NS 0
E(J BIBLIOTECA =
w _CENTRAL ¢,

FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
ESCUELA DE POSTGRADO

“Estudio del efecto de MICA expresado por
células de cancer gastrico en la activacion de
funciones efectoras de células NK”

Tesis entregada a la Universidad De Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Grado de:

Magister en Ciencias Biologicas

Karina Loreto Kramm Vergara

Directora de Tesis
Dra. Maria Carmen Molina

Co-Directora de Seminario de Titulo
Dra. Carolina H. Ribeiro

Diciembre, 2014
Santiago-Chile




INFORME DE APROBACION TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis
de Magister presentada por la candidata

KARINA LORETO KRAMM VERGARA

“Estudio del efecto de MICA expresado por células de cancer
gastrico en la activacion de funciones efectoras de células NK”

Ha sido aprobada por la comisién de Evaluacion de la tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Ciencias Biolégicas , en el examen de Defensa
Privada de Tesis rendido el dia jueves 27 de noviembre de 2014.

Dra. Maria Carmen Molina
Directora de Tesis

Carolina Hager Ribeiro
Co-Directora de Tesis

Comision de Evaluacion

Dra. Maria Rosa Bono
Presidenta

Dr. Tulio Nuriez




A mi Familia , Edelcita y Suri




AGRADECIMIENTOS

- Primero quisiera agradecer a mi papa y mama por su apoyo, preocupacion, paciencia y
por regalonearme al maximo cada vez que voy a Chillan a visitarios.

A mi hermana por la compafiia, paciencia y buenos momentos durante toda mi vida y
estos anos universitarios.

Agradezco también a la Dra. Maria Carmen Molina, directora de este seminario de
titulo, por recibirme en su laboratorio y brindarme su apoyo y guia en el franscurso de
este trabajo.

A la Dra. Carolina H. Ribeiro, co-directora del seminario, por su ayuda, consejos y sus
grandes aportes a la tesis.

A mis compaiieros del laboratorio: Maca, Caro, Bastian, Vale, Lorenzo, Agnes, Marce,
Daniel, Felipe, Gabriel por su compaiiia, buena onda y ayuda deniro y fuera del
laboratorio.

Al IBT, LIAM por su buena disposicion y prestarme muchas veces los equipos.

Al programa de Inmunologia en general por hacer que el transcurso de el tiempo
desarrollando mi tesis sea mucho mas ameno.

A mis compaiiercs de la Universidad por su amistad y hacer estos afios en Santiago
entretenidos y llevaderos, principalmente a la Pame, Manu, Amparo, Nicole, Caro P.,
Diego, Caro O., Nacho, Pablo y Leo.

A mis amigas del colegio por apoyarme cuando lo necesite: Maca, Carola, Joce,
Camila S., Espe, Marietta, Paula, Negra, Camila J., Ana Luisa, Cote y Marcela.

A mi tia Adriana, Betly y tio David por acogemos en Santiago y ser siempre tan
carifiosos.

A la Edel y a la Surita por hacerme siempre compafiia.

A todos ustedes, muchas gracias!

iit




FINANCIAMIENTO

Fondecyt Regular 1130330
Fondecyt de Iniciacion 11110456

Beca CONICYT para Estudios de Magister en Chile, 2011.




iNDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS......cocccuviatinrsssnssrmesasecassasamssnmsessssnesseanssanssssmsmensenassases i

INDICE DE TABLAS : . vii

INDICE DE FIGURAS ....ccccutmsmmmsmsrmmmssnsessessassmssssmssmsssssnssssassasesssessessssastasss viii

