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Resumen

El cancer gastrico se caracteriza por ser uno de los tipos de cancer con mayor mortalidad e
incidencia a nivel mundial. Terapias convencionales como la radioterapia y quimioterapia,
empleadas en etapas avanzadas, tienen eficacia limitada. En contraste, las terapias génicas han
avanzado significativamente en los ultimos afios. Las tecnologias basadas en &cidos nucleicos
se destacan como herramientas prometedoras en la busqueda de nuevas estrategias contra el
cancer. Entre ellas, los microARNs (miARNS) han ganado atencion por su capacidad para
interactuar con dianas genéticas en procesos moleculares y celulares de diversas patologias. Se
ha documentado que la expresion alterada de multiples miARNSs estd asociada con diferentes
procesos de la patogénesis del cancer gastrico. En particular, el Hsa-miR-198 ha emergido como
un elemento crucial, dado que presenta una regulacion negativa en tejidos de cancer gastrico, lo

que sugiere su potencial como agente terapéeutico.

En este estudio, se evalud el uso potencial de un vector de expresion del Hsa-miR-198
encapsulado en nanoparticulas de Lipofectamina 3000 para determinar su efecto terapeutico en
diversos procesos celulares, tales como el crecimiento, migracion e invasion celular en dos
lineas de cancer gastrico. Los resultados obtenidos indican que el Hsa-miR-198 actla como un
supresor tumoral, reduciendo las variables tumorigénicas, especialmente en la linea celular
AGS. Este efecto podria atribuirse a la influencia de varias dianas moleculares que regulan estos
procesos y que, al disminuir el miR-198, sufren mutaciones o se descontrolan, generando
cambios proliferativos y tumorigénicos. Por otro lado, la linea celular KATO Il mostrd una
mayor resistencia en las variables de migracion e invasion, debido a su naturaleza agresiva y su
capacidad para adherirse a tejidos y mantenerse en suspension, lo que le confiere caracteristicas
altamente tumorigénicos. En conclusidn, los resultados obtenidos sugieren que el Hsa-miR-198
posee un gran potencial como terapia contra el cancer gastrico. No obstante, es imprescindible
realizar investigaciones mas profundas para identificar las dianas moleculares involucradas y

optimizar su aplicacion terapéutica.

Palabras claves: cancer gastrico, terapias génicas, Hsa-miR-198, procesos celulares.



1. Introduccién

El cancer gastrico es una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial,
caracterizada por su dificil tratamiento y escasa prevencion debido a su deteccion tardia
(Machlowska et al., 2020). Esta investigacion se centra en evaluar una posible terapia génica
mediante miRNA, los cuales estan involucrados en el ciclo celular y los procesos metastasicos
del cancer (Joshi & Badgwell, 2021). Esta estrategia podria representar una alternativa

prometedora para contrarrestar esta enfermedad.

1.1. Antecedentes

A nivel global, el cancer gastrico corresponde al quinto tipo de cancer con mayor
incidencia y el cuarto con mayor mortalidad, representando 1.1 millones de casos nuevosy 770
000 muertes por afio en ambos sexos durante lo reportado en el afio 2020 (Morgan et al., 2022).
A nivel centroamericano, Costa Rica es el pais con la mayor incidencia de cancer gastrico con
15.7 y 11.7 casos por cada 100 000 personas, para hombres y mujeres respectivamente (Guzman
et al., 2023). Ademas, se ha convertido en la sexta causa de muerte en el pais, segun reportes
del INEC, 2021, con porcentajes de mortalidad de 13.7% y 7.2% en hombres y mujeres,

respectivamente (Guzman et al., 2023).

El diagnostico de esta enfermedad se lleva a cabo, en primera instancia, por medio de
sintomas como anemia, pérdida de peso, sangrado gastrointestinal y disfagia (Xia & Aadam,
2022). Estos sintomas llevan a exdmenes mas profundos como la endoscopia, laparoscopia o
citologia peritoneal, los cuales permiten la deteccion de procesos metastasicos. No obstante, a
pesar de estas herramientas, en muchas ocasiones el diagndstico se da en etapas avanzadas del
cancer (Joshi & Badgwell, 2021).

