del transwell, a través de la determinacion de la
absorbancia a 620 nm del medio de la camara inferior. Una absorbancia
inferior a 0,2 indica que la monocapa es impermeable. Una vez comprobada
la formacion de la monocapa impermeable de células endoteliales, las células
GES-1 0 AGS que fueron estimuladas con EVs (siguiendo el protocolo 2.10),
se tifieron con CellTracker Green (Thermo Fisher Scientific) y se agregaron
las células GES-1 o AGS a la monocapa impermeable de células endoteliales.
Transcurridas 18 h de incubacion, se detuvo el ensayo fijando las c€lulas en

tampon Trevors durante 15 min, y 2 veces durante 5 m en tampon universal.
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Los insertos se cortaron y montaron en portaobjetos. Las células
fluorescentes que transmigraron se observaron y fotografiaron usando el

microscopio Spinning Disk.

2.16 Ensayo de formacion de redes vasculares in vitro

La formacion de redes vasculares de células EA.hy926 después del
tratamiento con las EVs se evalud6 de la siguiente forma: Primero, las células
EA.hy926 se privaron de suero durante al menos 4 h antes de iniciar el
experimento. Se afadieron 50 pl de matrigel (BD, Biosciences Discovery
Labware) por pocillo a placas de 96 pocillos revestidas con polilisina y se
incubaron a 37 °C durante al menos 1 h. A continuacion, se sembraron células
EA.hy926 sobre los pocillos y se afiadieron 0.1, 1 y 10 ug de EVHp- o
EVHp+. Como control positivo de la formacion de redes se utiliz6 VEGF (50
ng/mL) en uno de los pocillos. Después de 16 h, se tomaron fotografias y se
analizo la formacion de redes enlazadas utilizando la herramienta Analizador
de Angiogenesis (Angiogenesis Analyzer) del software Imagel. El pardmetro
utilizado como resultado de este experimento fue el nimero de segmento
maestros (number of master segments) en el area analizada. Los datos se

normalizaron con el valor de la condicion control.
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2.17 Analisis proteomico de las EVs mediante Espectrometria de Masas (LC-

ESI-MS/MS)

Las proteinas se extrajeron de EVs obtenidos a partir de células GES-1
infectadas o no con H. pylori (EVHp+ y EVHp+, respectivamente). Estas se
prepararon para protedmica de escopeta o “shotgun proteomics” usando una
serie de etapas de reduccion, alquilacion, digestion de proteinas y
desalinizacion siguiendo el protocolo descrito en Shao, B. et al. (2015)
260114609. Para ello, las proteinas se redujeron con ditiotreitol (8.3 mM) y la
alquilacion se realizé con yodoacetamida (14.3 mM). Las muestras fueron
digeridas con tripsina (0.05 pg/ul) una primera vez durante 4 h y una
segunda vez durante toda la noche. La digestion se detuvo acidificando la
mezcla de reaccion (pH 2 a 3) con 4cido trifluoroacético. Los digeridos
proteoliticos se desalaron con extraccion en fase solida utilizando un cartucho
Oasis HLB (1 cc, 30 um; Waters) antes del analisis de MS. Después de la
desalacion, se inyectaron las digestiones tripticas (2 pg de proteina)
directamente en el instrumento Lumos. Los analisis LC-ESI-MS/MS se
realizaron en el modo de iones positivos con un espectrometro de masas
Orbitrap Fusion Lumos Tribrid de masa de ultra alta resolucion y precision

(Thermo Fisher Scientific, San José, CA) acoplado a un nanoACQUITY
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UPLC (Waters, Milford, MA). Se utiliz6 un gradiente lineal de 4cido formico
al 0,1% en agua (disolvente A) y acido formico al 0,1% en acetonitrilo
(disolvente B) para la separacion. Los espectros de MS/MS se buscaron en la
base de datos de humano UniProtKB utilizando el motor de busqueda Comet
MS/MS (version 2018.01 rev.2) con alquilacion de Cys fija y oxidaciones de
Met variable. Se permitieron dos sitios de escision faltantes en péptidos para
busquedas restringidas con tripsina. Los resultados de Comet se validaron
utilizando PeptideProphet y ProteinProphet, utilizando una probabilidad
ajustada de> 0,90 para los péptidos y> 0,95 para las proteinas. Para la
identificacion de una proteina, debian detectarse al menos dos péptidos
exclusivos de la proteina de interés. Requerir al menos dos péptidos tnicos
con una alta puntuacion de confianza disminuye marcadamente la tasa de
falsos positivos de identificacion de proteinas. Cada estado de carga de un
péptido se considerd una identificacion Unica. Se utilizaron recuentos de
péptidos totales para comparar la abundancia de una proteina. Esta
metodologia se realizd en el laboratorio del Dr. Jay Heinicke, en la

Universidad de Washington, Estados Unidos.
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2.18 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Para los datos que se expresan en porcentajes se asumieron los valores
obtenidos de la condicion control (sin tratamiento) como el 100% y en base
a estos se calcularon los porcentajes de las condiciones experimentales.
Todos los datos se expresan como media + error estandar de la media de los
resultados de al menos tres experimentos independientes. Los datos se
analizaron utilizando el T-test para datos no apareados. La significancia
(valor p) se establecio de la siguiente forma: ns p>0.05, *p<0.05, **p<0.01,
*EEp<0.001, ****p<0.0001. Todos los datos se procesaron utilizando

GraphPad Software (http://www.graphpad.com).
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3. Resultados

3.1 Efectos de la infeccion con H. pylori de células de la linea celular
epitelial gastrica GES-1

Con la finalidad de medir diversos efectos que tiene la infeccion con la
bacteria H. pylori sobre c€lulas de la linea epitelial gastrica GES-1, se escogio
la cepa 26695 de esta bacteria, la cual tiene el genoma totalmente secuenciado
y posee los factores de virulencia mas conocidos como CagA, VacA y la
enzima ureasa. Por su parte, la linea celular GES-1 fue elegida, debido a que
a diferencia de la mayoria de los modelos celulares epiteliales gastricos que
provienen de un tumor, las células GES-1 son células epiteliales géstricas
humanas que han sido inmortalizadas pero no son cé¢lulas transformadas, es
decir, son incapaces de formar tumores (Ke, Y. ef al. 1994), lo cual las hace
mas adecuadas para el estudio de los efectos de la infeccion con H. pylori, el
cual es un evento importante especialmente al inicio de la cascada

preneoplésica gastrica.
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3.1.1 Efecto de la infeccion de células de la linea celular epitelial gastrica
GES-1 con H. pylori sobre los niveles de las proteinas E-cadherina y
Caveolina-1

Luego de infeccion de células de la linea celular GES-1 con H. pylori hasta
un maximo de 72 h, usando un MOI igual a 100, las células se lavaron y se
lisaron. Luego las proteinas totales se cuantificaron por el método BCA y se
separaron mediante electroforesis. Finalmente, se detectaron las proteinas E-
cadherina, Caveolina-1 y B-actina usando anticuerpos especificos, siguiendo
el protocolo en la seccion 2.9. Como se observa en la Figura 3.1, los niveles
de E-cadherina disminuyeron luego de la infeccion con H. pylori, siendo
significativo a las 4 h'y 72 h luego de infeccion con la bacteria. Los niveles
de Caveolina-1, como se observa en la Figura 3.1, aumentaron, siendo

significativo a las 24 y 48 h, luego de la infeccion.
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Figura 3.1. Efecto de la infeccion con H. pylori de células de la linea
celular epitelial gastrica GES-1 sobre la expresion de E-cadherina y
Caveolina-1. A) Imagen representativa de Western blot para las proteinas E-
cadherina, Caveolina-1 y B-Actina, B) cuantificacion de los niveles de E-
cadherina normalizado por los niveles de 3-Actina y C) cuantificacion de los
niveles de Caveolina-1 normalizado por los niveles de B-Actina. Los
resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=3). * indica p<0.05
y ** indica p<0.01.
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3.1.2 Efecto de la infeccion de células de la linea celular epitelial gastrica
GES-1 con H. pylori sobre viabilidad celular

Luego de infeccion de células de la linea celular GES-1 con H. pylori, usando
un MOI 100, se midi6 la viabilidad celular mediante un ensayo MTS,
siguiendo la metodologia descrita en la seccion 2.12. La medicion se realizo
a las 24 h después de la infeccidon con H. pylori, y a las 24 h y 48 h después
del tratamiento con gentamicina, un antibiotico al cual H. pylori es sensible.
Como se observa en la Figura 3.2, a las 24 h después de la infeccion con H.
pylori la viabilidad celular disminuyo significativamente hasta ~ 80% con
respecto a la viabilidad de las células sin infectar. Luego de 24 h del
tratamiento con gentamicina, la viabilidad alcanzé 86% con respecto a las
células sin infectar. Finalmente, a las 48 h del tratamiento la viabilidad celular
de las células infectadas se recuperd, y aument6 hasta 104% con respecto a
la viabilidad de células sin infectar, sin embargo, este aumento no fue

significativo.
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Figura 3.2. Viabilidad celular en células epiteliales gastricas GES-1 luego
de infeccion con H. pylori. La viabilidad celular se midié mediante el ensayo
MTS en células sin infectar y luego de infeccion con la bacteria, en las
condiciones senaladas. 100% corresponde a ~0,4 a 490 nm. Los resultados se
analizaron estadisticamente con el T test (n=3). ns indica p>0.05, * indica
p<0.05 y **** indica p<0.0001.

3.1.3 Efecto de la infeccion de células de la linea celular epitelial gastrica
GES-1 con H. pylori sobre la expresion génica relativa de citoquinas
Debido a que en modelos celulares de cancer gastrico y en pacientes la

infeccion con H. pylori aumenta la liberacion de citoquinas proinflamatorias,

se quiso medir si la infeccion con H. pylori también aumenta las citoquinas
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proinflamatorias en la linea celular GES-1. Luego de infeccion de las células
GES-1 con H. pylori, usando un MOI 100, se midieron los niveles relativos
de expresion de las citoquinas IL-8, IL-6, TNF-a, [L-33 y IL-10. La medicion
se realizo a las 24 h después de la infeccion con H. pylori, y alas 24 y 48 h
después del tratamiento con gentamicina, siguiendo el protocolo descrito en
la seccion 2.11. Como se observa en la Figura 3.2, a las 24 h posteriores a la
infeccion, aumento la expresion de las citoquinas IL-8 e IL-6; sin embargo,
el cambio solo fue estadisticamente significativo para IL-8. TNF-a e 1L-33
permanecieron sin cambios. La IL-10 disminuyd, aunque este cambio no fue
estadisticamente significativo. Estos resultados son consistentes con los
reportados en la literatura, donde se ha demostrado que la infeccidén por H.
pylori aumenta los niveles de algunas citoquinas proinflamatorias (Yang, T.
et al. 2020; Zhang, Y. et al. 2021). Después de 24 h de tratamiento con
gentamicina, se observo una disminucion de la expresion relativa de TNF-a.,
IL-8 e IL-6 a niveles casi basales, mientras que este no fue el caso de IL-33
y IL-10. Sorprendentemente, a las 48 h del tratamiento con gentamicina, la
expresion relativa de las citoquinas proinflamatorias volvié a aumentar,
siendo estadisticamente significativo para las citoquinas TNF-q, IL-8 e IL-6.

