UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
PROGRAMA DOCTORADO EN FARMACOLOGIA

LABORATORIO INTERACCION !-IUESF’ED-F’AIGGEHD, PROGRAMA DE
MICROBIOLOGIA Y MICOLOGIA, ICBM.
LABORATORIO DE COMUNICACION CELULAR, PROGRAMA DE BIOLOGIA
MOLECULAR Y CELULAR., ICEM.

LA INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI EN NINOS SE

ASOCIA A UNA EXPRESION DISMINUIDA DE SLC5A8, UN
GEN SUPRESOR DE CANCER

Memoria para optar al titulo de Doctor en Farmacologia

QF. ANDREA KATHERINE ORELLANA MANZANO

DIRECTORES DE TESIS

Dr. Miguel O'Ryan Dr. Andrew Quest

Santiago de Chile
2016



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ... sssms s ssssssss s smss s s s s s s sas s samssssssns sessssnssssssss s sss sasana samssnns 1
B B S T R A T et ssssse s er e e b s b bt R e e A eE e et e e 3
INTRODUCCION ...c.ouorerrrerasressasssssssessssassssessssssssssassssassasasssssassasesssasasssmessasasssanesses 5
1. HELICOBACTER PYLORI ... e 2

1.1 Relevanciade H. pylorienelmundoyen Chile ... ... 5

1.2 Generalidades microbiologicas y alteraciones digestivas.................... 5

(SR [=] = TSSOSO 6

G AN QASITIOO. e 6

d Linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT). ... ... 7

2 - Dinamica de la infeccion por H. pyloriy la importancia de la infeccion a edades

TOIMIPIANGAS .o 7
3.-H. pylori: Cambios epigenéticos y su relacion con Cancer ... a

4 - Estudios Preliminares: Identificacion en nifios de genes diferencialmente

expresados en presencia de H. pylori. Potencial silenciamiento de SLCS5AS, un

QEN SUPresor de tUMOTES . g
D= S A e 13
5.1 SLC5A8 como potencial supresor tumoral ..., 13

5.2 Helicobacter pyiory SLCSAS oo 14



HIP O T E SIS et ceeeeeessemesem e ssssnns semsesasesamesam e e seam sesemsnnesneesesessneesnem ee e smessmsesamens 16

COBJETIVO GEMERAL ... eceviscsrcmsssssass sem s snsasssn s s snmsasasassssnsssssass s s srnsasans nemsns 16
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... ceeeeeecessem e rssssssasassessssssssssmsssassss s ssssssasssssses 16
METODOLOGIA ... ccceeeeressscsssrss s memsssssass sem s snsassss s s snmsasanassssnsssnsassnn o srnsanansnenns 17
DISENO GLOBAL 17
1 ESTUDIO CLINICO oo 19
i.Obtencion y preparacion de muestras . 21
ii. Transporte y almacenamiento de muestras ..., 22
2 ESTUDI IN WIT RO e 26
3. ANALISIS ESTADISTICO oo 28
L I =SS 30

Objetivo 1.- Demostrar que la infeccion por H. pylor en nifios asintomaticos y/o

sintomaticos se asocia a una disminucion de la expresion de SLCSAS. ... 30

Expresion de SLC5A8 en muestras de sangre en una poblacion piloto de

ninos asintomaticos infectados vs nifos no infectados. 30

Expresion de SLC5AB en sangre en estudio caso-control de nifos

asintomaticos infectados comparados con nifios no infectados por H.