Las técnicas actuales para el tratamiento del cancer para pacientes en etapas tempranas

es la cirugia radical como la primera forma de intervencion (Li et al., 2021). Sin embrago en
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etapas mas desarrolladas se explora la posibilidad de combinar con otras terapias como la
radioterapia, quimioterapia o inmunoterapia (Li et al.,, 2021), las cuales actian como
herramientas para reducir el impacto de la enfermedad. No obstante, traen consecuencias
negativas y sintomas postratamiento que afectan la calidad de vida de la persona segun el
tratamiento utilizado (Joshi & Badgwell, 2021).

El avance de las investigaciones cientificas de los Gltimos afios ha sido fundamental en
el esclarecimiento de muchos aspectos de la biologia del cancer y en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas, entre las cuales destacan las fundamentadas en el uso de acidos
nucleicos (Sexton et al., 2020), incluyendo los miARNSs (Yi et al., 2019). Actualmente se han
descrito 2300 miARNs maduros en humanos (Alles et al., 2019) y desde su descubrimiento han
sido involucrados en multiples enfermedades humanas (Lu et al., 2019), incluyendo el cancer
(Mirzaei & Hamblin, 2020).

Los miARN son pequefios moléculas monocatenarias no codificantes de una longitud
alrededor de 22 nucleotidos, que se encargan de la regulacion post-trancripcional a través de la

unién imperfecta a moléculas de ARNm objetivo (Shah & Shah, 2020).

Se ha descrito la relacion de la expresion alterada de multiples miARN con diferentes
procesos de la patogénesis del cancer gastrico debido a su influencia en procesos celulares como
la formacion de vasos sanguineos (Xiangyuan et al., 2017; Yang et al., 2018; Yang et al., 2020)
y la regulacién de la proliferacion, migracién e invasion celular durante la formacion del cancer
(Luetal., 2019; Xie et al., 2019).

El miR-198 ha sido identificado en tipos de cancer como un supresor tumoral con un
significativo potencial terapéutico, incluido el cancer gastrico (Gu et al., 2019; Y. Zhang et al.,
2017). La regulacion negativa del miR-198 se ha asociado con la progresion del cancer gastrico,
donde desempefia un papel crucial en la inhibicion de la proliferacion celular por la regulacion
génica de dianas celulares (Gu et al., 2019). Asimismo, el miR-198 ha demostrado ser un
objetivo efectivo en terapias génicas que utilizan ARN circulares (ARNcirc) como esponjas de
reguladores negativos de su expresion (Huang et al, 2019). Ademas, presenta una correlacion
inversa entre la expresion del miR-198 y las caracteristicas clinopatoldgicas agresivas en cancer

gastrico, refuerza ain mas su relevancia como potencia agente terapéutico (Cui et al., 2016).
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1.2. Justificacion

El cancer gastrico corresponde al quinto tipo de cancer con mayor incidencia y al cuarto
con mayor mortalidad (Morgan et al., 2022). La principal forma de abordaje de esta enfermedad
corresponde a la gastrectomia y la quimioterapia, la cual mejora la supervivencia (Machlowska
et al., 2020). Sin embargo, el riesgo de generar resistencia es una de las principales causas de
fracaso en tratamiento (Biagioni et al., 2019), siendo crucial el desarrollo de nuevas terapias

maés eficientes que permitan hacer frente a esta situacion.

Ante la necesidad de nuevas alternativas para tratamientos contra el cancer, el uso de
acidos nucleicos como opcion terapéutica contra el cancer se ha posicionado como una
estrategia alternativa en los tltimos afios (Gupta et al., 2021). En caso particular de los miARNS,
se han estudiado en practicamente todos los tumores sélidos y neoplasias malignas
hematoldgicas (Chadda et al., 2022), asociandose con los procesos de iniciacion, promocion y
progresion tumoral, siendo, por tanto, moléculas clave en el desarrollo de nuevas estrategias
terapeuticas contra el cancer (Chadda et al., 2022; Mirzaei & Hamblin, 2020; Shirjang et al.,
2019). Ademas, presentan la capacidad de bloquear sitios de diferenciacion celular y control de
apoptosis (Montafio-Samaniego et al., 2020; Shirjang et al., 2019). Por lo que estan presentes

en varias funciones celulares que pueden ser objetivo para terapia génica.