Por lo tanto, los niveles de estas citoquinas proinflamatorias producidas por
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las células GES-1 después de la infeccion por H. pylori aumentaron después
del tratamiento durante 48 h con gentamicina. Esto puede indicar que las
células liberan factores al medio que favorecen la produccidon de citoquinas

incluso después de que H. pylori se haya erradicado.
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Figura 3.3. Expresion génica relativa de citoquinas en células de la linea
celular epitelial gastrica GES-1 luego de infeccion con H. pylori. En las
figuras se grafico el 22T determinado para las citoquinas proinflamatorias
A) TNF-a, B) IL-8, C) IL-6, D) IL-33 y anti-inflamatoria E) IL-10, usando
como gen normalizador el ARNr 18S. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el T test (n=3).* indica p<0.05 y ** indica p <0.01.
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3.1.4 Efecto de la infeccion de células de la linea celular epitelial gastrica
GES-1 con H. pylori sobre la migracion celular.

Luego de 24 h de infeccion de las células GES-1 con H. pylori, usando un
MOI 100, se midié la migracion celular en transwells, siguiendo la
metodologia descrita en la seccion 2.13. Como se observa en la Figura 3.4,
las células que se infectaron con la bacteria disminuyeron significativamente

su migracion celular a un 40%, con respecto a las células que no se infectaron.
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Figura 3.4. Efecto de la infeccion con H. pylori en la migracion de las
células GES-1. A) Migracion celular de células GES-1 sin tratamiento o con
infeccion con H. pylori durante 24 h. B) imagen representativa de células sin
infectar que migraron y C) imagen representativa de células infectadas con
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H. pylori que migraron. El valor 1 corresponde a ~100 células. Los resultados
se analizaron estadisticamente con el T test (n=3). **** indica p<0.0001.
3.2 Purificacion y caracterizacion de EVs liberadas de células epiteliales
gastricas GES-1 infectadas o no con H. pylori

Para la obtencidon del medio condicionado a partir del cual se purificaron las
EVs provenientes de células GES-1 infectadas con H. pylori se siguio el
protocolo descrito en la seccion 2.4. Este protocolo consistia brevemente en
infectar las celulas durante 24 h y luego tratarlas con gentamicina para
eliminar la bacteria, posteriormente se repuso medio fresco suplementado
con 5% de SFB EV-Free. Las cé€lulas se mantuvieron en cultivo durante 48 h
y se colectd el medio condicionado para aislar las EVs provenientes de
c¢lulas infectadas con H. pylori llamadas EV Hp+. Paralelamente, células de
GES-1 se sometieron al mismo protocolo, con la excepcion que el paso en
donde se agrega la bacteria se omiti6 para obtener las EVs de células sin
infectar, llamadas EVHp-. Se realiz6 la purificacion de las EVs mediante el
uso del kit Exo-spin™ (seccion 2.6) y mediante Ultracentrifugacion (seccion
2.7). Mediante la caracterizacion de las EVs aisladas por ambos métodos, se
pudo determinar que la metodologia de Ultracentrifugacion ofrece mayor

pureza en las EVs aisladas, por lo tanto, se escogio esta metodologia para
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hacer el resto de los experimentos. A continuacion, se muestran los resultados
de la caracterizacion de las EVs aisladas mediante Ultracentrifugacion. Los
resultados obtenidos de la caracterizacion de las EVs purificadas mediante el

kit Exo-spin™ se muestra en la seccion de ANEXO.

3.2.1 Caracterizacion de EVs liberadas de células de la linea celular epitelial
gastrica GES-1 infectadas o no con H. pylori purificadas mediante
Ultracentrifugacion

Luego de purificar las EVs mediante Ultracentrifugacion (seccion 2.7) a
partir del medio condicionado obtenido siguiendo el protocolo descrito en la
seccion 2.4, las EVs se caracterizaron mediante NTA para conocer su
concentracion y tamafio y por Western blot, para la identificacion de
marcadores clasicos de exosomas. Adicionalmente, al momento de colectar
el medio condicionado, se determind el niimero total de células en cada
condicion. Como se muestra en la Figura 3.5.A, las células GES-1 infectadas
con H. pylori liberan 50% mas EVs comparado con las ce¢lulas sin infectar.
Ademads, las EVHp+ tienen mayor concentracion de proteinas totales
normalizadas por cada 10° células comparadas con las EVHp- (Figura 3.5.B).

Adicionalmente, se evidencio6 que las EVs liberadas de cé¢lulas infectadas con
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H. pylori redujeron su tamafio promedio, con respecto a EV Hp- (Figura 3.5.C
y Tabla 3.1). Para determinar si la infeccion por H. pylori estaba aumentando
el contenido de proteina por EV 0 mas bien el nimero total de EV liberados,
se calculo el contenido de proteina por particula de EV. No se observaron
diferencias significativas (Figura 3.5.D), lo que indica que la infeccion con
H. pylori aumenta el nimero de EVs liberados por las células, pero no
aumenta la concentracion de carga proteica por EV. Finalmente, mediante
Western blot se determino la presencia de los marcadores de exosomas Alix,
TSG101 y CD81 en ambas muestras de EVs (Figura 3.5.E). Estas proteinas
son usadas como marcadores de exosomas porque participan en la biogénesis
de exosomas. La deteccion de Calregulin, se utiliza como un control
negativo, ya que, al ser una proteina de reticulo endoplasmatico, se espera
que se encuentre ausente en las muestras de EVs y presente en las muestras
de lisado celular, como fue lo observado. La presencia de los marcadores de
exosomas y ausencia de Calregulin medido por Western blot indica una

buena calidad de las EVs purificadas.
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Figura 3.5. Efectos de la infeccion con H. pylori de células de la linea
celular epitelial gastrica GES-1 sobre la liberacion de EVs. A) numero de
EVs liberadas por cada célula; B) Proteinas totales en EVs liberadas por cada
10° células; C) Tamafio promedio de las EVs; D) Proteinas totales (ug) por
numero de EVs; E) determinacion mediante Western blot de la presencia de
marcadores de exosomas como Alix, TSG101 y CD81. A su vez, se verifico
la ausencia de Calregulina, un marcador de reticulo endoplasmatico. Los
resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=4). ns indica p>0.05
y * indica p<0.05.
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Tabla 3.1. Caracterizacion de EVs liberadas de células epiteliales gastricas
GES-1 infectadas con H. pylori purificadas mediante Ultracentrifugacion.

Caracteristicas EVHp- EVHp+
Concentracion de proteinas totales (ug/uL) 1,078 £0,38 1,215 £ 0,47
Concentracion de particulas (particulas/mL)  2,14x10" +9,8x10""  2,29x10"*+7,2x10"!
Tamafio promedio (nm) 227,7+5,3 207,85+2,9

3.3. Efectos de las EVs liberadas de células de la linea celular epitelial
gastrica GES-1 infectadas o no con H. pylori en células receptoras

Como ya se menciond, el método de purificacion de EVs por
Ultracentrifugacion se consideré mejor que el kit Exo-spin™, debido a la
mayor deteccion de los marcadores de exosomas usando esta técnica. Por lo
tanto, todos los ensayos a continuacion se realizaron con EVs purificadas
mediante Ultracentrifugacion. Las células fueron estimuladas con EVHp- o
EVHp+ durante 24 h, para medir distintos efectos celulares, entre ellos los
niveles de expresion relativos de las citoquinas IL-8, IL-6, TNF-a, IL-33 e
IL-10 mediante RT-qPCR; la viabilidad celular; la migracion celular en
transwell; la invasion celular en Matrigel; la migracion transendotelial y la
formacion de redes vasculares de células endoteliales EA.hy926. Para tener
un panorama amplio de los efectos de las EVs liberadas de células gastricas

GES-1 infectadas con H. pylori, se realizaron los ensayos biologicos
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estimulando c¢lulas de la linea celular géastrica GES-1 y la linea celular de
cancer gastrico AGS. Al usar la linea celular AGS en estos experimentos, se
aporta informacion del rol de las EVs liberadas de células GES-1 infectadas
con H. pylori, que pueden ser liberadas en zonas del estbmago que estén
infectadas con H. pylori, sobre células de un tumor primario adyacente.
Adicionalmente, se realizaron ensayos biologicos usando la linea celular
EA.hy926, la cual es un modelo de células endoteliales, por lo que podemos
conocer los efectos de estas EVs sobre funciones de células endoteliales, ya
que hay evidencia que indica que la infeccion por H. pylori también afecta a
las células endoteliales y el sistema vascular (Pousa y Gisbert, 2006).

Para determinar la cantidad de EVs a usar como estimulo en los ensayos
funcionales, se realizé un experimento de migracion celular de células GES-
1 en transwell, en donde se probaron distintas concentraciones de EVs
considerando el nimero de EVs o la cantidad de proteinas totales de EVs
(Ver seccion ANEXO). Debido a que las condiciones evaluadas mostraron
un efecto similar, se escogio utilizar como estimulo 12 ug de EVs en 1.5 x10°

c¢lulas para los ensayos funcionales.
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3.3.1 Determinacion la viabilidad celular de células de las lineas celulares
gastricas GES-1 y AGS estimuladas con EVs liberadas de células GES-1
infectadas o no con H. pylori

Células de las lineas celulares gastricas GES-1 y AGS se estimularon durante
24 h con EVs provenientes de células GES-1 sin infectar (EVHp-) o células
infectadas con H. pylori (EVHp+). Posteriormente, se evalud la viabilidad
celular. La viabilidad celular de GES-1 no se encontro afectada por la
estimulacion con EVHp-, sin embargo, cuando las células se estimularon con
EVHp+, la viabilidad celular disminuyé en aproximadamente un 20%
(Figura 3.6.A). Alternativamente, la incubacion de células AGS con EVHp-

o EVHp+ no afecto la viabilidad celular (Figura 3.6.B).
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Figura 3.6. Viabilidad celular de células de las lineas celulares gastricas
GES-1 y AGS luego de incubacion con EVHp- o EVHp+. A) viabilidad
celular de GES-1 y B) viabilidad celular de AGS. 100% corresponde a
~500.00 células. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T test
(n=4). ns indica p>0.05 y * indica p<0.05.

