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Resumen

La infeccion por Helicobacter pylori ha sido descrita como el principal agente etioldgico del cancer gastrico.
Su control es una prioridad para la salud publica debido a que infecta aproximadamente a la mitad de la
poblacién mundial y es responsable del 60 al 70% de todos los adenocarcinomas y linfomas gastricos. Con
el aumento de la resistencia a antibiéticos y la disminucion en las tasas de erradicacion, aumenta el tiempo
de exposiciéon a su principal factor de patogenicidad, la proteina CagA, que altera numerosas vias de
sefializacion celular, aumentando el riesgo de carcinogénesis. Frenar sus efectos es importante en aquellos
pacientes con H. pylori de dificil erradicacion que pueden exponerse de manera crénica a la patogenicidad
de dicha proteina. Por esta razon, nuestro objetivo es disefiar un “High-Throughput Screening” para
identificar “hits” que eviten los efectos desencadenados por CagA. Se basaria en detectar la presencia o
ausencia de sefial luminica en funcién de la expresion del gen de la luciferasa. Para ello se emplearia la
linea celular GES-1 que expresaria este gen bajo el control del promotor del oncosupresor runx3, el cual
esta regulado a la baja por CagA. Asi, si una molécula inhibiera en algun punto la sefializacion de CagA, se
observaria un aumento de la sefial luminica. Con el fin de cribar y clasificar los compuestos obtenidos
realizariamos un segundo ensayo con una cepa de H. pylori modificada que produjera CagA acoplada a
una porcion de nanoluciferasa, y la linea celular AGS que expresaria la porcion restante. Un aumento en la
emision de luz implicaria que se ha producido la translocacion de CagA-nanoluciferasa al interior celular.
Por ultimo, a partir de los “leads” obtenidos se realizaria un estudio pormenorizado por métodos estandar
in vitro e in vivo de los procesos desencadenados por la infeccion.
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Introduccién

El cancer gastrico (CQG) es el cuarto tipo de tumor con mayor incidencia y mortalidad en el mundo. Se
estima que en el afio 2020 se diagnosticaron mas de 1 millon de casos a nivel mundial, de los cuales
fallecieron 768.793 (7,7% de todas las muertes por cancer) [1]. El CG se puede clasificar en tumores del
area del cardias y tumores no-cardias. Este ultimo representa la mayoria de casos, ya que se asocia
principalmente con factores ambientales como el consumo de sal, alcohol, condimentos, benzopirenos,
alimentos ultraprocesados y tabaco, entre otros. Sin embargo, su factor etiolégico mas importante es la
infeccion por Helicobacter pylori [2].

La colonizacion del epitelio estomacal por H. pylori es la infeccion créonica mas comun en el mundo y uno
de los principales factores que conlleva al desarrollo de CG. Se estima que aproximadamente el 50% de
toda la poblacion mundial estd colonizada por dicho microorganismo y del 60 al 70% de todos los
adenocarcinomas y linfomas géstricos son producidos por la inflamacion cronica causada por esta bacteria
[1]. Aunque la gran mayoria de personas infectadas por H. pylori no llega a desarrollar sintomatologia
severa, en el 20% se produce una gastritis atréfica y metaplasia intestinal, lo cual favorece el desarrollo de
ulceras gastricas y cambios en la estructura celular, que acaban produciendo CG [3]. Por esta razén, H.
pylori es clasificado como un carcinogeno de tipo I segin la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC), una division de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [4].
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Para el manejo de esta infeccion es prioritario el diagnostico temprano y la erradicacion de la bacteria. La
identificacion normalmente se basa en un método no invasivo como el test de antigeno en heces o el test de
urea en el aliento. Una vez diagnosticada, el tratamiento consiste en la administracion de una terapia triple
y cuadruple con antibidticos, sales de bismuto y un inhibidor de la bomba de protones [5]. Sin embargo, el
mal uso de los antibioticos y la capacidad adaptativa de esta bacteria le han conferido multiples sistemas
de resistencia que dificultan su erradicacion [6]. Por este motivo, la OMS ha clasificado a H. pylori como
un patoégeno prioritario para la salud publica a nivel mundial [7].