Los miARN son elementos muy heterogéneos, que interactdan con una amplia variedad
de elementos genéticos, como los ADN reguladores, transcritos codificantes y no codificantes
e incluso directamente con proteinas (Dragomir et al., 2020). Esta versatilidad los convierte en
una herramienta muy dinamica para la busqueda de tratamientos potencial contra el cancer, ya
que participan en la regulacion de expresion génica, crecimiento y expansion del microambiente
tumoral (Dragomir et al., 2020, Zeng, et al., 2022).

Se ha observado que el miR-198 esta regulado a la baja en distintos tipos de cancer en
comparacion con tejido normal, esta reduccion contribuye a una mayor agresividad del cancer.
En cancer de prostata ante un incremento del miR-198 de forma exodgena se genera una
supresion significativa, reduciendo la tumorigenicidad (Ray et al., 2019). En el cancer géstrico

se ha demostrado que esta correlacionado negativamente con los hallazgos distintivos del
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cancer, o "hallmarks” como se denominan en inglés. Asimismo, se ha observado que el
cisplatino (CDDP) y el paclitaxel (PTX), dos de los tratamientos predominantes para el cancer
géstrico, generan resistencia a través de un ARN circular (circAKT3 y circPLEC,
respectivamente), que actan como esponja del miR-198 (Huang et al., 2019, Zhou etal., 2021).

Debido al potencial del miR-198 como agente terapéutico contra el céancer, esta
investigacion pretende evaluar su perfil de accién en dos lineas celulares de cancer gastrico y

determinar su viabilidad como una posible terapia génica contra esta enfermedad.

1.3. Planteamiento del problema

El cancer gastrico es una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial,
caracterizada por una baja tasa de deteccion y una gran cantidad de factores de riesgo. La
busqueda de alternativas para su tratamiento ha sido uno de los principales focos de
investigacion, y el uso de terapias génicas ha resultado revolucionario. Ante esta situacion, surge
la pregunta: ¢Puede el Hsa-miR-198 influir en la proliferacion, migracion e invasion celular en

dos tipos de lineas celulares de cancer gastrico?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

e Establecer el perfil de eficacia in vitro del Hsa-miR-198 en dos lineas celulares
derivadas de cancer gastrico humano mediante ensayos funcionales como parte de los
requerimientos cientificos necesarios para su desarrollo como potencial agente

terapéutico.
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1.4.2.

Objetivos Especificos

Determinar la capacidad de dos lineas celulares derivadas de cancer gastrico humano
para la transfeccion con material genético exdgeno mediante ensayos de fluorescencia.
Determinar la eficacia in vitro del Hsa-miR-198 en dos lineas celulares derivadas de
cancer gastrico humano mediante ensayos de viabilidad celular.

Determinar la eficacia in vitro del Hsa-miR-198 en dos lineas celulares derivadas de

cancer gastrico humano mediante ensayos de migracion e invasion celular.
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2. Marco metodologico

2.1. Area de estudio

El Trabajo Final de Graduacion se llevo a cabo en la empresa Speratum CR, ubicada en

Geroma, Pavas, San José, Costa Rica.

2.2. Cultivo celular

Las lineas celulares de cancer gastrico AGS (CRL-1739, ATCC) y KATO Il (HTB-103,
ATCC) se establecieron con los medios de cultivo RPMI (Sigma Aldrich) y F-12K (Sigma
Aldrich) respectivamente. Ambos medios de cultivo se suplementaron con 10 % de FBS (Sigma
Aldrich), 1 % de Antibiotico Antimicotico (Sigma Aldrich) y Penicilina Estreptomicina (Sigma
Aldrich). Se incubaron a una temperatura de 37 °C con un ambiente de 5 % de CO,. Estas
condiciones se mantuvieron tanto durante el mantenimiento celular como en cada uno de los

ensayos. (Zhang et al., 2020).