3.3.2 Determinacion de los niveles relativos de expresion de citoquinas en
células de las lineas celulares gastricas GES-1 y AGS estimuladas con EVs
liberadas de células GES-1 infectadas o no con H. pylori

Luego de estimular células de las lineas celulares gastricas GES-1 y AGS
durante 24 h con EVHp- o EVHp+, se colectaron las células en Trizol frio y

se obtuvo el ARN total para determinar por RT-qPCR los niveles relativos

de expresion de las citoquinas, siguiendo el protocolo descrito en la seccion
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2.11. El tratamiento de células GES-1 con EVHp- o EVHp+ no indujo
cambios en los niveles relativos de expresion de IL-8 y TNF-a (Figura 3.7.A
y B). Los niveles relativos de expresion de IL-6 aumentaron solo con
estimulacion de EVHp+ (Figura 3.7.C). Los niveles relativos de expresion de
IL-1 B aumentaron con la estimulacion de EVHp- y EVHp+ (Figura 3.7.D).
Los niveles relativos de expresion de IL-23 aumentaron con la estimulacion
de EVHp-, pero este aumento fue mayor cuando las células se estimularon
con EVHp+ (Figura 3.7.E). Interesantemente, en las celulas AGS, la
estimulacion con EVHp- o EVHp + no indujo aumentos significativos en los
niveles relativos de expresion de ninguna de las citoquinas proinflamatorias

medidas (Figura 3.8).
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Figura 3.7. Expresion genética relativa de citoquinas en células GES-1
estimuladas con EVHp- o0 EVHp+ durante 24 h. En las figuras se grafico
el 2-44¢T determinado para las citoquinas proinflamatorias: A) IL-8, (B) TNF-
a, C) IL-6; D) IL-1B y E) IL-23 medida por RT-qPCR y normalizados
utilizando el gen ARNr 18S. Los resultados se analizaron estadisticamente
con el T test (n=4). ns indica p>0.05, * indica p<0.05 y ** indica p <0.01.
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Figura 3.8. Expresion génica relativa de citoquinas en células AGS
estimuladas con EVHp- y EVHp+ durante 24 h. En las figuras se grafico
el 224¢T determinado para las citoquinas proinflamatorias: A) IL-8, B) IL-6,
C) IL-10, D) IL-1 B y E) IL-23 medida por RT-qPCR y normalizados
utilizando el gen ARNr 18S, en cuatro experimentos independientes. Los
resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=4).
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3.3.3 Determinacion de la migracion celular de células de las lineas
celulares gastricas GES-1 y AGS estimuladas con EVs liberadas de células
GES-1 infectadas o no con H. pylori

Células de las lineas celulares gastricas GES-1 y AGS se estimularon durante
24 h con EVHp- o EVHp+, y posteriormente se midio la migracion celular
en transwell, siguiendo el protocolo descrito en la seccion 2.13. Como se
observa en la figura 3.9, el estimulo de las células GES-1 con EVHp- indujo
un aumento moderado en la migracion celular, el cual fue aun mayor cuando

las células fueron estimuladas con EVHp+.
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Figura 3.9. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la migracion celular de células GES-
1. Se determino la migracion celular en transwell de: A) células GES-1 sin
estimulo (CTL), B) células GES-1 estimuladas durante 24 h con EVHp-y C)
c¢lulas GES-1 estimuladas durante 24 h con EVHp+. En D) se muestran la
cuantificacion de cuatro experimentos independientes. El wvalor 1
corresponde a ~8 células por campo. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el T test (n=4). * indica p<0.05, *** indica p<0.001y
*#%* indica p<0.0001.

La migracion celular de las células AGS tuvo una tendencia a la disminucion

cuando las células fueron estimuladas con las EVHp-; sin embargo, este
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cambio no fue significativo con respecto a las células sin tratamiento (CTL).
Cuando estas células fueron estimuladas con las EVHp+, la migracion celular

aumento significativamente (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la migracion celular de células AGS.
Se determin6d la migracion celular en transwell de: A) Células AGS sin
estimulo (CTL); B) Células AGS estimuladas durante 24 h con EVHp-y C)
Células AGS estimuladas durante 24 h EVHp+. En D) se muestran la
cuantificacion de tres experimentos independientes. El valor 1 corresponde a
~7 células por campo. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T
test (n=3). ns indica p>0.05 y * indica p<0.05.
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3.3.4 Determinacion de la invasion celular in vitro de células de las lineas
celulares gastricas GES-1 y AGS estimuladas con EVs liberadas de células
GES-1 infectadas o no con H. pylori

Para continuar evaluando los efectos biologicos de las EVs liberadas de
células GES-1 infectadas o no con H. pylori, se hicieron ensayos de invasion
celular in vitro usando Matrigel, con células GES-1 y AGS estimuladas por
24 h con las EVs. Como se observa en la Figura 3.11, el estimulo de las
células GES-1 con EVHp- no ocasion6 un aumento en la invasion celular, sin
embargo, cuando se estimuld6 con EVHp+, se observdé un aumento
significativo de la invasion. En cuanto a la invasion celular in vitro de las
c¢lulas AGS, solo aumentd significativamente cuando el estimulo fue

EVHp+ (Figura 3.12).
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Figura 3.11. Efecto de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la invasion celular in vitro de células
GES-1. Se determind la invasion celular en Matrigel de: A) Células GES-1
sin estimulo (CTL); B) Células GES-1 estimuladas durante 24 h con EVHp-
y C) Células GES-1 estimuladas durante 24 h con EVHp+. D) Cuantificacion
de cuatro experimentos independientes. El valor 1 corresponde a ~9 células
por campo. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=4).
ns indica p>0.05 y * indica p<0.05.
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Figura 3.12. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la invasion celular in vitro de células
AGS. Se determino la invasion celular en Matrigel de: A) Células AGS sin
estimulo (CTL); B) Células AGS estimuladas durante 24 h con EVHp-y C)
Céelulas AGS estimuladas durante 24 h con EVHp+. D) Cuantificacion de tres
experimentos independientes. El valor 1 corresponde a ~20 células por
campo. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=3). ns
indica p>0.05 y * indica p<0.05.
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3.3.5 Determinacion de la migracion transendotelial de células de las lineas
celulares gastricas GES-1 y AGS estimuladas con EVs aisladas de células
GES-1 infectadas o no con H. pylori

Para obtener informacién acerca de si las EVs liberadas de células epiteliales
gastricas GES-1 infectadas con H. pylori pueden ser importantes en procesos
como la intravasacion y/o la extravasacion, ambos procesos relacionados a la
cascada de eventos que antecede a la metéstasis, se hicieron ensayos de
migracion transendotelial in vitro. Para ello, se sembraron las células
estimuladas durante 24 h con EVHp- o EVHp+ encima de una monocapa
impermeable de células endoteliales EA.hy926 sembrada previamente en
transwells (seccidon 2.16). Las células a evaluar se tifieron con CellTracker™,
por lo que, aquellas que lograron atravesar la monocapa de células
endoteliales y los poros del transwell, pudieron ser observadas al otro lado
del transwell por su fluorescencia detectada en el Microscopio Spinning
Disk. Como se observa en las Figuras 3.13 y 3.14, la migracion
transendotelial de las células GES-1 y AGS, respectivamente, aument6 de

manera significativa solo cuando fueron estimuladas con las EVHp+.
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Figura 3.13. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la migracion transendotelial in vitro
de células GES-1. Se determiné la migracion transendotelial de: A) Células
GES-1 sin estimulo (CTL); B) Células GES-1 estimuladas durante 24 h con
EVHp- y C) Células GES-1 estimuladas durante 24 h con EVHp+. D)
Cuantificacion de tres experimentos independientes. El valor 1 corresponde
a ~2 células por campo. Los resultados se analizaron estadisticamente con el
T test (n=3). ns indica p>0.05 y * indica p<0.05.
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Figura 3.14. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la migracion transendotelial in vitro
de células AGS. Se determind la migracion transendotelial de: A) Células
AGS sin estimulo (CTL); B) Células AGS estimuladas durante 24 h con
EVHp- y C) Células AGS estimuladas durante 24 h con EVHp+. D)
Cuantificacion de tres experimentos independientes. El valor 1 corresponde
a ~4 células por campo. Los resultados se analizaron estadisticamente con el
T test (n=3). ns indica p>0.05, * indica p<0.05 y *** indica p<0.001.
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3.3.6 Determinacion de la formacion de redes vasculares de células de la
linea endotelial EA.hy926 luego de estimulo con EVs aisladas de células
GES-1 infectadas o no con H. pylori

Se ha descrito anteriormente que la infeccion por H. pylori afecta las células
endoteliales y el sistema vascular (Pousa y Gisbert, 2006). Por lo tanto, para
determinar si las EVs liberadas de células GES-1 infectadas con H. pylori
podrian modular procesos como la vasculogénesis, se evalud la formacion de
redes vasculares por células EA.hy926 in vitro. El estimulo con EVHp- en
ninguna de las concentraciones evaluadas ocasion6 cambios significativos en
el porcentaje de redes vinculadas, mientras que la exposicion a EVHp+
aumento mas de 2 veces el nimero de redes vinculadas formadas por células

EA.hy926 (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Efectos de EVs liberadas de células gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori sobre la formacion de redes vasculares in
vitro en células endoteliales EA.hy926. La formacion de redes vinculadas
por celulas EA.hy926 se determind en las siguientes condiciones: NT,
Vehiculo, VEGF como control positivo, 0,1; 1; 10 pg de EVHp-y 0,1; 1; 10
ug de EVHp+. Imagenes representativas de los resultados obtenidos en las
condiciones: B) NT; C) 50 ng/mL de VEGF; D) 10 ug de EVHp-y E) 10 ng
de EVHp+. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=4).
ns indica p>0.05 y ** indica p<0.01.
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Para que ocurra la formacion de estas redes vinculadas, debe existir una
migracion dirigida, a diferencia de una migracion al azar o aleatoria. Es por
esto que evaluamos la migracion celular in vitro de células EA.hy926
incubadas por 24 h con EVHp- o EVHp+. Los resultados obtenidos (Ver
Anexos, Figura suplementaria 3) muestran que la incubacién con ambos tipos
de EVs aumentaron la migracion celular de las células EA.hy926, y que no
hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos. Por lo tanto, otras
caracteristicas que promuevan a la formacion de redes vinculadas en células
endoteliales EA.hy926, diferentes de la migracion celular, son
particularmente promovidas por las EVHp+. Finalmente, se evalu6 si las EVs
liberadas de células gastricas GES-1 infectadas con H. pylori eran capaces de
alterar la monocapa impermeable de células endoteliales EA.hy926. Esto se
determind midiendo la permeabilidad a azul dextrano (10 mM) de la
monocapa de cé€lulas endoteliales luego del estimulo con EVHp- o EVHp+
durante 24 h. El resultado de este ensayo demostrd que ningln estimulo alterd
la permeabilidad a azul dextrano de la monocapa, es decir, no hubo
alteraciones de la monocapa de células endoteliales (Ver ANEXO, Figura

suplementaria 4).
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3.3.7 Analisis de protedmica por espectrometria de masas de EVHp- y
EVHp+