LISTA DE ABREVIATURAS S

RESUMEN O xii

ABSTRACT EA0A848s08aesea RSN RSN ARASE R AARSRSE RS NARR AN SRR EEOSA OSSR RN NS AR RO BRSSO R O NS xv

1. INTRODUCCION ..c.eeemrussrssrensmssesssmssessemssesssmssmssscsesmstasemsssssssmssssessssssssesessasmssasessasas 1

1.1. Cancer gastrico............ Heeeteeissssstiessmssterisssnssesssissesssssessssssssnsesissssseeees 1

1.2. Sistema Inmune y células NK ... s o, 3

1.3. Activacion de [as células NK..... e 5

1.4. Receptor NKG2D ........ccciimimsiiiciriise s e e sssasssssssssnaseans 5

1.5. Ligandos del receptor NKG2D ...ttt ssssasnssane 7

1.6. Expresion de NKG2DLS......ccooeemmecncerscie e s sessassassnenins 8

1.7. Evasién del sistema iNMUNE .ivev e sssaess 10

g IR TR o e (=T = S 15

1.9. Objetivos.......cccrreeciiiirinnne eemeeraseseeeseesssessesssessesssscissesastesesssnssesens 15

1,10, ODbjetive GENEral.........cocrererieecrcrecaceerarrrrsnrrresmrrsreeeeseaeresareresansessssesssaeresasessan 15

1.11. Objetivos especiiCos ..........ccniiinier 15

2. MATERIALES Y METODOS ...cccvermmmmmsmmsemssmsenssasesssmssmssassasensessas 16

2.1, PAGIENIES ..o eeccessttes sttt et s g e e 16

2.2, 3angre PerifEriCa.......coiimmmimmsimimsiii st sassesane 18

2.3, Lineas CRlUIAres..........cc.icviisinsmsmsnii s sssssiniressesmesressioesrene 18

2.4. Deteccién de MICA y MICB soluble en suero de pacientes .......cccoccvecveneee 18
2.5. Preparacion de suspensiones celulares desde el tejfido tumoral y de

MUCOSA GASITICA....ccceceiiiriercccreecceeraeensasssssacseeereesssssansrasassesssssasnanesereasssnnne 19

2.6. Deteccion de MICA en células derivadas de tefidos tumorales.................... 20
2.7. Analisis de la expresion del receptor NKG2D en células NK infiltrantes

por citometria de flujo .... eeeseeteseesesaeeiTeRIeEEEeENIEELE LR ELEe R e e b tneereanns 21

2.8. Aislamiento de PBMC ........iiiiniiimsiniciereerscensmeesesenssesoesesarssesssssnas 22
2.9, Analisis de la expresion del receptor NKG2D en células NK y linfocitos T

CD8" de sangre periférica por citometria de flujo .....ccccueeeenvercnncnieinennene 23




N

2.10.

Andlisis de las funciones efectoras de células NK de sangre petiférica
de pacientes con cancer gastrito ......cciirirnin e

2.11. Efecto de sueros de pacientes con CG sobre la expresion del receptor
NG 2D 01 s ivesistriasrasmrrrisnmeresmeeesssssasssssssmt e ssam e st e e s sar s seat s assmsshams e s sbesansnsssans
2.12. Modulacién de la expresion del receptor NKG2D por el sobrenadante de
cultivo de tumores de pacientes con CG ...
2.,13. Correlacidn entre los niveles de expresion de MICA con parametros
clinico-patologicos de la enfermedad ........ceoreeiiiiicciin
2.14. Andlisis estadiSticn ......uiciirrierr e
RESULTADOS
3.1. Niveles de MICA en superficie de células derivadas del tumor primario
de pacientes con cancer gasttito ... ——
3.2. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK infiltrantes del
L4079 ToT gV 0 114 o=
3.3. Niveles de!l receptor NKG2D en superficie de células NK de sangre
periférica en pacientes Con CG. s
3.4. Niveles de sMICA sérico en pacientes con CG ......ccccvvcecviimeernvnresssssssssennns
3.5. Expresion de CD107a y produccidon de IFN-y por células NK en
pacientes con CG .................. eeeeesseieieiineiiseessreesEeeariessessrisriesnnseaeieanneaneaan
3.6. Efeclo del suero de pacientes con CG sobre la expresion de NKG2D en
células NK NOTmMales ..ouvmeiierriiicceeeiniiccsissnnnrrs s sesesassnnnessssseeessnansesses
3.7. Efecto del sobrenadante de cultivo de tejido tumoral de CG sobre la
expresion de NKG2D en células NK normales........ccccvinninniniesceennnnns
3.8. Correlacién de los niveles en superficie del receptor NKG2D, MICA vy
sMICA con los parametros clinico-patolégicos de la enfermedad.................
DISCUSION ..concurernrnmsnmsssssnnasns
4,1. Expresion de MICA en células derivadas del tumor de pacientes con CG...
4.2, Expresion de NKG2D en células NK y linfocitos T CD8" en CG.........ccvv....
4.3. Expresion de sMICA y del receptor NKG2D y su correlacion con
parametros clinico-patoldgicos en cancer gastrico
RESUMEN Y CONCLUSIONES.....conceceemcsnsrsses
ANEXOS ... nisnnssssssssssnsssssassssssanss
BIBLIOGRAFIA .......cccee..