Uno de los principales problemas de la inefectividad de las terapias actuales es que se prolonga el tiempo
de exposicion a los efectos patologicos causados por H. pylori en el epitelio gastrico, aumentando el riesgo
de desarrollar metaplasia intestinal y CG. Siguiendo la tendencia actual, en los proximos afios podria darse
un incremento de estas patologias, lo cual tendria repercusiones importantes en la salud humana y en la
carga de los sistemas sanitarios. Por tanto, nuestro objetivo es identificar compuestos para prevenir el
desarrollo de metaplasia intestinal y CG producido por la infeccion por H. pylori de dificil erradicacion.

Helicobacter pylori: mecanismos de patogenicidad

H. pylori es una bacteria anaerobia, gram negativa, flagelada que se transmite principalmente por via fecal-
oral, la falta de salubridad y la interaccién con huéspedes infectados. Una vez en el interior del organismo,
el ciclo de vida de la bacteria se divide en cuatro etapas: 1) adaptacion al ambiente 4cido del estomago, 2)
movimiento hacia el epitelio estomacal, 3) adhesion y colonizacion y 4) dafio celular y tisular [8].

Cuando H. pylori llega al estobmago sobrevive al ambiente acido del mismo gracias a la enzima ureasa que
reduce el pH de su entorno y constituye la base del test diagnostico de urea en aliento. La bacteria usa el
flagelo para posicionarse en el epitelio gastrico, con el que interacciona mediante multiples proteinas de
membrana de la familia Hop (“Helicobacter outer membrane proteins”), que incluye SabA, BabA, HopQ,
OipA, HopB y HopC [9].

La adhesion de la bacteria al epitelio gastrico constituye un paso fundamental, puesto que da inicio a la
llamada “cascada de la carcinogénesis” de H. pylori. Seguidamente se produce la translocacion de la
proteina CagA mediante el sistema de secrecion tipo IV (T4SS) bacteriano. CagA es responsable de la
activacion y alteracion de diferentes vias de sefializacion que acaban promoviendo el desarrollo de CG.
Algunas de las mas destacadas son la via de MAPK, las vias que involucran a la 3-catenina, NF-xB [10] y
la via de PAR-1 [11], entre otras (Figura 1).
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Figura 1.- Principales vias alteradas por CagA y su relacion con el desarrollo de cancer gastrico.
Elaboracion propia utilizando BioRender.

Una vez que CagA es translocada al interior celular mediante el T4SS, quinasas de la familia Src o c-Abl
la fosforilan en residuos de tirosina de su motivo EPIYA. Esta fosforilacion permite su interaccioén con el
dominio SH de la oncoproteina SHP,, produciendo una estimulacién aberrante de esta Ultima y una
activacion prolongada de la via de ERK. Esto promueve la progresion de fase G1 a S, aumentando asi la
proliferacion celular, ademas de la migracion y la invasion en las células epiteliales gastricas [12, 13].



Adicionalmente, varios mecanismos dependientes de CagA producen un incremento de la B-catenina
citoplasmatica y, por tanto, de la expresion de genes dependientes de ella. En concreto, CagA interacciona
con las E-cadherinas, con el factor de transcripcion RUNX3 y con las vias de WNT y PI3K, favoreciendo
la translocaciéon de B-catenina al nucleo para transcribir genes como c-Myc y TCF, implicados en
proliferacion, migracion e invasion [14].

Metodologia

“Target-based assay”

En una primera aproximacion planteamos el desarrollo de un ensayo basado en diana (“target-based
assay”). Las moléculas candidatas mas prometedoras como blancos terapéuticos fueron la proteina de
adhesion HopQ, el T4SS y la interaccion EPIY A-SHP,.

Proteina de adhesion HopQ

Se ha identificado que la proteina de la membrana externa HopQ favorece la adherencia y la translocacion
de CagA al actuar como un cofactor del T4SS. HopQ se une selectivamente a un conjunto de receptores de
la familia de moléculas de adhesion celular CEACAM. Tanto el “knock-out” mediado por CRISPR/Cas9
de CEACAM como la insercién de una cepa mutante carente de HopQ mostraron una reduccioén de la
translocacion de CagA en estudios anteriores [15]. Esto supondria una disminucién de los efectos
carcinogénicos de dicha proteina, lo que convierte a HopQ en una interesante diana terapéutica.

Sistema de secrecion tipo IV

El T4SS tiene una estructura altamente compleja formada por un minimo de 12 proteinas codificadas en la
isla de patogenicidad Cag-PAI [16]. Trabajos previos han demostrado que inhibidores que actan a nivel
de la ATPasa que forma parte de este sistema reducen la translocacion de CagA al interior celular [17]. Al
igual que en el caso anterior, esto conllevaria una disminucion de los efectos oncogénicos de CagA.