La infeccion de las celulas GES-1 por H. pylori provoca aumento de la
liberacion de EVs (Figura 3.5, A y B). Por otro lado, al incubar células
epiteliales gastricas y endoteliales con concentraciones iguales de EVHp- y
EVHp+ para evaluar distintos ensayos bioldgicos, en general, el efecto es
mayor cuando el estimulo se hace con EVHp+. Esto indica que los efectos
diferenciales observados se deben a diferencias en el contenido de las EVs,
que cambia cuando las células son infectadas con H. pylori. Debido a que las
proteinas son moléculas importantes en el contenido de las EVs, se
identificaron mediante andlisis de espectrometria de masas las proteinas
presentes en EVHp- y EVHp+. Los resultados revelaron que 244 proteinas
estaban presentes en ambas muestras, 21 proteinas estaban presentes
unicamente en EVHp- (Tabla suplementaria 2) y 27 proteinas estaban
presentes exclusivamente en EVHp+ (Figura 3.16 y Tabla 3.2). Estas
proteinas fueron buscadas en la base de datos GeneCards, encontrandose que,
entre las proteinas presentes exclusivamente en las EVHp+, algunas estan

involucradas con los procesos celulares que hemos evaluado, como por
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ejemplo la ADAM Metalopeptidasa con motivo de trombospondina tipo 13
(ADAMTS13); Molécula de adhesion de células leucocitarias activadas
(ALCAM), una proteina involucrada en adhesion y migracion celular;
Follistatin Like 1 (FSTLI), una glicoproteina que participa en diversos
procesos fisiologicos, como la angiogénesis, la regulacion de la respuesta
inmune, la proliferacion y diferenciacion celular; y vitronectina (¥7N), una
glicoproteina adhesiva, la cual puede promover adhesion o migracion celular,
al unirse a la matriz extracelular a través de una variedad de ligandos como
integrinas, inhibidor 1 del activador del plasmindgeno, entre otros

(GeneCards).

o BVl
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Figura 3.16. Analisis de proteOmica por espectrometria de masas de
EVHp- y EVHp+. 244 proteinas fueron encontradas en EVHp- y EVHp+,
mientras que 21 proteinas fueron encontradas de forma exclusiva en EV Hp-
y 27 proteinas de forma exclusiva en EVHp+.
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Tabla 3.2 Proteinas que se encuentran exclusivamente en EVHp+

26S proteasome regulatory subunit 10B;PSMC6

26S proteasome regulatory subunit 7;PSMC2

26S proteasome regulatory subunit 8;PSMC5

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 13;ADAMTS13

CD166 antigen;ALCAM

Filamin-B;FLNB

Follistatin-related protein 1;FSTL1

Hemoglobin subunit alpha;HBA2

Hemoglobin subunit gamma-2;HBG2

HLA class | histocompatibility antigen, B alpha chain;HLA-B

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2;ITIH2

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4;ITIH4

Keratin-associated protein 5-1;KRTAP5-1

Myosin light polypeptide 6;MYL6

Pantetheinase;VNN1

Plasma protease C1 inhibitor;SERPING1

Protein Z-dependent protease inhibitor;SERPINA10

Receptor of activated protein C kinase 1;RACK1

Serglycin;SRGN

Serine incorporator 1;SERINC1

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit;PPP1CB

Sex hormone-binding globulin;SHBG

T-complex protein 1 subunit zeta;CCT6A

Tetranectin;CLEC3B

Transketolase; TKT

Vimentin;VIM

Vitronectin;VTN
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4. Discusion

4.1 Efectos de la infeccion con H. pylori de células de la linea celular
epitelial gastrica GES-1.

H. pylori es una bacteria gramnegativa que coloniza el epitelio del estomago
humano (Hooti, J. ef al. 2017). La infeccion producida por H. pylori es una de
las enfermedades infecciosas mas comunes y afecta aproximadamente al
50% de la poblacién mundial (Crowe, S., 2019). Numerosos estudios han
identificado a H. pylori como el principal agente etiologico asociado con el
desarrollo de gastritis cronica, enfermedad ulcerosa péptica, linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosas y céancer gastrico (Nagy, P. ef al. 2016). La
infeccion por H. pylori del estbmago humano y su funcién como carcindégeno
bacteriano es un proceso complejo que implica la interaccion entre las células
huésped, el microorganismo y el entorno del huésped. Los efectos
oncogeénicos de H. pylori en las células epiteliales se atribuyen directamente
a la accion toxica de los factores de virulencia expresados por la bacteria
como CagA, VacA, GGT, Ureasa, entre otros, o indirectamente a los
procesos inflamatorios producidos por la infeccion. Entre los dafos que la
infeccion por H. pylori ocasiona en el epitelio gastrico, se encuentran la

alteracion de la polaridad de las células epiteliales y desregulacion de los
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complejos de union apical (Amieva, M. y Peek, R., 2016; Wroblewski, L. et
al. 2003), mediante la activacion de distintas vias de sefializacion, que
aumentan la produccion de citoquinas proinflamatorias, atraccién de
neutréfilos y macrofagos que aumenta alin mas la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, ROS y factores de crecimiento (Gorrell, R. et al. 2013;
Waskito, L. ef al. 2018); formacion de vacuolas ocasionada por acciéon del
factor de virulencia VacA (Kao, C. et al. 2016; Chambers, M. ef al. 2013), lo
que genera cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica y altera
la integridad de las células del epitelio gastrico (Kao, C. ef al. 2016). Mas
recientemente, se tiene evidencia de que la comunicacion célula-célula es uno
mas de los procesos que también es alterado en la infeccion con H. pylori,
particularmente la llevada a cabo a través de las EVs (Gonzalez. M. F. et al.,
2021).

En especifico, se ha evidenciado que la infeccion con H. pylori puede
modificar los niveles de ciertas proteinas, por ejemplo, a través del
silenciamiento de genes (Chan, A. et al. 2003). Usando como modelo las
células gastricas no tumorigénicas GES-1, se evidencio que la infeccion con
H. pylori caus6 la disminucion de los niveles proteicos de E-cadherina y

aumenté los niveles de Caveolina-1 (Figura 3.1). E-cadherina, siendo una
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proteina de adhesion celular, funciona manteniendo las adhesiones entre
célula-célula, conservando la integridad de los tejidos (Liu, X. y Chu, K.,
2014). En el tejido gastrico, resulta ser una proteina muy importante para
mantener la arquitectura del estomago y su perdida se ha asociado a
desarrollo de cancer gastrico (Liu, X. y Chu, K, 2014). La disminucién de E-
cadherina en células GES-1 luego infeccion por H. pylori medido por
Western blot, coincide con lo que se ha reportado en estudios clinicos, en
donde se evidencié que en muestras de biopsia gastrica de pacientes
infectados con la bacteria hay aumento de la metilacion del gen que codifica
la E-cadherina, con la concomitante disminucién de los niveles de ARN
mensajero y proteicos de E-cadherina. Adicionalmente, se ha encontrado que
la infeccion con H. pylori genera metilacion aberrante del gen que codifica
la E-cadherina, aunado a expresion disminuida de la proteina E-cadherina en
las lineas celulares de cancer gastrico MKN7, MKN74, y TMK-1 (Chan, A.
et al. 2003; Perri, F. et al. 2007; Huang, F. et al. 2012).

Por su parte, la proteina Caveolina-1 se ha descrito que tiene un rol dual en
cancer, como supresor de tumores o como promotor de tumores. El rol de
Caveolina-1 depende del tipo de cancer y el estadio de la enfermedad que se

este estudiando (Nunez-Wehinger S. ef al., 2014). Hasta el momento el rol
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de Caveolina-1 en CG es controvertido. En este trabajo se observd un
aumento en los niveles de Caveolina-1 en células GES-1 luego de infeccion
con H. pylori. La funcion de Caveolina-1 asociada a progresion del cancer
esta relacionada a la fosforilacion en la tirosina 14, la cual promueve un
aumento de la migracion celular (Urra, H. et al. 2012). En este trabajo no se
midi6 la fosforilacion en tirosina 14 de Caveolina-1 en células GES-1
después de infeccion con H. pylori, con lo cual no podemos inferir si el
aumento proteico observado en Caveolina-1 pudiese tener una funcion mas
relacionada con la promocidn de tumores que con la de supresor de tumores.
Sin embargo, debido a que la funcion oncogénica de caveolina-1 asociada a
fosforilacion de tirosina 14 se relaciona con la migracion celular, y esta se
observo reducida después de infeccion con H. pylori, es probable que no haya
un aumento de esta fosforilacion.

La infeccion con H. pylori por 24 h disminuy0 la viabilidad celular de GES-1
significativamente hasta el 79% con respecto a cé¢lulas sin infectar (CTL)
(Figura 3.2). Esto concuerda con lo encontrado por Wang, J. y cols. (2019),
quienes reportaron induccion del proceso de apoptosis en las células GES-1
luego de 24 h de infeccion con H. pylori. Luego de este tratamiento con

gentamicina, la viabilidad alcanz6 86% y a las 48 h se recuperd, aumentando
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hasta 104% con respecto a la viabilidad de células sin infectar. Esto coincide
con lo encontrado en la literatura, donde se reporta que la infeccion con H.
pyvlori induce apoptosis en las células epiteliales de cancer gastrico, que
vuelve a la normalidad después de la erradicacion de la infeccion (Xia, H., y
Talley, N. 2001). Especificamente, numerosas moléculas producidas por H.
pylori, incluidas la CagA, lipopolisacaridos, la monocloramina y el 6xido
nitrico, pueden inducir directamente la apoptosis (Piotrowski, J. et al. 1997
Peek, R. et al. 1999; Watanabe, S. et al. 2000). Ademas de que ciertas
moléculas de la respuesta inflamatoria inducida por la infeccion con H. pylori
también pueden inducir apoptosis, como TNF-a e INF-y (Slomiany, B. ef al.
1999; Fan X. et al. 1998). Por otro lado, la proliferacion de células gastricas
es significativamente mayor en pacientes con infeccion por H. pylori que en
individuos sanos (Xia, H. y Talley, N. 2001). La apoptosis y la proliferacion
celular también aumentan en lesiones precancerosas como atrofia gastrica,
metaplasia intestinal y displasia en presencia de infeccion por H. pylori (Xia,
H. y Talley, N. 2001). La proliferacion y la apoptosis son procesos opuestos
pero complementarios para el funcionamiento celular normal y la alteracion
en el balance de estos dos procesos resulta en la perturbacién de la

homeostasis del tejido, lo cual est4 relacionado con varios tipos de cancer
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(Hetts, S., 1998). Con los resultados presentados en esta tesis, se demuestra
que H. pylori ocasiona disminucion de la viabilidad celular en la linea celular
GES-1, lo cual pudiese estar mediado en su mayoria mediante el proceso de
apoptosis, sin embargo, esto ultimo no fue abordado en este trabajo. No
obstante, trabajos anteriores en nuestro laboratorio han demostrado que la
infeccion con H. pylori de células de cancer gastrico induce apoptosis
mediado en parte por la pérdida de una proteina llamada Survivina
(Valenzuela, M. et al. 2010; Valenzuela, M. et al. 2013).