vi

70
75
77
84




iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patolagicas de los pacientes con cancer gastrico.... 17

vii




iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema representativo de sefializacion del receptor NKG2D.................... 7
Figura 2. llustracion representativa de los NKG2DL humanos en comparacion con

Ta molécula MCH de Clase L. errerreeererccreeer e e senns s s s naeenasas 9
Figura 3. Estrategia de analisis para las células tumorales...........ccoiinvrnsniscnnaen 3

Figura4. El tejido tumoral presenta un mayor porcentaje de células

Figura 5. Niveles de MICA en superficie de células tumorales y de mucosa
gastrica de pacientes con CG.... i niinsreseeaeonnn 34

Figura6. Los niveles del receptor NKG2D estdn reducidos en células NK
infilrantes de tumores de pacientes con CG.....ccveieceeeerveconncrcuerescmenencens 36

Figura7. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y T CD§"
circulantes en pacientes con CG. ... 39

Figura 8. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y linfocitos T
CD8" infiltrantes del tUMOL. ... ..cceevereerrseeeecsecsarsnesseesasssersasesessessessnssssassnes 39

Figura 9. Correlacion entre los niveles de MICA en superficie de células tumorales
de pacientes con cancer gastrico y expresion de NKG2D en células'NK. .40

Figura 10. Niveles séricos elevados de sMICA en pacientes con cancer gastrico. ......41

Figura 11. Asociacion entre los niveles séricos de sMICA séricos en pacientes con
cancer gastrico y los niveles del receptor NKG2D en superficie de
CElulas CHOIOXICAS. ..o eicrivvveinierrr s s rsssssssassa s e es s s s eaasan 42

Figura 12. La linea celular de adenocarcinoma MKN45 posee mayores niveles de
MICA y MHC-I que células K562.............coomiecerrrrrcrecnrner e recerenneens 43

Figura 13. Niveles de CD107a y produccion de [FN-y por células NK circulantes en
pacientes COM TG . assssssssrsnse s sesisenssssnine 44

Figura 14. El suero de algunos de pacientes con CG disminuye los niveles de
NKG2D en superficie de células NK............rrerrieencmrermmmesnieeinseeennn. 47

Figura 15. El sobrenadante de cultivo de tumor gastrico presenta tanto sMICA como

Figura 16. Efecto del sobrenadante de cultivo de un tumor MICA” sobre los niveles
de NKG2D en cAIUas NK. c.ooveeierrisreeeeeeitiireseerssesssssnsnessesessssnnsessnsessssssss 31

viii




Figura 17. Presencia de sMICB en el suero de pacientes con cancer gastrico............ 51

Figura 18. Correlacion entre los parametros clinico-patologicos de pacientes con
CG y los niveles de NKG2D en superficie en células NK.........ccciceeerinnenn. 53

Figura 19. Correlacion entre los parametros clinico-patolégicos de pacientes con
cancer gastrico y los niveles séricos de sMICA. .54

Figura 20. Correlacion entre los parametros clinico-patologicos de pacientes con
cancer gastrico y los niveles de MICA en CG ..., 55

Figura 21. Pronéstico post operatorio de pacientes con CG de acuerdo a los niveles
de NKG2D, MICA y SMICA........oooiiiiirinicrisseresseensccsrsressssssssnsesssassseess 57