Interaccion EPIYA-SHP:

Estudios anteriores han demostrado que SHP, tiene una elevada afinidad por los motivos EPIYA
fosforilados de CagA y sugieren varias estrategias para diseflar posibles inhibidores [18]. La primera seria
la utilizacion de un péptidomimético que contenga un motivo similar a EPIYA, de manera que imite a CagA
para evitar la union de esta con SHP,. Otra alternativa podria ser la inhibicion de la interaccion entre SHP,
y CagA (Figura 2) para impedir la activacion de la via de MAPK.

Figura 2.- Visualizacion tridimensional mediante PyMOL viewer de la estructura molecular de SHP»
(“surface”) y su interaccion con el motivo EPIYA de CagA (“sticks™).

A pesar de la existencia de dianas terapéuticas, uno de los principales inconvenientes a la hora de disefiar
un ensayo “target-based” en patologias causadas por microorganismos es que son estructuras de alta
complejidad y que utilizan numerosas vias de evasion para llegar a su objetivo. Debido a esto, como
aproximacion final planteamos la realizacién de un ensayo fenotipico.

Ensayo fenotipico: Disefio del “High-Throughput Screening” (HTS)

El disefio del HTS o cribado de alto rendimiento es un proceso de descubrimiento de fArmacos que permite
testar de forma rapida y automatica una gran cantidad de compuestos. El HTS fenotipico propuesto en el
presente trabajo tedrico, comienza con la seleccion de un sensor celular localizado aguas abajo de la cascada
de senalizacion inducida por CagA que reporte sobre la translocacion de dicha proteina al interior celular.



Numerosos estudios han relacionado el gen supresor de tumores runx3 con la inhibicion del desarrollo de
cancer gastrico, en concreto, se ha observado que su expresion estd disminuida en él y que su sobreexpresion
inhibe la capacidad de invasion y migracion de las células tumorales[19-21]. RUNX3 pertenece a una
familia de factores de transcripcion denominada RUNX, que consta de tres miembros, que comparten el
dominio de unién al ADN 'Runt' altamente conservado [22].

En el contexto de la infeccion por H. pylori, CagA regula a la baja la expresion de este gen,
fundamentalmente a través de la via de MAPK, aunque también induce la metilacion de su promotor o la
degradacion de la proteina por el proteasoma [21, 23, 24] (Figura 2). De este modo, un inhibidor de la via
a cualquier nivel supondria un aumento de la expresion de runx3, que podria ser detectado mediante algun
método de screening.
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Figura 3.- Regulacion de la expresion del gen runx3 y de los niveles de proteina por CagA. Elaboracion
propia utilizando BioRender.

Una vez seleccionado el gen sensor y basandonos en trabajos anteriores [23], para el ensayo fenotipico in
vitro se disefiaria un experimento en el que se sustituyera la secuencia codificante del gen runx3 por la del
gen de la luciferasa. En primer lugar, se amplificaria la secuencia promotora del gen de interés mediante
PCR empleando unos primers especificos. En segundo lugar, dicha secuencia se clonaria en el vector basico
pGL3 comprado de Promega (Figura 3) para construir el vector “reporter” que contendria asi el gen de la
luciferasa regulado por el promotor de runx3.
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Figura 4.- Vector basico pGL3 que se emplearia para el clonaje de la secuencia promotora del gen
runx3 (Promega).

Un aspecto a tener en cuenta en el diseflo es que es que debe ser realizado en células gastricas co-cultivadas
con H. pylori para emular las condiciones fisioldgicas en la que actua CagA. Teniendo en cuenta esto, se
cultivaria la linea de células epiteliales gastricas humanas GES-1 proporcionada por la American Type
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Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA), en placas de 24 pocillos y se incubaria hasta alcanzar
una confluencia del 90%. Posteriormente serian transfectadas con el vector construido anteriormente
utilizando el reactivo de transfeccion FUGENE HD (Promega) (Figura 4). Los ensayos de luciferasa se
realizarian utilizando el Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante.
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Figura 5.- Esquema de trabajo a seguir para el disefio del HTS. (1) Amplificacién de la secuencia
promotora del gen de runx3. Adaptado de [22]. (2) Clonaje de la secuencia amplificada en el vector
basico pGL3 y transfeccion de células GES-1. (3) Co-cultivo de la linea celular modificada generada
con la cepa de H. pylori 26695. Elaboracion propia utilizando BioRender.