2.3. Transfecciéon celular

Las lineas celulares de cancer gastrico fueron transfectadas por medio de un vector de
expresion de una proteina verde fluorescente (phMGFP, Promega) para la verificacion de la
transfeccién de ambas lineas celulares, posteriormente se utilizd el Hsa-miR-198 (miR-198,
Bio-Syntesis) y el Hsa-miR-239 como control negativo (miR-NC, Bio-Syntesis). Se sembraron
las células en placas de 96 pozos con medio de cultivo OptiMEM, 24 horas después fueron
transfectadas con 100 ng de cada uno de los oligonucledtidos usando el reactivo de transfeccion

comercial Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher), siguiendo el protocolo del fabricante (Thermo
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Fisher Scientific, 2016). Después de 24 horas, las células se colectaron para ser usadas en los

respectivos ensayos.

2.4. Determinacion de transfectabilidad

Las lineas celulares AGS y KATO 11l se sembraron en una placa de 96 pozos y 24 horas
después se transfectaron con 500 ng del plasmido phMGFP, usando Lipofectamina 3000
(Thermo Fisher). Se incubaron las placas a 37 °C con 5 % de CO». Posterior a las 24 horas de
la transfeccidn, se tifieron los nucleos celulares con 5 pL de la soluciéon de Hoeschst 33342
(Thermo Fisher) durante 20 min y se procedié a analizar las placas al microscopio invertido de
fluorescencia (Evos M5000, Thermo Fisher Scientific); se tomaron fotos con el cubo de luz
GFP (Ex; 470/22 nm; Em; 510/42 nm), el cubo de luz DAPI (Ex: 358/44 nm; Em: 447/60 nm)
y luz transmitida. Por medio de la herramienta de analisis de imagenes ImageJ 1.8.0_345
(National Institutes of Healt, USA) fue determinado cuantitativamente el nivel de fluorescencia
celular post-transfeccién celular y la cantidad de células totales, mediante la tincion de nucleos
con Hoeschst, para contrastar la cantidad de células transfectadas con GFP con la siguiente
formula (1).

Células MGFP positivas
Células Hoescht positivas

Células totales transfectadas = ( ) x 100 (1)

2.5. Proliferacion celular

En placas de 96 pocillos, se sembraron por quintuplicado células con cada uno de los
tratamientos transfectados con miR-198 y miR-NC, ademéas de un control negativo sin
tratamiento (UT) y un control blanco sin contenido celular, se mantuvo a una temperatura de
37°Cy 5 % de CO.. La placa se evaluo a 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Se utilizo el reactivo
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTS) para cada lectura y fue
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analizado en un lector de placas (Biotek H1, Agilent) a una longitud de onda de 490 nm, segun

el protocolo del reactivo (Promega, 2022).

2.6.  Migracion e invasion celular

2.6.1. Cicatrizacion de herida

Se demarcaron placas de 24 pozos con lineas guia (Figura 1), posteriormente las placas
se sembraron con un total de 75 000 células para la linea celular AGS y 100 000 células para
KATO 11l y se incubaron por 24 horas. Posteriormente, fueron transfectados con los
tratamientos miR-198 y miR-NC. Después de una incubacion de 24 horas, se agregé un
volumen de 5 pL de la solucion de Hoeschst 33342 durante 20 min. Se realizaron tres heridas
sobre la monocapa con una punta de micropipeta para generar un area donde observar el
movimiento celular (Figura 1). Se evalud el cierre de la herida durante un periodo de 24, 48, 72
y 96 horas, las fotos fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia (Evos M5000),
mediante el cubo de luz transmitida y el cubo de luz DAPI (Ex: 357/44 nm, Em: 447/60 nm).
Con la herramienta de andlisis de imagenes ImageJ 1.8.0_345 (National Institutes of Healt,
USA) fue determinado el area total y de la herida posterior a la transfeccion celular de cada uno
de los tratamientos, fue calculado el porcentaje de cicatrizacion segun la formula (2).

A — Ay
A¢

% de cicatrizacion = ( ) x 100 (2)

Donde Ates el &rea total y An el area de la herida.
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\Scratch / Cicatriz ’/

Figura 1. Esquema de las tres “heridas” sobre la monocapa con una punta de micropipeta realizada en cada uno

de los pozos para el ensayo de cicatrizacion celular.