AcMo
Akt
APC
CcG
DAP10
DNA
DMSO
EDTA
ELISA
ERK
Fas
FITC
GM-CSF
GPI
Grb2

HBSS
IFN-y
Ig

IL
ITAMs
kDa
MEK
MHC-I
MICA/B

min
mRNA
NK

LISTA DE ABREVIATURAS

Anticuerpo monoclonal

Proteina quinasa B

Aloficocianina

Cancer gastrico

Proteina de activacitn de DNAX de 10 kDa

Acido Desoxirribonucleico

Dimetilsulfoxido

Acido etilendiaminotetracético

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

Quinasa reguladas por sefiales exiracelulares

Receptor 6 de la superfamlia TNF

Isocianato de Fluoresceina

Factor estimulante de colonias granulocito-macréfago
Glicosil fosfatidil inositol

Proteina 2 de unidn al receptor del factor de crecimiento
Hora

Solueion salina equilibrada de Hanks

Interferén gamma

Inmunoglobulina

Interleuquina

Motivos de activacion en inmuno receptores basados en tirosina
Kilodalton

MAPK/ERK quinasa

Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
Proteina relacionada con la cadena A/B de la molécula de clase |
del MHC

Minutos

RNA mensajero

Natural Killer




NKG2D
NKG2DL
NKT
p85s
PBS
PBMC
PCR
PE
P13K
Rac
rMICA
RNA
RPMI
RT-PCR
s

SFB
sMICA
TGF-B
TNF-a
TRAIL
ULBP

Receptor de activacion de células NK, grupo 2, miembro D
Ligando de NKG2D

Natural Killer T

Subunidad regulatoria p85 de la PI3K

Tampon fosfato salino

Células maononucleares de sangre periférica
Reaccioén en cadena de la Polimerasa

Ficoeritrina

Fosfoinositol 3-quinasa

Proteina G monomérica de la familia Rho

MICA recombinante

Acido Ribonucleico

Medic Roswell Park Memorial Institute

PCR de transcripcion reversa

Segundos

Suero Fetal Bovino

MICA soluble

Factor de crecimiento transformante beta

Factor de necrosis tumoral alfa

Ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF

Proteinas de union a UL16

Xi




RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es la segunda causa de muerte mas comtin por cancer
en iodo el mundo. Las células natural killer (NK) desempefian un papel importante en
la defensa inmune del huésped contra las celulas fransformadas. Las células NK
expresan el receptor activador NKG2D, cuyos ligandos (NKG2DL), expresados en [a
superficie de las células blanco, pertenecen a las familias MIC (MICA y MICB) y
ULBP/RAET (ULBP-1-6). Aunque estd bien establecido que estos ligandos son
generalmente sobreexpresados en las células tumorales, los tumares son capaces de
crecer en huéspedes inmunocompetentes debido a mecanismos de escape del tumor a
la inmunovigilancia mediada por el receptor NKG2D. Por ejemplo, el corte proteolitico
de MICA a partir de células tumorales constituye una estrategia de escape inmune que
disminuye la reactividad antitumoral de los linfocitos citotoxicos que expresan el
receptor NKG2D. En consecuencia, los niveles séricos de MICA soluble con frecuencia
se encuentran elevados en pacientes con cancer. El objetivo de este trabajo fue
analizar los niveles de MICA (de superficie celular y soluble) y del receptor NKG2D en
superficie de células NK de pacientes con CG, y determinar una asociacion entre los
niveles de NKG2D v los niveles en superficie celular y séricos de MICA soluble. Para
esto, se reclutaron ftrece pacientes diagnosticados con cancer gastrico del
Departamento de Cirugia Digestiva del Hospital del Salvador. En este estudio, tanto los
niveles de MICA en superficie de células derivadas del tumor primario y de la mucosa
circundante del estdmago como los niveles del receptor NKG2D en superficie de
células NK de sangre periférica e infilirantes de tumor se evaluaron por citometria de