Adicionalmente, las células que lograron sobrevivir a la muerte celular inicial
ocasionada por la infeccion muestran aumentada la viabilidad celular con
respecto al control a las 48 h de tratamiento con gentamicina, con lo cual se
puede inferir que el ~80% de células que sobrevivieron inicialmente a la
infeccion con la bacteria aumentaron su proliferacion. El aumento en la
proliferacion celular puede deberse a un mecanismo compensatorio al dafio
en el epitelio y a la apoptosis causada por la infeccion con H. pylori (Xia, H.,
y Talley, N. 2001). Estos hallazgos son relevantes, porque lo encontrado en
la literatura, que en el epitelio gastrico de pacientes y en modelos in vitro de
c¢lulas de cancer géstrico, la infeccion con H. pylori causa disminucion de la

viabilidad celular, que luego puede conllevar a mayor proliferacion celular,
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se corrobora en las células gastricas GES-1. La relevancia de usar las células
GES-1, las cuales son un modelo de células géstricas no tumorigénicas, a
diferencia de los demas modelos gastricos que son células de cancer gastrico,
es que se confirma que H. pylori puede tener un papel fundamental en el
inicio de la carcinogénesis gastrica.

Usando también el modelo celular GES-1, se midieron los niveles de
expresion relativos de citoquinas proinflamatorias luego de infeccidon con H.
pylori. Como se observa en la Figura 3.3.A-C las citoquinas proinflamatorias
TNF-a, IL-8 e IL-6 muestran el mismo patron de expresion: aumentaron los
niveles relativos de expresion con respecto al control a las 24 h luego de la
infeccion con H. pylori, como era de esperar disminuyeron los niveles
relativos de expresion a las 24 h después del tratamiento con gentamicina y
sorprendentemente, luego de 48 h del tratamiento con gentamicina, los
niveles de expresion relativa volvieron a aumentar nuevamente. Esto es
relevante, ya que, los altos niveles continuos de citoquinas proinflamatorias,
conocido como inflamacién cronica, se ha identificado como una de las
causas de carcinogénesis gastrica asociada con la infeccion por H. pylori
(Valenzuela, M. et al. 2015). Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado

por Wang, J. y cols. (2019), quieres demostraron un aumento en la secresion
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de IL-8 en células GES-1 infectadas durante 24 h con H. pylori. Por otro lado,
se ha descrito que la IL-8 puede regular la actividad del factor de
transcripcion NF-kB (Waugh, D and Wilson, C. 2008). Adicionalmente, las

citoquinas IL-6 y TNF-a son reguladas a nivel transcripcional por NF-«xB
(Xiao, W., et al 2004; Wang, W., et al. 2007). Por lo que, el aumento de
expresion de IL-8 a 24 h pudiese estar relacionado con el aumento de IL-6 y
TNF-a observado a las 72 h.

En cuanto a la citoquina antiinflamatoria IL-10, el patrén de expresion es
opuesto a lo descrito anteriormente, como era de esperarse, ya que funciona
como un mecanismo regulador de la respuesta inflamatoria, inhibiendo la
sintesis de otras citoquinas (Moore, W. et al. 1993). En la literatura
encontramos que H. pylori es capaz de ocasionar una respuesta inflamatoria,
en donde aumenta la liberacion de citoquinas proinflamatorias (Robinson, K.
et al. 2017) y esta inflamacion persistente a su vez, es la que se relaciona con
el inicio y progresion de la cascada preneoplasica, que conlleva a cancer
gastrico (Correa, P. y Piazuelo, M. 2012). De nuevo la mayoria de estos
estudios encontrados en la literatura fueron realizados en muestras de biopsia
gastrica de pacientes infectados con H. pylori, modelos animales en ratones

o modelos in vitro usando células de cancer gastrico (Blosse, A. ef al. 2018;
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Lee, K. et al. 2013; Rossi, A. et al. 2016). En este trabajo corroboramos que
en la linea celular GES-1, la infeccion con H. pylori también produce un
aumento de citoquinas proinflamatorias.

Finalmente, se determiné que las células GES-1 que fueron infectadas con H.
pylori migraron mucho menos que las células que no fueron infectadas
(Figura 3.4). En el laboratorio se ha hecho el mismo ensayo, usando la linea
celular gastrica AGS (Datos no publicados de Jimena Canales y Paula Diaz),
encontrandose que la migracion celular de las células de cancer gastrico AGS
disminuye después de que las ce€lulas son infectadas con H. pylori. En la
literatura los hallazgos relacionados a migracion celular luego de infeccion
con H. pylori son controversiales. Hay trabajos en donde se reporta un
aumento en la migracion celular in vitro, en células de cancer gastrico
MKN28 luego de infeccion con H. pylori (Lee, Y. S. y colaboradores, 2014).
Posselt, G. y colaboradores (2019) observaron el mismo efecto usando la
linea celular AGS a un tiempo de infeccion de 24 h. Por el contrario, hay
estudios que indican que la infeccion con H. pylori aumenta en tejidos de
cancer gastrico la expresion de MicroRNA-143-3p, el cual suprime el
crecimiento tumoral, la migracion y la invasion (Wang, F. et al. 2017).

Contrario a lo hallado en nuestro trabajo, Wang, J., y cols. (2019) reportaron
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un aumento en la migracion celular de las células GES-1 despues de ser
infectadas con H. pylori, evaluado mediante un ensayo de cierre de herida.
Sin embargo, hay algunas diferencias entre ambos experimentos: los tipos de
ensayos para medir migracion celular son distintos y la metodologia de
infeccion de las células GES-1 con H. pylori también. En especifico, en el
trabajo de Wang, J. y cols. las células durante el tiempo de infeccion estan en
medio sin suero fetal bovino, y la infeccion con H. pylori se realiza con MOI
100, asumiendo que una Abs600nm de 0,6 equivale a 3x10° Unidades
formadores de colonia/mL. En nuestro laboratorio, se ha determinado que
una Abs560nm de 0,4 equivale a 3x10® Unidades formadores de colonia/mL,
por lo que, en nuestros experimentos comparados con los de Wang, J., y cols.
se afiade mayor cantidad de bacteria por célula, lo cual muy probablemente
afecta el resultado de los experimentos y puede explicar las diferencias
encontradas. Por otro lado, He, Y. y cols. (2020) encontraron que la
exposicion constante al lisado de H. pylori inhibe la migracion y la invasion
de las células GES-1, lo que concuerda con nuestros resultados. Los
experimentos aqui reportados, muestran una disminucidén importante de la
migracion a las 24 h, tiempo en el cual hubo una disminucion de la viabilidad

celular al 79%. De nuestros resultados inferimos que el dafio que ocurre a
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nivel celular luego de infeccion con H. pylori por 24 h usando un MOI 100
parece interferir con la capacidad migratoria que tienen las células a nivel

basal.

4.2 Purificacion y caracterizacion de EVs liberadas de células epiteliales
gastricas GES-1 infectadas o no con H. pylori

Hay evidencia que indica que la comunicacion celular mediada por EVs
puede verse afectada bajo la infeccion de diversos patogenos (Schorey, S. et
al. 2015) y en enfermedades como el cancer (Baran, J. et al. 2010). En este
trabajo se evalu¢ el efecto de la infeccion por H. pylori sobre la liberacion de
EVs de las células gastricas GES-1. Las EVs liberadas de células GES-1
infectadas con H. pylori (EVHp+) y no infectadas (EVHp-), fueron
purificadas mediante el kit Exospin y Ultracentrifugacion. Usando ambas
metodologias se evidencid que luego de la infeccion con la bacteria las
células liberaban mas EVs que en condiciones basales (Figura 3.5 y Figura
Suplementaria 1). Sin embargo, al evaluar la presencia de marcadores de
exosomas por Western blot, se evidencid que estos se apreciaban mejor
cuando las EVs fueron purificadas mediante Ultracentrifugacion, con lo cual,

esta fue la técnica elegida purificar las EVs en el resto de la tesis. Al analizar
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mas detalladamente las EVs purificadas mediante Ultracentrifugacion, se
evidencia que despues de la infeccion con H. pylori, las células GES-1
liberaron 50% mas de EVs al medio extracelular con un tamafo promedio
ligeramente mas pequefio (Figura 3.5.A y C). Las proteinas totales en las EVs
liberadas de células infectadas con H. pylori (EVHp+) y no infectadas
(EVHp-) fueron cuantificadas, resultando que las EVHp+ tienen mayor
concentracion de proteinas comparadas con las EVHp-. Sin embargo, cuando
estos datos se normalizaron por el nimero de EVs liberadas (Figura 3.5.D),
no hay diferencias entre ambas muestras, es decir, el aumento de proteinas
totales en EVHp+ con respeto a EVHp- es un reflejo del aumento del total de
EVs liberadas luego de infeccion con H. pylori. Interesantemente, esto
coincide con reportes de que la inyeccion con LPS en ratones aumento el
numero de exosomas en el suero de estos animales (Gao, K. ef al. 2019). El
LPS es un componente de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas, incluyendo H. pylori, y es un estimulante fuerte del sistema
inmune. Experimentos in vitro también muestran que la liberacion de
exosomas aumenta cuando c€lulas son expuestas a LPS (Ti, D. et al. 2015).
Por otro lado, en diversas enfermedades inflamatorias, como el sindrome de

Sjogren, el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide, los niveles de
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EVs circulantes en sangre de pacientes fueron significativamente mas altos
que en individuos sanos (Buzas, E. ef al. 2014; Knijff-Dutmer, E. et al. 2002;
Sellam , J. et al. 2009). Adicionalmente, se ha encontrado que los pacientes
con GC tienen un numero significativamente mayor de EVs totales que
circulan en la sangre (Baran, J. ef al., 2010). La disminucion en el tamafio
promedio de las EVHp+ con respecto a las EVHp-, a pesar de que es discreto
(disminucion del ~10%), puede reflejar una mayor proporcion de exosomas
dentro del conjunto de EVs aisladas, pudiendo ser relevante, ya que los
exosomas son el tipo de EVs que mas se ha asociado a roles dentro del
desarrollo y progresion del cancer (Burgos-Ravanal, R. ef al. 2021), entre
otras enfermedades. Por su parte, se lograron observar los marcadores de
exosomas Alix, CD81 y Tsgl01, con lo cual, se confirma que en las EVs
aisladas hay presencia de exosomas. La ausencia de Calregulina, una proteina
de reticulo endoplasmatico, comprueba ausencia de contaminaciéon con el
reticulo endoplasmatico y es reflejo del grado de pureza de las preparaciones
(Figura 3.5.E). De la literatura se conoce que el numero y la composicion de
EVs liberadas varia en los distintos tipos de células, y a su vez, puede variar
en el mismo tipo celular bajo distintas condiciones o estimulos (Wang, J. et

al. 2018; Campos, A. et al. 2018). Esto ultimo coincide con lo mostrado en
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las células GES-1, que luego de infeccion con H. pylori liberan mayor
cantidad de EVs, con un tamafo promedio mas pequefio, con respecto a la
misma linea célular en condiciones basales. Un incremento en la liberacion
de EVs por parte de las células infectadas con H. pylori aumenta la capacidad
de las EVs de funcionar como vehiculos para la diseminacién de moléculas
del patogeno o moléculas del huésped asociadas al proceso de infeccion, lo
cual podria tener mayores efectos deletéreos en el contexto de infeccidon con

H. pylori.

4.3 Efectos de las EVs liberadas de células de la linea celular epitelial
gastrica GES-1 infectadas o no con H. pylori en células receptoras

Las EVs son un mecanismo importante de comunicacion de célula a célula,
que desempefia un papel importante en la inflamacion, las enfermedades
relacionadas con patdgenos y el cancer (Kanada, M. et al. 2016; Meehan, K.
y Vella, L. 2016). En el contexto de infeccion por patogenos, las EVs pueden
participar en la propagacion de la infeccion, como en las provocadas por
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella, Chlamydia pneumoniae, entre
otras. Este efecto de las EVs se atribuye a su capacidad para contribuir a la

distribucion de moléculas que se originan a partir del patéogeno que son
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daninas para el huésped o moléculas del huésped asociadas con la
inflamacion durante la infeccion (Buzas, E. ef al. 2014; Gonzélez, M. F. et
al. 2021). Por otro lado, las EVs promueven varias caracteristicas asociadas
al cancer, como la inflamacion, la proliferacion celular, la angiogénesis y la
migracion celular (Burgos-Ravanal, R. ef al. 2021; Kanada, M. ef al. 2016;
Meehan K. y Vella, L. 2016).