2.6.2. Camaras de Boyden

En una placa de 6 pozos de sembr6 una total de 150 000 células en AGS y 200 000
células en KATO I, con el correspondiente medio para el crecimiento de ambas lineas
celulares. Posterior a las 24 horas de incubacion, se trasladaron en una placa Transwell de 24
pozos (Corning) con una membrana porosa del inserto de 8 um, en donde fueron sembradas con
una confluencia de 50 000 células para la linea celular AGS y 100 000 células de KATO IlI con
200 mL de OptiMEM, con el fin de generar una abstinencia de FBS. Por debajo del inserto, se
agrego un volumen de 600 mL del medio correspondiente a cada linea celular, con un 20 % de
FBS extra para favorecer la migracion por atraccion quimica. Se evalu0 a las 24 y 42 horas, por
medio de imégenes de microscopia y la lectura fluorescente con la tincion de 600 pL calceina-
AM (Calbiochem) en el lector de placas (Biotek H1, Agilent) a una longitud de onda de 495 nm
para determinar la migracion celular. Se realizaron dos lecturas (Lectura 1: Absorbancia células
totales (Abstorales) Y Lectura 2: Absorbancia células migradas (Absmigradas)). Se calcularon los
valores y proporciones delta por medio de la siguiente formula para determinar la migracion

celular (3).
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Absmigradas

x 100 (3)
Abstotales

Migracion celular =

2.7. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los andlisis estadisticos se hicieron
mediante el paquete estadistico SPSS Statistics v23.0, IBM, Armonk, NY, EE. UU. Los
parametros de normalidad y homogeneidad de la varianza se estimaron mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y la prueba de Levene, respectivamente. Las diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos se estimaron por medio de t de Student o ANOVA en el caso de
datos paramétricos, y la prueba U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis en el caso de datos no

paramétricos. Un valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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3. Resultados

Transfeccion celular

Se evalud la capacidad de transfeccion de agentes exdgenos en ambas lineas celulares
por medio de la insercién de un plasmido con la proteina verde fluorescente (phMGFP). Como
se muestra en las Figuras 2 y 3, la transfeccion fue efectiva para ambas lineas celulares Esto se
corrobord mediante la tincién nuclear con Hoechst para cuantificar la cantidad de células, donde
se observo un porcentaje de transfeccion del 45 % en AGS y del 79 % en KATO IlI,
respectivamente (Cuadro 1).

Figura 2. Transfeccidn celular por medio de vector de expresion de la proteina verde fluorescente (phMGFP) en
la linea celular AGS. Al: control negativo con luz transmitida y A2; vector de transfeccion con luz transmitida;
B1: control negativo con cubo de luz GFP (Ex: 470/22 nm; Em: 524/34 nm) y B2: vector de transfeccién con

cubo de luz GFP.
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Figura 3. Transfeccion celular por medio vector de expresion de la proteina verde fluorescente GFP fluorescente
(phMGFP) en la linea celular KATO I11. Al: control negativo con luz transmitida y A2: vector de transfeccion
con luz transmitida; B1: control negativo con cubo de luz GFP (Ex: 470/22 nm; Em: 524/34 nm) y B2: vector de

transfeccion con cubo de luz GFP.

Cuadro 1. Cantidad de células post transfeccién con phMGFP en dos lineas celulares de cancer gastrico

Cantidad
Variable Fluorescencia
AGS KATO Il
Tincion Hoechst Cubo de luz DAPI 723 723
Células GFP positivas Cubo de luz GFP 322 575
Porcentaje de células transfectadas 44.5% 79.5%
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Proliferacién celular
(Normalizado con el Control)