flujo. Los niveles séricos de MICA soluble (sMICA) se determinaron por ELISA.
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Ademas, se analizd la correlacién de estos resultados con los parametros clinico-
patolégicos de los pacientes. Se observé gue, en pacientes con CG, las ceélulas
tumorales y de la mucosa gastrica presentan MICA en la superficie celular. Por otro
lado, los pacientes con CG poseen niveles séricos significativamente mayores de
sMICA que controles sanos. Interesantemente, los niveles de NKG2D en superficie
fueron significativamente menores en células NK infiltrantes del tumor y periféricas de
pacientes con CG en comparacion con las células NK infilirantes de mucosa gastrica y
periféricas de controles sanos, respectivamente. Por otro lado, los niveles de NKG2D
en superficie de células NK se correlacionaron negativamente con los niveles de MICA
en la superficie de las células tumorales, pero no con los niveles séricos de sMICA en
pacientes con CG. Ademas,, sueros positivos para sMICA, de pacientes con CG,
regularon negativamente los niveles del receptor NKG2D en la superficie de células NK
de controles sanos, pero este efecto no fue inhibido al pre-tratar el suero de paciente
con un anticuerpo monoclonal anti-MICA. Cuando se correlacionaron los niveles de
NKG2D con los parametros clinico-patoldgicos relevantes de los pacientes con GC, se
observo que los niveles de este receptor en superficie de células NK periféricas de
pacientes fueron significativamente menores en tumores con mayor extension tumoral
(T3/T4) y estadios mas tardios (lll,IV) en comparacidon a tumores con una menor
extensién tumoral (T1/T2) y estadios mas tempranos (1,Il). Por otra parte, se observd
que los niveles de NKG2D fueron significativamente menores en pacientes con
tumores no diferenciados en comparacién con tumores bien diferenciados. Sin
embargo, no se encontrd una asociacion entre los niveles séricos de sMICA y datos
clinico-patolagicos de la enfermedad. Nuestros resultados indican que la disminucién
en los niveles del receptor NKG2D en superficie de las células NK y la expresion de

MICA en la superficie de las células tumorales se correlacionan con la severidad de la
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enfermedad. Por ofro lado, nuestros datos sugieren que sMICA no es responsable de
la diminucion de los niveles del receptor NKG2D en la superficie de células citoliticas,
por lo que otros factores solubles u otros ligandos de NKG2D podrian contribuir a la
evasion de la respuesta inmune por el cancer gastrico. Por lo tanto, este estudio
propone que una deficiencia en la inmunovigilancia mediada por el receptor NKG2D

presente en células inmunes citotdxicas, contribuye a la progresion del cancer gastrico.
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ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the second most common cause of cancer death
worldwide. Natural killer (NK) cells play an important role in the immune defense of the
host against transformed cells. NK cells express the activating receptor NKG2D, whose
ligands (NKG2DL), expressed on the surface of target cells, belong to the MIC (MICA
and MICB) and ULBP/RAET (ULBP-1-6) families. Although it is well established that
these ligands are generally overexpressed in_ tumor cells, fumors can grow in
immunocompetent hosts due to mechanisms of tumor escape from NKG2D-mediated
immunosurveillance. For instance, proteolytic shedding of MICA from cancer cells
represents an immune escape strategy that diminishes the antitumor reactivity
mediated by NKG2D-bearing cytotoxic lymphocytes. As a consequence, serum levels
of soluble MICA are frequently elevated in cancer patients. The aim of this study was fo
analyze the expression of both, soluble and cell-associated MICA and NKG2D receptor
expression in GC patients, and determine an association between the expression levels
of NKG2D on NK cells and cell surface and soluble serum levels of MICA. For this
purpose, we enrolled thirteen gastric cancer patients from the Departamento de Cirugia
Digestiva, Hospital del Salvador. In this study, cell surface levels of MICA in cells
derived from the primary tumor and the surrounding mucosa of the stomach, as well as
cell surface levels of NKG2D receptor on tumor infiltrating and peripheral NK cells were
evaluated by flow cytometry. Serum levels of soluble MICA (sMICA) were determined
by ELISA. In addition, we analyzed the correlation of these results with
clinicopathological parameters of the disease. We observed that, in GC patients, cells