Se evalu¢ la viabilidad celular de las células GES-1 luego de incubacion por
24 h con EVHp- o EVHp+, observandose una disminucion cuando las células
fueron incubadas con EVHp+ (Figura 3.6.A); sin embargo, cuando las células
fueron estimuladas con EVHp- no hubo cambios en la viabilidad celular. Esto
coincide con el resultado obtenido en la viabilidad celular de GES-1 luego de
infeccion con H. pylori, en donde se observo que luego de 24 h de infeccion
hubo una disminucion de 20% en la viabilidad celular (Figura 3.2).
Posiblemente, esta disminucion de la viabilidad celular ocasionada por las
EVHp+ se deba a un aumento de la apoptosis, ya que se ha demostrado que
la inflamacion producida por la infeccion por H. pylori promueve la apoptosis
del epitelio gastrico, debido al aumento de la liberacion de radicales libres y
dafio del ADN de las células epiteliales (Hua-Xiang, X. y Talley, N. 2001;

Moss, S. 2017; Alzahrani, S. ef al. 2014). Estudios in vivo han demostrado
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que la inoculacion de H. pylori en ratones induce la activacion de la caspasa
3, seguida de la fragmentacion del ADN (Suzuki, H. 1999). Ademas, in vitro,
la infeccion con H. pylori de las cé€lulas gastricas induce la activacion de las
caspasas 3 y 8 (Hua-Xiang Xia y Talley, 2001). Por lo tanto, bajo infeccion
con H. pylori las proteinas proapoptéticas que se ven aumentadas en su
expresion o que se activan pudiesen incluirse en las EVHp+ y provocar
apoptosis en células receptoras. La incubacion con EVHp- o EVHp+ no
indujo cambios en la viabilidad celular de las células de cancer gastrico AGS.
Las células AGS al ser células de cancer tienen distintos mecanismos de
supervivencia y resistencia a sefiales de apoptosis, con lo cual, es esperable
que no muestren susceptibilidad a las sefiales de apoptosis que pudieran
contener las EVHp+, y que las células GES-1, al ser células no
tumorigénicas, si son susceptibles.

Al evaluar los niveles de citoquinas proinflamatorias en células GES-1
después de la estimulacion con EVHp- o EVHp+, encontramos que la
incubacion con EVHp- aument6 los niveles de expresion relativa de IL-103 e
IL-23 (Figura 3.7). Ademas, la estimulacion con EVHp+ aumento los niveles
de expresion relativa de IL-6, IL-1f3 e IL-23 (Figura 3.7). Aunque inesperado,

el aumento de citoquinas proinflamatorias con la incubacion con EVHp- a la
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concentracion utilizada puede estar relacionado con el papel fisiologico de
las EVs en la comunicacion autocrina/paracrina entre las células epiteliales
en condiciones normales. En particular, el mayor aumento observado de las
citoquinas proinflamatorias I1L-6 y IL-23 con la incubacion con EVHp+
probablemente se pueda atribuir a la carga de diferente composicion en las
EVs liberadas después de la infeccion por H. pylori. Sin embargo, el aumento
en las citoquinas proinflamatorias parece ser mas importante cuando las
células se infectan directamente con H. pylori comparado con el efecto
observado en las células GES-1 incubadas con las EVs provenientes de
c¢lulas infectadas con H. pylori, con lo cual las EVs en este proceso no
parecen jugar un rol esencial.

La migracion celular de las células gastricas GES-1 aumento ligeramente con
la incubacion con EV Hp- y en mayor medida con EVHp+. En la literatura se
ha reportado que EVs liberadas de células de fibrosarcoma aumentan la
migracion celular in vitro de las cé€lulas parentales, es decir, aumentan
migracion celular de una forma autocrina (Sung, B. et al. 2015). Esto
coincide con lo reportado acd, donde se mostrd que la incubacion de células
GES-1 con EVs aisladas de células GES-1 en condiciones basales (EVHp-)

promovieron en un 15% la migracion celular in vitro. Sin embargo, se
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observd un mayor aumento, del ~55% comparado con la migracion celular
basal, con la incubacién con EVHp+. Debido a que las incubaciones se
realizaron con la misma concentracion de EVs, los resultados indican que el
contenido en las EVHp+ es responsable del mayor aumento en migracion
celular observado. Ademads, encontramos que solo la incubacion con EVHp+
aumento la migracion celular en las células epiteliales gastricas AGS. Las
c¢lulas con una mayor capacidad de migracion, como se muestra en las
cé¢lulas GES-1 y AGS después de la incubacion con EVHp+, pudiesen ser
relevantes en el contexto de infeccion con H. pylori, y relacionarse con el
desarrollo de cancer gastrico y/o metastasis.

La invasion celular y la migracion transendotelial, ambas evaluadas in vitro,
tanto de las células gastricas no tumorigénicas GES-1, como de las células de
cancer gastrico AGS, aumentaron luego de la incubaciéon por 24 h con las
EVHp+ (Figuras 3.11-14). Aunque pueda parecer inesperado que las células
de la linea celular GES-1, a pesar de no ser células de cancer, tengan la
capacidad de migrar e invadir, estd descrito que la migracion celular ocurre
y es un proceso importante en las células epiteliales gastricas, ya que ayuda
a la regeneracion del epitelio gastrico despues de un dafio (Jones, M. K. et al.

1999). En cuanto a la capacidad de invasion de estas células, se desconoce si
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es un proceso propio de células epiteliales gastricas importante para su
funcién. Sin embargo, esta reportado que las células de la linea GES-1 son
capaces de invadir en ensayos in vitro usando matrigel (Zhong, J. et al. 2013;
Chen, L. et al. 2018; He, Y. et al. 2020).

Vale la pena mencionar que, si bien los estimulos para los ensayos
funcionales se hicieron con la misma cantidad de EVHp- o EVHp+, los
resultados muestra que las células GES-1 liberan mayor cantidad de EVs
luego de infeccion con H. pylori. Esto nos hace inferir que los efectos
observados por el estimulo con las EVHp+ en células receptoras, se podrian
ver aln mas aumentados en un contexto de infeccion con H. pylori. La
invasion y la migracion transendotelial son capacidades que deben adquirir
las células para alcanzar las distintas etapas que conllevan a la metastasis, y
en la bibliografia podemos encontrar evidencia que indica que las EVs
provenientes de células cancerigenas promueven los distintos sallmarks del
cancer, entre ellas la migracion y la invasion (Burgos-Ravanal, R. et al.
2021). Encontrar que EVs liberadas de células infectadas con H. pylori
promueven caracteristicas como la invasion y la migracion transendotelial,
en el modelo de células gastricas no tumorigénicas GES-1 y las células de

cancer gastrico AGS, indica que estas EVs pueden cumplir un papel
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importante, tanto en el inicio de la enfermedad, donde solo hay infeccion con
H. pylori, como en estadios mas avanzados, donde ya se ha desarrollado el
cancer gastrico, y ademas hay infeccion con H. pylori en zonas adyacentes al
tumor. En ambas situaciones, el aumento de invasion y migracion
transendotelial de células gastricas por incubacion con EVHp+, se puede
relacionar con mayor progresion de esta patologia. En particular, para que la
migracion transendotelial de células GES-1 y AGS ocurra, estas células
deben atravesar la monocapa impermeable de celulas endoteliales EA.hy926.
Para descartar que las EVs tengan un efecto directo sobre la integridad de la
monocapa endotelial, se incubd la monocapa de celulas endoteliales
EA.hy926, por 24 h con EVHp- 0 EVHp+, encontrandose que en ninguno de
los tratamientos hubo perdida de la capacidad de impermeabilidad de esta
monocapa (Ver anexo, Figura suplementaria 3).

Por otro lado, se ha demostrado que la comunicacion celular mediada a través
de EVs provenientes de células de distintos tipos de cancer aumenta la
angiogénesis (Kanada, M. et al. 2016). Ademas, también se ha reportado que
la infeccion por H. pylori afecta a las células endoteliales y al sistema
vascular (Pousa y Gisbert, 2006). En los resultados aca reportados,

demostramos que la incubacion de células endoteliales EA.hy926 por 24 h
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con EVHp+ aumento la formacion de redes vinculadas en mas de un 100%
con respecto a células endoteliales EA.hy926 sin tratamiento (Figura 3.15).
La relacion causal entre la infeccion por H. pylori y la angiogénesis aun no
estd del todo clara, aunque la inflamacién parece ser relevante en este
contexto. Moléculas como COX-1, VEGF parecen mediar estos efectos sobre
celular endoteliales durante la infeccion con H. pylori (Chang, Y. et al. 2005;
Liu, X. et al. 2016). Sin embargo, no encontramos estas moléculas en
nuestros analisis de espectrometria de masas, con lo cual, otras son las
moléculas que pueden estar implicadas en este proceso mediado por las EVs.
Por otro lado, Xia, X. y cols. (2020), reportaron que la incubacion de células
endoteliales HUVEC con exosomas provenientes de células GES-1
infectadas con H. pylori indujo una disminuciéon en la proliferacion,
migracion y formacion de tubos (redes vinculadas) en estas células. Si bien
los resultados en cuanto a la migracion celular y formacion de redes
vinculadas en las células endoteliales son opuestos a los encontrados en esta
tesis, el protocolo para evaluar los efectos de las EVs de células infectadas
con H. pylori en células endoteliales reportado por Xia. X y cols. tiene
condiciones distintas: la linea celular usada es la HUVEC y en este trabajo es

la EA.hy926, lo cual puede ocasionar diferencias; la infeccion la realizan
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durante 2 h, por el contrario en este trabajo se realiza durante 24 h; las células
no son tratadas con ningln antibidtico para eliminar la bacteria, como ocurre
en este trabajo. Esto ultimo es un paso crucial para eliminar la posible co-
purificacion de EVs provenientes de celulas GES-1 con las OMVs
provenientes de H. pylori. Por lo tanto, los resultados obtenidos en el trabajo
mencionado no se pueden descartar que estén mediados por la participacion
de las OMVs de H. pylori. De cualquier manera, la evidencia sugiere que las
EVs en un contexto de infeccion con H. pylori son relevantes en procesos

como la angiogénesis/vasculogenesis.