Proliferacion celular

Se evalud el efecto in vitro de la transfeccion de miR-198 sobre la capacidad de
proliferacion de las lineas celulares por medio del ensayo del reactivo MTS. En la Figura 4, se
observa la regulacion de miR-198 sobre las células transfectadas, las cuales reflejaron
diferencias significativas, segun la prueba t de Student, durante un periodo de 48 horas para el
caso de la linea celular AGS y 24 horas en KATO IlI.
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g 0.8 >
0.84 . £ 08
* 38 !
o
J | 0.6+
06 5 §
8 o
0.4 3 8 041
R
S E ool
0.2- 5 02
=
0.0- T
0.0- miR-NC miR-198
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Figura 4. Efecto significativo del miR-198 en la proliferacion de las lineas celulares de cancer de gastrico. A:
Cambio en la viabilidad celular 48 horas post transfeccién en la linea celular AGS. B: Cambio en la viabilidad
celular 24 horas post transfeccion en la linea celular KATO Il1l. El anélisis estadistico se realizé por medio de t de

Student. * p <0.05

Migracion celular

Se evalud la migracién mediada por un quimioatrayente (20% de FBS) en ceélulas
transfectadas con miR-198 en ambas lineas celulares de cancer géstrico, la tincion con Calceina
permitié medir la fluorescencia de aquellas células migradas, para la linea celular AGS, la
migracion reflejé una tendencia en la reduccion, con un 7.31% con respecto al control no

significativa segun la prueba estadistica t de Student (Figura 5). En el caso de la linea celular
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KATO Ill, en las réplicas realizadas de dicho ensayo no se obtuvo una diferencia en la migracion

(Datos no mostrados).
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0.60-

0.40+

% Migracion celular

0.20+

0.00 :

miR-NC miR-198

Figura 5. Efecto de miR-198 en la migracion de la linea celular de cancer de gastrico AGS durante un periodo de

24 horas segun la prueba de tincion con calceina.

Invasién celular

Se evaluo el efecto del miR-198 sobre la capacidad celular de migrar ante la generacion
de una “herida” por medio de los ensayos de cicatrizacion durante un periodo de 72 horas, en
donde se observé un efecto al disminuir la migracién celular en las células transfectadas con
miR-198. Como se muestra en el Cuadro 2, el porcentaje de cicatrizacion con el tratamiento
control fue de 94%, sin embargo, el tratamiento del miR-198 presentd una disminucién en el
proceso de invasion, resultando en un 69% de cicatrizacion como se muestra en la Figura 6. En
el caso de la linea celular KATO I11, no presento resultados debido a que no se pudo realizar los

ensayos de esta seccidn por la complejidad hibrida de la linea celular.

24



Cuadro 2. Cicatrizacion en la linea celular AGS posterior a las 72 horas.

Tratamiento  Area total (cm) Area de la herida (cm) Tiempo de exposicion % Cicatrizacion

miR-NC 11.234 5.585 Oh --
11.775 0.6248 72h 94.7%
miR-198 11.237 5.799 Oh --
12.004 3.680 72h 69.3%
Oh - -
72h - -
Control MiR-198

Figura 6. Efecto de miR-198 en la invasion de la linea celular de cancer de géstrico AGS.
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4. Discusiéon

Las terapias genéticas, como los miARN, han captado la atencion al ser parte de cadenas
de regulacién genética en procesos de expresion postranscripcional y sefializacion en diversas
enfermedades, con una influencia directa en procesos celulares (Ghafouri-Fard et al., 2020;
Shah & Shah, 2020). Para el Hsa-miR-198 se ha reportado su expresion andmala en una amplia
variedad de tipos de cancer, donde mantiene una expresion irregular negativa (Wang et al.,
2022). La restitucion o el uso terapéutico dirigido de Hsa-miR-198 podria representar una
estrategia alternativa en el tratamiento del cancer gastrico, ofreciendo un enfoque mas

especifico y potencialmente menos invasivo que las terapias tradicionales.

En la presente investigacion se evalud la capacidad de transfeccion de células
carcinogénicas gastricas con material exégeno, en donde se comprobd la viabilidad de la
transfeccidn celular en ambas lineas celulares estudiadas, bajo condiciones estables, utilizando
un vector de expresion de una proteina verde fluorescente en las lineas celulares AGS y KATO
I1l. Diversos estudios han demostrado que estas lineas son transfectables utilizando
nanoparticulas como Lipofectamina 2000/3000 en estudios de viabilidad y apoptosis celular
(Lin et al., 2019; Streleckiene et al., 2020; Yin et al., 2019), ademas se ha confirmado la
estabilidad de las cargas al formularse con moléculas lipidicas junto a agentes como ADN,
ARNmM y miRs en condiciones in vitro reflejando un envié completo del agente de interés para

este tipo de pruebas celulares (Fus-Kujawa et al., 2021).