derived from the primary tumor and gastric mucosa present MICA on the cell surface .
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Furthermore, GC patients have significantly higher serum levels of sMICA than healthy
controls. Interestingly, NKG2D recepior surface levels were significantly lower in
peripheral and tumor-infiltrating NK cells from GC patients as compared to NK cells
infiitrating patient gastric mucosa and peripheral NK cells from healthy controls,
respectively. Furthermore NKG2D levels on the surface of NK cells were negatively
correlated with MICA surface expression levels on tumor cells but not with sMICA
serum levels in patients with CG. However, cell surface levels of NKG2D receptor did
not correlate with sMICA levels In patients with CG, although sera from GC patients that
were positive for sMICA downregulated NKG2D receptor on the surface of NK cells
from healthy controls, but this effect was not inhibited with pretreatment of patient
serum with a monoclonal antibody against MICA. When these results were correlated
with relevant clinicopathological parameters of the disease, we observed that the
NKG2D receptor surface levels on peripheral NK cells were significantly lower in tumors
with higher extension (T3/T4) and advanced stages (lll, V) than in tumors with lower
extension {T1/T2) and earlier stages (I, 1I). Moreover, cell surface levels of NKG2D
receptor were significantly lower in patients with non-differentiated tumors compared to
well-differentiated tumors. However, a significant association between serum levels of
sMICA and clinicopathological data of the disease has not been found. Our results
indicate that the decrease in the levels of NKG2D receptor on NK cells and cell surface
expression of MICA on tumor cells correlate with disease severity. However, the results
presented here indicate that soluble MICA might not be uniquely responsible for the
decrease in NKG2D receptor levels, suggesting that other soluble factors or other
NKG2D ligands may contribute to tumor immune evasion. Therefore, this study
suggests that a deficiency in the NKG2D-mediated immune surveillance may contribute

to the progression of gastric cancer.
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1. INTRODUCCION
1.1. Cancer gastrico

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo
(Globocam, 2008). En Chile, esta enfermedad corresponde a la segunda causa
principal de muerte segin el MINSAL (Minsal, 2010). El cancer gastrico (CG) es el
cuarto cancer mas comun en el mundo y la segunda causa de muerte relacionada con
el cancer, con 989,600 casos nuevos y 738,000 muertes por afio, abarcando cerca de
un 8% de todos los nuevos casos de cancer y un 10% del total de las mueries debido a
esta enfermedad (Jemal y col, 2011). Su incidencia varia de un pais a otro, y Chile esta
dentro de los paises con las tasas mas altas, junto a Japdn, Costa Rica y Singapur
(Lee y col, 2006). En Chile, el CG representa la primera causa de muerte por tumores
mélignos para ambos sexos, y fallecen al afio, por esta causa, airededor de 3.000
personas (Minsal, 2010). La probabilidad media de que un chileno muera ﬁor CG es
cerca de un 3% (Medina & Kaempffer, 2001).

El prondstico del CG se relaciona directamente con el estadio de la neoplasia al
momento de la confirmacion diagndstica. Los estadios tempranos de [a enfermedad
cen frecuencia son asintomaticos o se presentan sintomas no especificos, los cuales la
mayoria estan asociados también con otras condiciones gastricas. Como
consecuencia, el diagnédstico inicial frecuentemente es lardio, y los pacientes se
presentan en un estadic avanzado de la enfermedad, por o que el tratamiento es sélo
paliativo (Minsal, 2010).

Las opciones de tratamiento para el CG incluyen cirugia, quimioterapia,




radioterapia o una combinacion de ellas. La cirugia es el unico tratamiento
potencialmente curativo, lo cual involucra la reseccién quirdrgica, mas comunmente
una gastrectomia total o subtotal, acompafiada de linfadenectomia. En Chile, se estima
que cerca del 50% de los pacientes con CG ya tienen metastasis ganglionares o
compromiso de érganos vecinos al momento del diagnéstico; ademas, la mayoria de
los enfermos que pueden ser resecados se presentan en etapas avanzadas de la
enfermedad. Este problema se complica atn mas debido a que entre el 40% a 65% de
los pacientes resecados, con intento curativo, presentara recurrencia. Por esto, la tasa
de sobrevida a 5 afios en pacientes con CG resecable varia entre el 10% al 30%, con
un tiempo de sobrevida promedio cercano a los 24 meses (Dicken y col, 2005). Debido
a estos antecedentes, la morbilidad del CG es debida, en gran parte, a las metastasis,
y la mayoria de los pacientes con CG avanzando mueren a causa de las
complicaciones por las metastasis, no por el tumor primario. Por lo tanto, una forma de
aminorar la carga de enfermedad por el CG seria por medio de intervenciones de
prevencion primaria o deteccion tempranas efectivas.

