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INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Disefiar un modelo murino de céncer gastrico (CG)
es importante para investigar mecanismos biologicos
de la carcinogénesis, con el fin de desarrollar trata-
mientos eficaces, perfeccionar técnicas quirargicas
o identificar biomarcadores ttiles en el diagndstico
temprano y pronostico de la enfermedad. Los mode-
los implementados incluyen carcindgenos quimicos
(metil-N-nitro-N-nitroguanidina), agentes infecciosos
(Helicobacter pylori) y biologicos (lineas celulares o
xenotransplante); sin embargo, presentan desventa-
jas como la lenta progresion de la enfermedad, baja
incidencia y variabilidad en el fenotipo tumoral. Los
nuevos prototipos para tumores solidos implantan cé-
[ulas primarias humanas o murinas modificadas por in-
genierfa genética para expresar genes de interés como
oncogenes o genes supresores de tumor (GST) en el te-
jido autologo del animal. Esta estrategia fue exitosa en
glioblastoma, hepatocarcinoma y cdncer de pulmoén de
células pequenas. En la tumorigénesis del CG humano
hay reportados oncogenes y GST que afectan diferen-
tes vias —de sefalizacidn, proliferacion, diferenciacion
y apoptosis. Disefiar un modelo murino con diferentes
combinaciones de estos genes permitird evaluar siste-
maticamente [os estadios de la carcinogénesis y profun-
dizar en Ia historia natural de la enfermedad.

OBJETIVO

Disenar un modelo murino de CG mediante ingenie-
ria genética utilizando células epiteliales de mucosa
géstrica humana transducidas con oncogenes y GST
implantadas en el estbmago de ratones SCID.
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METODOLOGIA

Disefio de vectores Ilentivirales

Cinco vectores lentivirales se disefiardn con los genes
TP53, CTNNBI1, KRAS, y PTEN mutados y C-MYC sil-
vestre, empaquetados en células 293-T.

Diseno de lineas celulares

El aislamiento de gastrocitos por métodos enzimati-
cos se estandarizara a partir de tejido porcino y pos-
teriormente se ejecutara en biopsia de tejido gastrico
humano normal del antro para obtener células gastri-
cas epiteliales (CGE). Las CGE se transformaran con
dos combinaciones diferentes de oncogenes y GST i)
TP53/CTNNB1/MYCYy ii) PTEN/KRAS1/C-MYC, para es-
tablecer Iineas celulares inmortalizadas oncogénicas.
El gen AFP servird como biomarcador indirecto de
crecimiento tumoral.

Ensayos en ratones

Un total de 1x10° CGE transformadas y suspendidas
en 50 ul de Matrigel se inyectaran en el fondo del es-
tbmago de ratones SCID machos de 10-15 semanas
de edad. Ocho ratones se utilizardn para cada linea
celular, la inyeccion se aplicard bajo anestesia gene-
ral y se monitoreardn por 12 semanas. Los animales
que desarrollen neoplasias se sacrificaran y el tejido
tumoral se cultivard y criopreservara.

Analisis del transcriptoma

El patrén de expresion génica se determinard en teji-
do primario normal, las lineas celulares inmortaliza-
das y el tejido tumoral obtenido del ratén. El analisis
de microarreglos se realizard con el sistema Affyme-
trix RNA microarray con un GeneChip humano para
mARNS.

Andlisis protedmico
La expresion y localizacion de las proteinas TP53,
KRAS, MYC, CTNNB1, CDH1 y PTEN se realizara por
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales
humanos especificos.

Caracterizacion histopatoldgica del tumor

La biopsia se clasificara histolégicamente con Hema-
toxilina-Eosina (H-E) segin Lauren por dos patdlogos
independientemente. La inmunohistopatologia se re-
alizara con los marcadores de proliferacion (Ki67) y
apoptosis (Cas-3).
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RESULTADOS

Al momento se tienen construidos todos los vectores
lentivirales. Un plasmido con la proteina verde fluo-
rescente (cop-GFP) se utilizd como control positivo.

A partir de 10 g de mucosa gastrica del cerdo se ob-
tuvo una concentracion final de 3,87x10” CGE; con
viabilidad del 98 vy 97 % a los 60 y 120 min, respecti-
vamente. En placas de seis pozos se sembraron 5x10°
CGE/pozo, se observd confluencia del 50-70% a los
5-7 dias de incubacién. El fenotipo para comprobar
el origen epitelial gastrico se confirmé por H-E, PAS,
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. El ge-
notipo se determind por la expresiéon del gen mucina
5 (MUC5ACQC) por RT-PCR. Resultados similares se obtu-
vieron en aislamientos de gastrocitos de antro huma-
no. La genotipificaciéon de estos mostrd expresion de
MUCI, MUC5ACy MUC6 por RT-PCRq.

Los ensayos preliminares de transformacién de gas-
trocitos humano utilizando dos combinaciones de
lentivirus (TP53/C-MYC/AFPy TP53/CTNNB1/C-MYC/
AFP), mostraron cambios morfoldgicos, nucleos
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picnéticos v vacuolas citoplasmdticas. Hasta el dia
siete se observo proliferacién celular, a partir del dia
ocho se visualizaron cuerpos apoptoticos y para el
dia 15 se presentd desprendimiento total de la mo-
nocapa.

Actividades finalizadas
e Construccion de los vectores lentivirales con los
oncogenes y GST para el modelo de CG murino.

* Estandarizacién del protocolo para aislamiento de
gastrocitos en el modelo porcino y extrapolaciéon
al modelo humano.

* Realizacion de ensayos preliminares de inmortali-
zacion con CGE utilizando vectores lentivirales.

Trabajo por desarrollar el proximo semestre
¢ Inmortalizacion de CGE utilizando otras combina-
ciones de oncogenes y GST.

¢ Inoculacién en ratones SCID con las lineas celula-
res inmortalizadas.

* Monitoreo y obtencién del tejido tumoral desarro-
l[lado en los animales.
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