Por ultimo, una vez generada una linea celular estable que contuviera el gen de la luciferasa bajo el control
del promotor del gen de runx3, se realizaria un co-cultivo de dichas células con la cepa de H. pylori 26695
(ATCC 700392) en placas de 96 pocillos para seguidamente realizar el screening (HTS) de nuestra
coleccion de compuestos. Cuando H. pylori infectara las células y CagA se translocara, disminuiria la
emision de luz por su efecto en la regulacion de runx3, pero si una molécula (posible “hit”) inhibe en algin
punto la sefializacion desencadenada por CagA, se incrementaria la expresion del gen regulado por el
promotor de runx3 y observariamos un aumento de la sefial luminica (Figura 5).

promotor runx3 ﬁ ; : promotor runx3
| TUc reporter] ' | IUC reporier}

Ausencia de £ Luciferasa
luciferasa g% i B
5 5 Lisis celular y adicién

Lisis celular y adicién P il ; ™ del sustal"rato

del sustrato i

Medida de la ' Medida de la

actividad : act_luldad
luciferasa luciferasa

Figura 6.- Ensayo HTS basado en la emision de luz. Aquellos compuestos que inhibieran la accion de
CagA, no disminuirian la expresion del gen de la luciferasa, que se expresaria y provocaria una sefial
luminiscente. Elaboracion propia utilizando BioRender.

Trabajos anteriores emplean un screening fenotipico de una quimioteca de peptidomiméticos que afectan a
la funcion o ensamblaje del T4SS [25-27]. Estos compuestos que actuarian a nivel bacteriano son moléculas
que poseen un esqueleto formado por un fragmento peptidomimético de 2-piridona fusionado con un anillo
central. En el caso que nos ocupa, planteamos como posible alternativa realizar un screening de moléculas
pequeiias que pudieran acceder tanto al interior de la bacteria como de la célula interfiriendo a cualquier
nivel, provocando el mismo efecto fenotipico final.
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Tras el HTS se obtendrian una serie de “hits” que producirian un aumento de la expresion de luciferasa
visible en un incremento de la emision de luz. El principal problema esperado es que debido a que el sensor
estudiado esta localizado aguas abajo de la via de sefializacion de CagA podria haber multitud de dianas
posibles y demasiados compuestos que tuvieran un efecto fenotipico final. Con el objetivo de hacer un
cribado de dichas moléculas y facilitar el proceso de deconvolucion de la diana posterior proponemos
realizar un segundo ensayo que permitiera discriminar aquellos “hits” que actian a nivel de la bacteria de
los que lo hacen a nivel intracelular. Este se basaria en la utilizacion de una nanoluciferasa partida, técnica
altamente sensible que varios estudios han empleado para la monitorizaciéon de la translocaciéon de CagA
[28, 29]. El ensayo requeriria emplear una cepa de H. pylori que produjera CagA con un tag de 11 residuos
de la proteina luciferasa en el extremo N-terminal (CagA-HiBiT). También se precisaria de la linea celular
AGS (ATCC CRL-1739), que se disefiaria para producir de forma estable el resto de la proteina luciferasa
(NanoLuc-LgBiT). La luciferasa NanoLuc utilizada para estos ensayos es una forma pequefia altamente
estable de la enzima que utiliza furimazina como sustrato y generaria una sefial luminiscente. Tras el co-
cultivo de H. pylori con las células gastricas, la translocacion de CagA marcada con HiBiT permitiria la
reconstitucion de la actividad de la luciferasa y la emision de luz (Figura 6).
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Figura 7.- Ensayo de nanoluciferasa partida para el cribado de los compuestos obtenidos en el HTS.
La cepa de H. pylori empleada estaria disefiada para producir la proteina CagA fusionada con un péptido
de 11 aminoacidos de la proteina luciferasa (CagA-HiBiT tag). Las células diana producirian el resto
de la proteina luciferasa (NanoLuc-LgBiT). Tras la translocacion de la proteina efectora en las células
huésped, las dos proteinas interactuarian y, en presencia de un furimazina se generaria una sefial
luminiscente. Elaboracion propia utilizando BioRender. Adaptado de [28, 29].