El CG es una enfermedad multifactorial resultado de la interaccién entre la
susceptibilidad genética del individuo y factores ambientales. Los facltores de riesgo
ambientales mas importantes implicados en la carcinogénesis gastrica son la dieta y la
infeccion con Helicobacter pylori (H. pylor}). Un alto consumo de alimentos salados,
ahumados y que contienen nitritos aumentan significativamente el riesgo de desarroliar
CG, mientras que el consumo de fibras, vegetales y frutas frescas estan inversamente
asociados con el riesge de desarrollar cancer gastrico (Compare y col, 2010). Otro
factor de riesgo ya establecido, no dietético, corresponde al tabaquismo. Ademas,
como se menciond anteriormente, es ampliamente aceptada la gran asociacion entre la

infeccién con H. pylori y el CG (IARC, 1994). La infeccién con esta bacteria, la cual




gatilla un inflamacion cronica, eleva hasta 6 veces el riesgo de desarrollar CG
comparado con individuos no infectados (Kandulski y col, 2010).

La incidencia del CG ha ido disminuyendo en la mayoria de los palses,
probablemente como resultado de una reduccion significativa de los factores de riesgo,
incluyendo cambios en la preservacion de los alimentos y una disminucion en la
prevalencia de infeccién por H. pylori (Arkenau, 2009; Kandulski y col, 2010).

Sin embargo, a pesar de las considerables mejoras terapéuticas en la técnicas
¥

§

quirtrgicas, innovaciones en el diagndstico clinico y el desarrollo de nuevos regimenes
de quimioterapia, esta enfermedad aln sigue siendo un desafio, debido a que el
prondstico para pacientes con CG avanzado es generalmente pobre (Arkenau, 2009).
Ademas, la tasa de sobrevida de 5 afios asociada con esta enfermedad no ha
mejorado significativamente (Kandulski y col, 2010}, razén por la que el CG es ain un

gran problema de salud publica.

1.2. Sistema Inmune y células NK

El sistema inmune provee de mecanismos esenciales para la vigilancia del
tejido estresado, de la transformacion celular y oncogénesis, como también participa en
la eliminacién y control de un cancer ya establecido {Chan y col, 2008). Tanto el
sistema inmune innato como adaptativo, mediante mecanismas de inmunovigilancia,
pueden proteger al huésped contra el desarrolio de tumores (Dunn y col, 2004).

Dentro del sistema inmune innato, uno de los componentes mas importantes
son las células "natural killer” (NK) (células citoliticas naturales), las cuales
corresponden a la primera linea de defensa contra ciertas infecciones virales y tumores

(Trinchieri, 1989). Estas células son capaces de reconocer y lisar células tumorales e




infectadas con virus sin sensibilizacion previa (Cerwenka & Lanier, 2001). Las células
NK son linfocitos derivados de la medula ésea, y la mayoria se encuentra localizada en
la sangre periférica, linfonodos, bazo y médula 6sea (Ferlazzo y col, 2004), aunque
pueden ser inducidas a migrar hacia el sitio de inflamacién por diferentes
quimiocatractantes (Robertson, 2002). En humanos, las células NK comprenden entre
un 5 y 20% de los linfocitos de sangre periférica. De acuerdo a sus marcadores de
superficie celular, normalmente estan definidas como CD3'CD56" y se pueden dividir
en dos sub-poblaciones principales: CD56%"CD16* y CD56""CD16". La poblacién
CD56%™ predomina en la sangre periférica {aproximadamente 95% de las células NK) y
en los sitios de inflamacién, y presenta un alto potencial citotoxico. Al contrario, las
células de Ia poblacion CD56"™ predominan en los linfonodos (aproximadamente 75%
de las celulas NK). Una vez activadas, producen principalmente citoquinas y poseen
baja actividad citotéxica (Farag & Caligiuri, 2006).

Las células NK eliminan las células blanco {células tumorales o células
infectadas por virus) mediante diversos mecanismos. Uno de ellos cotresponde a la
liberacién, por las células NK, de granulos citoplasmaticos que contienen proteinas
como perforina y granzimas, las cuales promueven lisis celular por osmosis e inducen
apoptosis de las células blanco, respectivamente (Dennert y col, 1987; Podack &
Dennert, 1983).