Expresion de SLC5A8 en muestras de tejido gastrico de nifios infectados

comparados con nifios no infectados. 33

Objetivo 2. Determinar el efecto de infeccion por H. pyfor en la hipemmetilacion de

la region promotora del gen SLCS5AS en el tejido epitelial gastrico. ... 38

Objetivo 3.- Expresion de SLC5A8 en lineas celulares infectadas y no infectadas

CON . PYIOIT oo 43

Efecto de infeccion de H. pylori en una linea celular con sobreexpresion de

SLCSAS

Objetivo 4. Establecer si la disminucion de la expresion de SLC5AS se traduce en
alteracion de expresion de genes efectores del transportador: p21, COX2, p53 y

STV I e 48

Efecto de infeccion en linea celular MKN74 con baja expresion infrinseca de

L I e e e e e e e e e ee e ae 48

Efecto de infeccion en linea celular con sobreexpresion de SLC5A8 49
DISCUSION ....ooeereenemearieeassresamsesasasssssstsesssss st s sssse e e ssasass st asass e e seesassnssessns 51
CONCLUSION ...ttt ieese et ssss e sss et e ettt 58
REFEREMNCIAS ... ... irs s is st s s ssass s s s an s s s s s e s g ss o me s anen s e 59
MATERIAL SUPLEMENTARIO ...t s s s s s s s e 68

L I 96



indice Figuras

Figura 1. Analisis bioinformatico de Microarmray lllumina. 11

Figura 2. Identificacion de genes blancos como SLCS5AS8, usando diferentes

herramientas bioinformaticas. 12

Figura 3. Rol de SLC5A8 como un supresor de inflamacion/carcinogénesis,

relacion y su relevancia respecio al contenido de fibra dietaria (butirato). . 14
Figura 4. Esquema explicativo de la hipotesis de esta tesis. 15
Figura 5. Disefio global de la tesis. 18
Figura 6. Disefio experimental de muestras clinicas. 20

Figura 7. Niveles de expresion del mRNA de SLC5AS de nifios infectados vs nifios

no infectados en muestras de sangre. 30

Figura 8. Niveles de expresion de SLCS5AS del estudio caso-control. 32
Figura 9. La expresion de SLC5A8 se encuenira disminuida en nifios infectados
con H. pylori comparados con los nifios no infectados en muestras de tejido

gastrico. 37

Figura 10. Cambio de patrones de metilacion. 40

Figura 11. Relacion entre niveles de expresion de SLC5AS8 y porcentaje de

metilacion de los nifios infectados y no infectados. 41



Figura 12. Correlacion de Spearman entre niveles de expresion de SLC5A8 Yy

porcentaje de metilacion. 42

Figura 13. Niveles de expresion SLC5AS de lineas celulares MKN74 en relacion a

tiempo de infeccion con H. pylor. 44

Figura 14. Nivel de expresion del mensajero SLC5A8 en linea celular MKN28. 46
Figura 15. Niveles de expresion del mensajero SLCSAS en linea celular MKN28

pcDNA3.1 hSLCDAS al estar infectado con H. pyion. 47

Figura 16. Niveles de expresion de los distintos efectores de SLC5A8 en las

celulas MKNT74 infectadas con H. pylori. 48

Figura 17 Niveles de expresion de los distintos efectores de SL.C5A8 en las lineas

celulares MKN28 pcDNAS. 1 hSLCS5AS al estar infectado con H. pylor. 49



indice de Tablas

Tabla 1. Temperaturas y tiempos para la reaccion de PCR en tiempo real para las

sondas tagman. 23

Tabla 2. Partidor para la region CpG de SLC5A8. 25

Tabla 3. Reaccion de PCR para la amplificacion de la region CpG transformada con

bisulfito. 29

Tabla 4. Demografia, clinica y caracteristicas familiares de los nifios enrolados en

el estudio caso-control segun el estado de infeccion por H. pylor. 31

Tabla 5. Demografia y resultados de biopsias gastricas en nifios infectados y no

infectados sometidos a endoscopia. 35

Tabla 6. Mediana de expresion de SLC5AS (IQR) en 11 nifios infectados v 9 no

infectados segun el grado de dafio histologico. 36

Tabla 7: Relacion de estatus de metilacion con respecto al estado de infeccion. 39
Tabla 8: Numero total de citocinas metiladas en 7 muestras de nifios infectados y 7

no infectados. 39