En el caso de aquellos compuestos que actuaran a nivel de la bacteria inhibiendo la translocacion de CagA
no se observaria sefial, lo que permitiria diferenciarlos de aquellos que actuaran a nivel de las vias de
sefializacion celulares alteradas por CagA (Figura 7). Ademas, CagA etiquetada con HiBiT translocada se
ha comprobado que sufre fosforilacion en tirosina dentro de las células gastricas y provoca cambios en la
forma celular, similar a lo que se observa con CagA no modificada, por lo que la modificacion no interfiere
con los efectos ni fenotipos posteriores de la proteina [28].
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Figura 8.- Clasificacion de los compuestos obtenidos tras el HTS en aquellos que actuaran inhibiendo
la translocacion de CagA a nivel bacteriano y en los que lo hacen a nivel intracelular. Los primeros no
permitirian la reconstituciéon de la nanoluciferasa y, por tanto, no producirian emision de luz, a
diferencia de los segundos. Elaboracion propia utilizando BioRender.

Después del cribado se obtendrian una serie de compuestos candidatos o “leads”, a partir de los cuales se
realizaria un estudio pormenorizado de las rutas de sefializacion por métodos estandar.



Ensayos in vitro

Una vez realizado el HTS, se disefiarian diferentes ensayos in vitro para evaluar los “leads” previamente
seleccionados. Para ello se emplearia la linea celular de adenocarcinoma gastrico AGS (ATCC CRL-1739),
y la cepa de H. pylori 26695 (ATCC 700392). En primer lugar se realizarian estudios de toxicidad mediante
un ensayo MTT con el fin de evaluar la citotoxicidad de los compuestos y la viabilidad celular.

En segundo lugar, en aquellos compuestos que actuaran antes de la translocacion de CagA (previamente
clasificados gracias al cribado con CagA-nanoluciferasa) se estudiaria la formacién de pili dependiente de
T4SS, ya que en diversos estudios se ha observado que esta es fundamental para que CagA pase al interior
celular [30]. Para ello, el cultivo de células infectadas con H. pylori se incubaria con los compuestos
seleccionados durante 12 horas, tras las que se evidenciaria la presencia o ausencia de pili utilizando
microscopia electronica de barrido [25].

Seguidamente, se estudiaria la colonizacion de la superficie celular por H. pyloriy su proliferacion, puesto
que trabajos anteriores han demostrado que CagA juega un papel principal en dicho proceso. Para ello, se
cultivarian las células en un “transwell” con el fin de plasmar mejor el ambiente celular, se infectarian las
células y, a continuacidn, se incubarian con los diferentes compuestos. Posteriormente se observarian por
microscopia de fluorescencia confocal usando anticuerpos anti ZO-1 y anti-HP a diferentes tiempos (24,
48 y 72 horas) y se realizaria una cuantificacion del volumen de fluorescencia [31].

Por ultimo, para conocer a qué nivel actuarian aquellos compuestos que interfieren con la actividad celular
de CagA, se estudiarian las diferentes vias de sefializacion desencadenadas por dicha proteina mediante
Western Blot. Para ello se cultivarian las células previamente infectadas con la cepa de H. pylori con los
compuestos de interés y se analizaria: la activacion de CagA comparando la proteina fosforilada y sin
fosforilar [25], y la activacion de proteinas pertenecientes a las diferentes vias de sefializacion.

Ensayos in vivo

Los compuestos que mejores resultados arrojen pasarian a ser evaluados en modelos animales. Basandonos
en otros estudios, disefiariamos diferentes ensayos in vivo utilizando modelos de ratas Wistar, ratones
Swiss-Webster o jerbos mongoles SPF. Estos se mantendrian en jaulas individuales, con acceso restringido
a los alimentos (9 a 10 am. y 5 a 6 p.m.), lo que permite un ayuno adecuado para las administraciones de
H. pylori [32-34].
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Figura 9.- Grupos de animales para estudios in vivo. “Grupo control” compuesto por animales no
inoculados con H. pylori; “grupo control H. pylori” compuesto por animales inoculados por via
orogastrica con H. pylori (1 x 10° células) que no recibieron tratamiento; “dosis alta” y “dosis baja”
administrados todos los dias con el compuesto de interés durante doce semanas ademas de la
inoculacion de H. pylori (1 x 10° células). Elaboracion propia utilizando BioRender.

La inoculacion intragastrica se realizaria dos veces al dia durante siete dias con 1 mL de diferentes cepas
de H. pylori: H. pylori ATCC 43504 (Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ, Brasil), H. pylori ATCC 49503
(American Type Culture Collection, Manassas, EE. UU). Estas se cultivarian previamente con suero bovino
al 10% a 37°C 72h en atmosfera humidificada con 5% CO. y mantenidas en caldo Mueller-Hinton a -20°C.