4.4 Caracterizacion del contenido proteico de las EVs liberadas de células
GES-1 infectadas o no con H. pylori

Para revelar si las diferencias observadas en los resultados obtenidos luego
de estimulos con EVHp- y EVHp+, se debe a diferencias en el contenido
proteico de las EVs, las mismas se analizaron mediante espectrometria de
masas. Los resultados permitieron la identificacion de proteinas que estan
presentes de forma exclusiva (Tabla 3.2) o enriquecidas en EVHp+ en
comparaciéon con EVHp- (Tabla suplementaria 3), importantes para la

biogénesis y liberacion de exosomas (Anexina A2, Anexina A5, CD63,
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CD81, HSPA1, HSP90, Rab-7a y Rap-1b) y la adhesion y migracion celular
(Syndecan-4 'y Syndecan Binding Protein). La presencia y/o el
enriquecimiento de estas proteinas en EVHp+ en comparacion con EVHp-,
indica un contenido proteico diferencial en las EVs ocasionado por la
infeccion por H. pylori. Mas aln, estos cambios en el contenido proteico en
las EVHp+ explica un mecanismo mediante el cual las EVs provenientes de
c¢lulas infectadas con H. pylori pueden propagar las caracteristicas asociadas
con la malignidad a células receptoras. Adicionalmente, ha sido descrito que
la infeccion de células gastricas con H. pylori incrementa los niveles del
factor 1-alfa inducible por hipoxia, también conocdo como HIFI-a
(Valenzuela-Valderrama, M. et al. 2019). Este factor de transcripcion regula
la expresion de distintas proteinas relacionadas con angiogénesis,
metabolismo de la glucosa y proliferacion celular/sobrevivencia (Ke, Q. y
Costa, M. 2006; Semenza, G. L. 2003; Kim, J. G. ef al. 2018). Entre las
proteinas cuya expresion se encuentra regulada por HIF1-a, encontramos
algunas presentes exclusivamente en las EVHp+ como la Vimentina, y otras
en las proteinas enriquecidas en EVHp+ como la Alfa-enolasa (ENO1),
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), [Insulin-like growth

factor Il (IGF2); Keratin, type I cytoskeletal 14 (KRT14), Keratin, type 1
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cytoskeletal 19 (KRT19), Cadena A de la L-lactato deshidrogenasa (LDHA),
Piruvato quinasa PKM (PKM) y proteina transformadora RhoA (RHOA).
Algunas de estas proteinas, en especifico la Vimentina, la LDHA y la RhoA,
son proteinas muy importantes en el desarrollo y progresion de céancer
(Semenza, G. L. 2003). El probable aumento en la expresion de estas
proteinas mediado por HIF1-a, en la condicion de infeccidon con H. pylori,
pudiese favorecer la inclusion de estas proteinas en las EVHp+, pudiendo ser
un posible mecanismo mediante el cual las EVHp+ promueven en células
receptoras caracteristicas asociadas al desarrollo del cancer gastrico. Por lo
tanto, usando un inhibidor de HIFI-a durante la infeccion con H. pylori
pudiésemos aislar EVHp+ que no promuevan migracion/invasion celular en
células receptoras.

En conclusion, en este trabajo se hace evidente que la comunicacion celular
de células gastricas mediada por EVs cambia luego de infeccion con H. pylori
(ver Figura 4.1). Estos cambios involucran un aumento en la liberacion de
EVs, una disminucion discreta en su tamafio promedio y cambios en la
composicion proteica. Adicionalmente, EVs liberadas de células gastricas
GES-1 infectadas con H. pylori aumentan migracion celular, invasion celular

y migracion transendotelial de células gastricas GES-1 y células de cancer
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gastrico AGS. Aunado a un aumento de la formacion de redes vinculadas de
c¢lulas endoteliales EA.hy926. Por lo tanto, EVs liberadas de células
gastricas GES-1 infectadas con H. pylori podrian promover caracteristicas
malignas en células gastricas y vascularizacion, lo que podria favorecer el

desarrollo y la progresion de cancer gastrico
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Figura 4.1. Modelo esquematico del dafio celular ocasionado por las EV's
liberadas de células GES-1 infectadas con H. pylori. EVs liberadas de
c¢lulas GES-1 infectadas con H. pylori tienen caracteristicas distintas a las
EVs liberadas de células GES-1 en condiciones basales, 1o que ocasiona que
induzcan efectos asociados a malignidad en células receptoras, como
aumento de migracion/invasion, ademdas de inducir cambios en la
vasculatura (vasculogénesis).
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5. Resumen de resultados

1. La infeccion de células gastricas no tumorigénicas GES-1 con H. pylori
disminuye los niveles proteicos de E-cadherina y aumenta los niveles
proteicos de Caveolina-1; disminuye la viabilidad celular ; aumenta la
expresion génica relativa de TNF-a., IL-8 e IL-6 y disminuye la migracion
celular in vitro.

2. La infeccion con células géstricas no tumorigénicas GES-1 con H. pylori
ocasiona un aumento en la liberacion de EVs, con un tamafo promedio
ligeramente mas pequefio.

3. La incubacion de células GES-1 con EVs liberadas de células GES-1
infectadas con H. pylori: disminuye la viabilidad celular; aumenta la
expresion génica relativa de IL-6, IL1-3 e IL-23; aumenta la migracion
celular, la invasion celular y la migracion transendotelial.

4. La incubacion de células de cancer gastrico AGS con EVs liberadas de
células GES-1 infectadas con H. pylori: aumenta la migracion celular, la
invasion celular y la migracion transendotelial.

5. La incubacion de células endoteliales EA.hy926 con EVs liberadas de
cé¢lulas GES-1 infectadas con H. pylori aumenta la formacion de redes

vinculadas.
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7. Anexos

Caracterizacion de EVs liberadas de células epiteliales gastricas GES-1
infectadas o no con H. pylori purificadas mediante el kit Exo-spin™

Luego de obtener las EVs mediante el kit Exo-spin™ siguiendo el protocolo
descrito en la seccion 2.6, las EVs se caracterizaron mediante NTA para
determinar la concentracion y tamafio y mediante Western blot, para la
identificacion de marcadores de Exosomas. Mediante la cuantificacion de las
proteinas totales de las EVs por BCA, como se observa en la Figura
suplementaria 1.A, se pudo determinar que las EVHp+ tienen mayor cantidad
de proteinas totales comparadas con las EVHp-. A partir del analisis de las
EVs mediante NTA (seccion 2.8), se evidencio que las EVHp+ tienen
significativamente mayor concentracion de particulas que las EV Hp- (Figura
suplementaria 1.B y Tabla suplementaria 1). En cuanto al tamafio de las EVs
(Figura suplementaria 1.C), las EVHp+ tienen un menor tamafio promedio
comparado con las EVHp-. Al realizar la caracterizacion mediante Western
blot se evidencid que las bandas correspondientes a los marcadores de
exosomas eran muy tenues (Figura suplementaria 1.D). El marcador de

reticulo endoplasméatico Calnexina se encuentra ausente en las muestras de
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EVs, lo cual indica que las muestras no estan contaminadas con restos de

reticulo endoplasmatico.
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Figura suplementaria 1. Caracterizacion de EVs liberadas de células
GES-1 infectadas (EVHp+) o sin infectar con H. pylori (EVHp-)
purificadas mediante Exo-spin™. A) Concentracion de proteinas totales en
las EVs; B) Concentracion de EVs; C) Tamaifio promedio de las EVs y D)
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Determinacion mediante Western blot de la presencia de marcadores cldsicos
de exosomas como CD81, Alix y TSG101. A su vez, se verifico la ausencia
de Calnexina, un marcador de reticulo endoplasmatico. Los resultados se
analizaron estadisticamente con el T test (n=3). ns indica p>0.05 y * indica
p<0.05.

Tabla suplementaria 1. Caracterizacion de EVs liberadas de células
epiteliales gastricas GES-1 infectadas con H. pylori, purificadas mediante
Exo-spin™. Los datos que se muestran son los promedios de 3 mediciones
de purificaciones independientes.

Caracteristicas EVHp- EVHp+
Concentracion total de proteinas (ug/pl) 3,52 +1,7 7,49+ 1,3
Concentracion de EVs (particulas/mL) 7,5x10'% £ 1,3x10'%  1,08x10!'! £+ 4,5x10'°
Tamaio promedio (nm) 175,4+ 16,9 152,03 +4,3
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Figura suplementaria 2. Efecto de la concentracion de EVs sobre la
migracion celular de células de la linea celular epitelial gastrica GES-1.
Se determino la migracion celular en transwell de células de la linea celular

GES-1 estimuladas con 3000, 5000 EVs por célulay 12 pg de EVs por 3x10°
células.
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Figura suplementaria 3. Migracion celular de células EA.hy926
estimuladas con EVHp- 0 EVHp+ durante 24 h. Se determin6 la migracion
celular en transwell de: A) Células EA.hy926 sin estimulo (CTL); B) Células
EA.hy926 estimuladas durante 24 h con EVHp- y C) Células EA.hy926
estimuladas durante 24 h con EVHp+. D) Cuantificacion de la migracion
celular de tres experimentos independientes. El valor 1 corresponde a ~15
c¢lulas. Los resultados se analizaron estadisticamente con el T test (n=4). ns
indica p>0.0 y * indica p<0.05.