Para determinar la eficacia in vitro del Hsa-miR-198 en las lineas de cancer gastrico, se
utilizaron tres factores principales. Primero, la viabilidad celular fue evaluada mediante la
exposicion al miR-198, y se midié la cantidad de células vivas tras la sobreexpresion del miR-
198 utilizando el reactivo MTS. Segundo, se analiz6 la invasion celular para evaluar la
influencia del Hsa-miR-198 en dianas celulares asociadas con la cicatrizacion de la monocapa
celular durante un periodo determinado, comparando los efectos del Hsa-miR-198 y el miR-
NC. Por ultimo, el ensayo en camara de Boyden se utilizé para determinar la capacidad del Hsa-
miR-198 de interferir en procesos de migracion celular, empleando una placa tipo Transwell

con un atrayente quimico para potenciar la atraccién celular.
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El perfil de eficacia del Hsa-miR-198 en la linea celular AGS reflej6 un impacto
significativo en las tres variables celulares analizadas. La tasa de crecimiento se redujo con la
presencia del miR-198, mostrando una diferencia notable en la viabilidad celular, indicando una
influencia en procesos asociados a la proliferacion celular, similar a lo presentado por Quan et
al (2018) mediante absorbancia con el reactivo MTS en células de cancer renal bajo condiciones
similares (Yuan et al., 2021). Ademas, la migracion celular reflejé una tendencia al disminuir
su capacidad, concordando con lo reportado por Zheng et al. (2022), donde se observa una
reduccion en la migracion e invasion celular al inhibir la expresion de un ARNCcirc asociado con
la regulacion de la expresion del Hsa-miR-198 y su influencia en estos procesos celulares, de la
misma forma en los ensayos de invasion celular, la expresion del Hsa-miR-198 en la “herida”
disminuyd la cicatrizacion del area total con una Gnica exposicion, este mismo comportamiento
ha sido también reportado con el Hsa-miR-198 en varios tipos de cdncer, como pulmon (Jin et
al., 2021) y ovario (Xiao et al., 2021).

La intervencion del miR-198 en la linea celular AGS puede afectar multiples dianas
celulares, ya que estas estan alteradas en las células cancerigenas. (Gu et al., 2019; Huang et al.,
2023). Dentro de las cuales, se pueden destacar los receptores Toll-Like 4 (Jin et al., 2021), la
ruta de sefalizacion PI3BK/AKT/mTOR (Amaravadi et al., 2019) y los receptores del factor de
crecimiento de fibroblastos (Kim et al., 2019; J. Zhang et al., 2019). Estan relacionados con la
inhibicidn de procesos de invasion y metastasis por la sefializacion del receptor TL4, evitando
una estimulacion cronica por otros agentes que pueden sobreexpresar factores de necrosis
tumoral y el factor NF-xB que promueven el desarrollo del cancer (Li et al., 2023; Sameer &
Nissar, 2021). Asimismo, el miR-198 cumple como sustrato directo para los receptores del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) que se encuentran sobreexpresados en cancer,
desencadenando rutas transcripcionales que impulsan la tumorogénesis, como la
PIBK/AKT/mTOR (Gu et al., 2019), en donde el miR-198 es objetivo directo de la proteina
P13K (Zheng et al., 2021) manteniendo la estabilidad metabolica, crecimiento celular (Unni &
Arteaga, 2019) y autofagia (Amaravadi et al., 2019; Zou et al., 2020). Debido a mutaciones en
estas rutas celulares, se promueve la metastasis en el cancer gastrico. (Fattahi et al., 2020).