Los animales serian sacrificados en diferentes tiempos post-administracion (0, 6, 12 semanas) para analisis
inmunohistoquimicos e histopatologicos del tejido estomacal. En el caso de existir infeccion por H. pylori,
observariamos una infiltracion de células inflamatorias, reduccion de estructuras glandulares, y aumento de
tamafio nuclear de las células epiteliales, asi como figuras mitoticas ocasionales, consecuencia del dafio
epitelial causado por la infeccion.

Como alternativa, para trasladar las principales caracteristicas de la patogenia de CagA sin tener en cuenta
el proceso de infeccion, utilizariamos un modelo transgénico de zebrafish que sobreexpresa CagA regulado
por un promotor de actina. Este no requeriria el empleo de una cepa de H. Pylori e induce patologia
intestinal dando lugar a un aumento de la proliferacion epitelial (independiente de la fosforilacion de CagA),
acumulacion de B-catenina e hiperplasia intestinal [35].



Por ultimo, en lo que respecta a la posible via de administracion, la via oral conduce a tiempos de vaciado
gastrico impredecibles, ademas de a una liberacion parcial del farmaco [36]. Por ello, otra alternativa a
explorar seria la utilizacion de microparticulas porosas gastrorretentivas. Este sistema se basa en
microparticulas porosas fabricadas mediante electrospray cargadas de farmacos que actiian localmente en
el estomago [37, 38]. Estas microparticulas presentan una menor densidad en comparacion con el contenido
gastrico, por lo que permanecen flotando en el estomago, aumentando la gastrorretencion y reduciendo las
fluctuaciones de sus concentraciones plasmaticas. Asi, el farmaco se libera lentamente y de manera
continua, mejorando la biodisponibilidad y reduciendo los efectos adversos. Tras la administracion, para
medir la biodistribucién de los compuestos in vivo, se realizaria un marcaje isotopico de estas
microparticulas con *'I seguido de escaneos por gamma-imaging.

Discusion y conclusiones

La infeccion por H. pylori es una de las enfermedades infecciosas mas prevalentes en todo el mundo. Se ha
demostrado que es uno de los agentes etiologicos mas importantes del CG, que continua siendo una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Tanto es asi, que la OMS ha clasificado a H. pylori como un
carcindgeno de tipo I [3]. La erradicacion de la infeccion es la principal estrategia para la prevencion del
CG. Sin embargo, se esta viendo dificultada por el notable aumento de las resistencias a los tratamientos
antibioticos actuales [6], lo que conlleva un mayor tiempo de exposicion al factor de patogenicidad CagA,
principal promotor de la carcinogénesis gastrica. Por este motivo, en este trabajo tedrico proponemos la
realizacion de un HTS fenotipico con el fin de encontrar compuestos que impidan la accion de la proteina
CagA para prevenir asi el desarrollo de CG en sujetos que estén expuestos de forma prolongada a la
infeccion por H. pylori.

Numerosos estudios han realizado ensayos basados en diana con este proposito. M. Hilleringmann et al.
identificaron inhibidores de la ATPasa del T4SS mediante HTS [17]. Del mismo modo, J. Sayer et al.
disefiaron y sintetizaron compuestos que inhibian este componente bacteriano [26, 27]. A pesar de ser una
prometedora diana terapéutica, el T4SS es una estructura de elevada complejidad, lo cual hace necesario
mas estudios acerca de su funcionamiento. Por ello creemos que un ensayo fenotipico basado en la seleccion
de compuestos que tengan un determinado efecto final es una buena aproximacion para abordar nuestro
objetivo.

Una de las limitaciones del disefio del HTS fenotipico es la obtencion de una gran cantidad de moléculas
que pueden tener el mismo efecto bioldgico. Por ello, exponemos las ventajas de realizar un segundo ensayo
de cribado, que no solo facilitaria la clasificacion de los “hits” obtenidos en el HTS, sino también el proceso
de deconvolucion de la diana posterior.

En conclusién, consideramos que el presente trabajo tedrico podria aportar numerosos beneficios teniendo
en cuenta el notable incremento de las multirresistencias bacterianas, asi como la elevada prevalencia de
CG asociado a la infeccion por H. pylori, y los costes econdmicos, sociales y sanitarios que todo esto
conlleva.
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