La migracion celular en transwell de células endoteliales EA.hy926 aumento
de manera significativa cuando las células se estimularon con EVHp- o
EVHp+. Ademas, no hubo diferencias significativas entre ambos
tratamientos.
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Figura suplementaria 4. Permeabilidad de monocapa de células
endoteliales EA.hy926 luego de estimulo durante 24 h con EVHp- o
EVHp+. Se estim¢ la permeabilidad de la monocapa de células endoteliales
a través del traspaso del colorante azul dextrano. El control positivo es el
valor de la densidad Optica a 620 nm de azul dextrano 10 mM. Los resultados
se analizaron estadisticamente con el T test (n=4). ns indica p>0.05 y ****
indica p<0.0001
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Tabla suplementaria 2. Proteinas que se encuentran exclusivamente en

EVHp-

14-3-3 protein gamma;YWHAG

Alpha-1-antichymotrypsin;SERPINA3

Apolipoprotein A-1I;APOA2

Apolipoprotein M;APOM

Collagen alpha-2(V) chain;COL5A2

Complement decay-accelerating factor;CD55

Fermitin family homolog 3;FERMT3

Fibrinogen beta chain;FGB

Fibromodulin;FMOD

Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-3;GNAT3

Heparin cofactor 2;SERPIND1

Importin subunit beta-1;KPNB1

Latent-transforming growth factor beta-binding protein 4;LTBP4

Lumican;LUM

Myosin light chain 6B;MYL6B

Peroxiredoxin-2;PRDX2

Tetraspanin-4;TSPAN4

Thrombospondin-2;THBS2

Tubulointerstitial nephritis antigen-like; TINAGL1

Vascular cell adhesion protein 1;VCAM1

X-ray repair cross-complementing protein 5;XRCC5

Tabla suplementaria 3. Proteinas enriquecidas
comparacion con EVHp-

en EVHp+ en

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2;PSMD2

40S ribosomal protein S3;RPS3

4F2 cell-surface antigen heavy chain;SLC3A2

5'-nucleotidase;NTSE

60S acidic ribosomal protein PO-like;RPLPOP6

60S ribosomal protein L18;RPL18

Actin, aortic smooth muscle;ACTA2

Actin, cytoplasmic 1;ACTB

Adenosylhomocysteinase;AHCY
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Alpha-2-macroglobulin;A2M

Alpha-actinin-4;ACTN4

Alpha-amylase [;AMY1A

Alpha-enolase;ENO1

Annexin A2;ANXA2

Annexin A5;ANXAS

Apolipoprotein B-100;APOB

Apolipoprotein E;APOE

Basigin;BSG

Beta-actin-like protein 2;ACTBL2

Beta-enolase;ENO3

Cation-independent mannose-6-phosphate receptor;IGF2R

CCN family member 1;CCN1

CD44 antigen;CD44

CD59 glycoprotein;CD59

CD63 antigen;CD63

CD8]1 antigen;CD81

CD9 antigen;CD9

Cell division control protein 42 homolog;CDC42

Chloride intracellular channel protein 1;CLIC1

Clathrin heavy chain 2;CLTCL1

Clusterin;CLU

Coactosin-like protein; COTL1

Coagulation factor X;F10

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 3;C1QTNF3

Complement factor B;CFB

Core histone macro-H2A.1;MACROH2A1

Dermcidin;DCD

EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3;EDIL3

Elongation factor 1-gamma;EEF1G

Elongation factor 2;EEF2

Epidermal growth factor receptor;EGFR

Erythrocyte band 7 integral membrane protein;STOM

Eukaryotic initiation factor 4A-I;EIF4A 1

Ezrin;EZR

Filaggrin-2;FLG2

Filamin-A;FLNA

Fructose-bisphosphate aldolase A;ALDOA

Galectin-3-binding protein;LGALS3BP
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Gelsolin;GSN

Glucose-6-phosphate isomerase; GPI

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH

Glypican-1;GPCl1

GTP-binding nuclear protein Ran;RAN

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2;GNB2

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4;GNB4

Heat shock 70 kDa protein 1-like;HSPAIL

Heat shock 70 kDa protein 1A;HSPATA

Heat shock cognate 71 kDa protein;HSPAS8

Heat shock protein HSP 90-alpha;HSP90AA1

Heat shock protein HSP 90-beta;HSP90AB1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K;HNRNPK

Histone H1.0;H1-0

Histone H1.3;H1-3

Histone H1.5;H1-5

Histone H2A type 1-A;H2AC1

Histone H2A type 1-J;H2AC14

Histone H2A.Z;H2AZ1

Histone H2B type 1-N;H2BC15

Histone H2B type 1-O;H2BC17

Histone H3.3C;H3-5

HLA class I histocompatibility antigen, A alpha chain;HLA-A

Immunoglobulin superfamily member 8;IGSF8

Insulin-like growth factor II;1GF2

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1;ITIH1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3;ITIH3

Keratin, type I cytoskeletal 10;KRT10

Keratin, type I cytoskeletal 13;KRT13

Keratin, type I cytoskeletal 14;KRT14

Keratin, type I cytoskeletal 19;KRT19

Keratin, type I cytoskeletal 28;KRT28

Keratin, type I cytoskeletal 9;KRT9

Keratin, type II cytoskeletal 1;KRT]1

Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal; KRT2

Keratin, type II cytoskeletal 5;KRT5

L-lactate dehydrogenase A chain;LDHA

L-lactate dehydrogenase B chain;LDHB

Large neutral amino acids transporter small subunit 1;SLC7AS
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Lysosome-associated membrane glycoprotein 1;LAMP1

Multifunctional protein ADE2;PAICS

Neutral amino acid transporter B(0);SLC1AS5

Nucleophosmin;NPM1

Pentraxin-related protein PTX3;PTX3

Peroxiredoxin-1;PRDX1

Peroxiredoxin-6;PRDX6

Phosphoglycerate kinase 2;PGK2

Pigment epithelium-derived factor;SERPINF1

Potassium-transporting ATPase alpha chain 2;ATP12A

Pregnancy zone protein;PZP

Profilin-1;PFN1

Programmed cell death 6-interacting protein;PDCD6IP

Proteasome subunit alpha type-2;PSMA2

Proteasome subunit alpha type-4;PSMA4

Proteasome subunit alpha type-7;PSMA7

Proteasome subunit beta type-1;PSMB1

Proteasome subunit beta type-3;PSMB3

Protein tweety homolog 3;TTYH3

Putative elongation factor 1-alpha-like 3;EEF1A1P5

Putative heat shock 70 kDa protein 7;HSPA7

Pyruvate kinase PKM;PKM

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1;IQGAP1

Ras-related protein Rab-1A;RABIA

Ras-related protein Rab-5C;RAB5C

Ras-related protein Rab-7a;RAB7A

Ras-related protein Rap-1b-like protein

Reticulon-4;RTN4

RuvB-like 1;RUVBL1

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3;SNRPD3

Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins B and B';SNRPB

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1;ATP1A1

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3;ATP1B3

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1;SLC2A1

Syndecan-4;SDC4

Syntenin-1;SDCBP

T-complex protein 1 subunit alpha; TCP1

T-complex protein 1 subunit beta;CCT2

T-complex protein 1 subunit delta;CCT4
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T-complex protein 1 subunit epsilon;CCT5
T-complex protein 1 subunit eta;CCT7
T-complex protein 1 subunit gamma;CCT3
T-complex protein 1 subunit theta;CCT8
Testican-1;SPOCK1

Thioredoxin; TXN
Thrombospondin-4; THBS4

Thy-1 membrane glycoprotein;THY'1
Thyroxine-binding globulin;SERPINA7
Transferrin receptor protein 1;TFRC
Transforming protein RhoA;RHOA
Transgelin-2; TAGLN2

Tubulin alpha-1A chain;TUBATA
Tubulin alpha-4A chain;TUBA4A
Tubulin beta chain;TUBB

Tubulin beta-2A chain;TUBB2A

Tubulin beta-4A chain;TUBB4A

Tabla suplementaria 4. Proteinas enriquecidas en EVHp- en
comparacion con EVHp+

14-3-3 protein beta/alpha;YWHAB

14-3-3 protein epsilon;YWHAE

14-3-3 protein eta;Y WHAH

14-3-3 protein theta; YWHAQ

14-3-3 protein zeta/delta;YWHAZ

Acidic mammalian chitinase;CHIA
Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15;SUB1
Adenylyl cyclase-associated protein 1;CAP1
ADP-ribosylation factor 1;ARF1
Agrin;AGRN

Alpha-actinin-2; ACTN2

Annexin A1;ANXA1

Annexin A4;ANXA4

Annexin A6;ANXA6

ATP-citrate synthase; ACLY
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Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein;HSPG2

Beta-2-glycoprotein 1;APOH

Brain acid soluble protein 1;BASP1

Cartilage oligomeric matrix protein;COMP

CD109 antigen;CD109

CD151 antigen;CD151

Choline transporter-like protein 1;SLC44A1

Clathrin heavy chain 1;CLTC

Coagulation factor V;F5

Cofilin-1;CFL1

Collagen alpha-1(I) chain;COL1A1

Collagen alpha-1(V) chain;COL5A1

Collagen alpha-1(XII) chain;COL12A1

Collagen alpha-1(XVIII) chain;COL18A1

Collagen alpha-2(IV) chain;COL4A2

Complement C3;C3

Complement C4-B;C4B 2

Complement C5;C5

Complement component C7;C7

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10;ADAMI10

Endoplasmic reticulum chaperone BiP;HSPAS

Fatty acid synthase;FASN

Fibronectin;FN1

Filamin-C;FLNC

Fructose-bisphosphate aldolase C;ALDOC

Galectin-1;LGALSI1

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, testis-specific; GAPDHS

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2;GNAI2

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha;GNAI3

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-12;GNG12

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1;GNB1

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-3;GNB3

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha;GNAO1

Heat shock protein beta-1;HSPB1

Hemoglobin subunit zeta;HBZ

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like 2;HNRNPA1L2

Integrin alpha-3;ITGA3

Integrin beta-1;ITGB1

Integrin beta-3;ITGB3
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Interferon-induced transmembrane protein 1;IFITM1

Keratin, type I cytoskeletal 16;KRT16

Keratin, type II cytoskeletal 3;KRT3

Lactadherin,MFGES®

Laminin subunit alpha-5;LAMAS

Laminin subunit beta-1;LAMBI1

Laminin subunit gamma-1;LAMCI

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2;LAMP2

Lysyl oxidase homolog 2;L.OXL2

Major vault protein;MVP

Matrilin-2;MATN2

Moesin;MSN

Monocarboxylate transporter 4;SLC16A3

Myosin-9;MYH9

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate; MARCKS

Nidogen-1;NID1

Nucleoside diphosphate kinase B;NME2

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;PPIA

Peroxidasin homolog;PXDN

Phosphoglycerate kinase 1;PGK1

Plasminogen;PLG

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1;LRP1

Prostaglandin F2 receptor negative regulator;PTGFRN

Proteasome subunit alpha type-1;PSMA1

Proteasome subunit alpha type-3;PSMA3

Proteasome subunit alpha type-5;PSMAS

Proteasome subunit alpha type-6;PSMA6

Proteasome subunit alpha-type 8;PSMAS

Proteasome subunit beta type-2;PSMB2

Proteasome subunit beta type-4;PSMB4

Proteasome subunit beta type-5;PSMB5

Proteasome subunit beta type-6;PSMB6

Prothrombin;F2

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3;RAC3

Ras-related protein Rab-11B;RAB11B

Ras-related protein Rab-35;RAB35

RuvB-like 2;RUVBL2

Serine protease 23;PRSS23

Talin-1;TLN1
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Talin-2;TLN2

Tenascin;TNC

Thrombospondin-1; THBS1

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3;TGFBI

Transitional endoplasmic reticulum ATPase;VCP

Tropomyosin alpha-3 chain;TPM3

WD repeat-containing protein 1;WDR1

X-ray repair cross-complementing protein 6;XRCC6
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