Por el contrario, la linea celular KATO IllI, al aplicar el tratamiento del Hsa-miR-198

reflej6 un menor impacto en las variables analizadas. El factor del crecimiento celular sufri6
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una reduccion en la viabilidad celular a las 24 horas, sin embargo, el crecimiento continuo
durante el periodo analizado, ademas en los ensayos de migracion e invasion celular no se
reflejé afectacion con la expresion del miR-198, este comportamiento anti-proliferativo, sin
afectar procesos celulares como migracion e invasion se ha observado en otros estudios con

distintos miR en la misma linea celular (Baghbanzadeh et al., 2022; Luo et al., 2021).

A diferencia de la linea celular AGS, la linea celular KATO Il presenta una fase
metastasica mas avanzada, con caracteristicas mas agresivas en los procesos de proliferacion e
invasion celular (Tapia, 2022). Esta linea celular tiene la capacidad de adherirse a estructuras
celulares y, al mismo tiempo, permanecer en suspension. Estas caracteristicas la clasifican como
un céncer agresivo debido a su capacidad proliferativa, migratoria e invasiva, tal como se refleja
en los tratamientos analizados. La inconsistencia de resultados entre lineas celulares puede
derivarse por la complejidad molecular de cada una, incluyendo variables genéticas y
epigenéticas presentes en cada linea celular. Por lo tanto, es necesario un anélisis genético méas
profundo para determinar con mayor precision la funciéon y concentracion del microARN
especifico en la linea celular KATO I, para la identificacion de las posibles dianas celulares

que estan involucradas en estos procesos celulares (Baghbanzadeh et al., 2022).

Durante el estudio se demostré que el miR-198 influye en procesos de proliferacion,
migracion e invasion celular. Estos resultados sugieren que el Hsa-miR-198 tiene una
aplicabilidad viable como agente terapéutico anticancerigeno en cancer gastrico. Es necesario
continuar con estudios de caracterizacion para determinar su influencia en genes especificos, lo

que permitira un mayor entendimiento de su potencial.
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5. Conclusiones

La transfeccion celular con complejos de nanoparticulas lipidicas en ambas lineas celulares
de cancer gastrico resultd efectiva para estudios posteriores con los microARN de interés, al

verificarse mediante un vector de expresion de una proteina verde fluorescente.

El Hsa-miR-198 demostro su capacidad para reducir la viabilidad, migracion e invasion
celular en la linea celular AGS, lo cual puede asociarse con varias dianas celulares, incluyendo
los receptores Toll-Like 4 (TL4), la ruta de sefializacion PI3K/AKT/mTOR y los receptores del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR). Este efecto también se ha observado en otros

tipos de cancer, como el de pulmoén y ovario.

En la linea celular KATO III, el Hsa-miR-198 tuvo un impacto menor, reduciendo la
viabilidad celular a las 24 horas, pero sin afectar significativamente la migracion e invasion
celular. Este comportamiento es consistente con otros estudios que reportan caracteristicas mas

agresivas y una fase metastasica avanzada en la linea celular.

Las diferencias entre las lineas celulares AGS y KATO IlIl pueden deberse a su

complejidad molecular, incluyendo variables genéticas y epigenéticas.

Estos hallazgos subrayan el potencial del Hsa-miR-198 como agente terapéutico en el
tratamiento del cancer gastrico, destacando su capacidad para influir en la reduccion de la
migracion e invasion celular a través de multiples dianas celulares y rutas de sefializacion. Esto
sugiere un potencial terapéutico hacia una estrategia efectiva y menos invasiva para el

tratamiento del cancer gastrico.
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6. Recomendaciones

Realizar analisis genéticos exhaustivos como RT-gPCR, para identificar las dianas
celulares implicadas en estos procesos celulares.

Llevar a cabo estudios de caracterizacion de genes especificos asociados con el miR-
198, con el fin de determinar con mayor precision su potencial terapéutico.

Incluir el analisis de otras variables celulares como ensayos de apoptosis celular o
migracion por medio de Matrigel o kits de ensayos de migracion e invasion, en la linea
celular KATO II1 para evaluar su interaccion con el miR-198 y su influencia en los
procesos tumorigénicos.

Evaluar los procesos celulares mediante diferentes metodologias complementarias
permite un mejor entendimiento y variabilidad en los comportamientos celulares al

trabajar en condiciones in vitro.
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