Una alternativa a la liberacion de granulos es la muerte de la célula blanco
inducida por apoptosis mediante receptores de muerte presentes en estas. Las células
NK pueden expresar ligandos de muerte de familia del factor de necrosis tumoral
(TNF), como ligando Fas, TNF-a y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado al
TNF), los cuales se unen a receptores especificos en la superficie de la célula blanco,

gatillando su lisis (Zamai y col, 1998).




Ademas, como se menciond anteriormente, las células NK pueden secretar
citoguinas, como interferdn gamma (IFN-y), TNF-a y el factor estimulante de colonias
granulocito-macréfago (GM-CSF). Dentro de estas citoquinas, el IFN-y es la mas
importante en suprimir la metastasis tumoral, las infecciones por virus y otros
patégenos por medio de distintos mecanismos, incluyendo la estimulacion de la
presentacion de antigenos, regulacién de la proliferacién celular, la sensibilidad a la
apoptosis, activacion de la fagocitosis e inhibicion de la angiogénesis tumoral, y

estimulacion de la respuesta inmune adaptativa (Smyth y col, 2002).

1.3. Activacion de las células NK

El reconocimiento de las células blanco por las células NK involucra una
alteracion en el balance enire sefiales activadoras e inhibitorias. Estas sefiales son
entregadas simultaneamente a las células NK por distintas familias de receptores
presentes en estas células y que se unen a ligandos expresados por las células blanco
{Smyth y col, 2002). El resultado de esta interaccion va a determinar si la célula NK es
finalmente activada, si se producen citoquinas y/o si la célula blanco es eliminada

(Caligiuri, 2008).

1.4. Receptor NKG2D

Dentro de los receptores activadores de las células NK, el receptor NKG2D
(receptor de activacion de células NK, grupo 2, miembro D) es uno de los que ha sido
mejor caracterizado. Este receptor es una proteina de transmembrana de tipo l que

pertenece a la familia de lectinas de tipo C (Houchins y col, 1991), y se expresa en




células NK, células NKT, linfocitos T yd y algunos linfocitos T CD8" citotdxicos. En el
caso de los linfocitos T CD8" y linfocitos T y3, la union del receptor NKG2D a los
ligandos contribuye a la co-estimulacion del TCR para la activacion de los linfocitos T
(Groh y col, 2001a; Jamieson y col, 2002; Whang vy col, 2009).

El receptor NKG2D consiste en dos proteinas de transmembrana de tipo Il
unidas por un puente de disulfuro. El dominio de transmembrana posee aminoécidos
cargados positivamente; el dominio intracelular es muy corto y no tiene propiedad de
sefializacion, por lo que, para la transduccion de sefiales, NKG2D se asocia, como
muchos otros receptores activadores, con proteinas adaptadoras por medio de los
residucs ITAMs cargados en su dominio de transmembrana. En humanos, el receptor
NKG2D forma un complejo con la molécula adaptadora DAP10 (proteina activadora
DNAX de 10 kDa). El complejo de sefalizacidon NKG2D forma una estructura
hexameérica, debido a que cada homodimero de NKG2D se une a dos homodimeros de
moléculas adaptadoras {Garrity y col, 2005). DAP10 tiene en su cola citoplasmatica un
motivo Tyr-lle-Asn-Met (YINM), que, al ser fosforilado, recluta la subunidad p85 de la
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y a la proteina adaptadora Grb2 (proteina 2 de unién al
receptor de factor de crecimiento}, la cual interacciona con Vav1 (ver Figura 1)
(Upshaw y col, 2006). Esta sefial estimula la proliferacion y citotoxicidad de las células
NK, y provee de co-estimulacion a los linfocitos T activados (Chang y col, 1999; Wu y
col, 2000; Wu y col, 1999).

El grado de respuesta del receptor NKG2D no s6lo depende de la union con
sus respectivos ligandos, sino que también de otros estimulos que pueden influenciar
el estado de activacion de la via NKG2D-DAP10, tales como la presencia de 1L.-12, IL-
15, IL-18 e IL-21, entre otras citoquinas (Burgess y col, 2006; Horng y col, 2007; Song

y col, 2008; Zhang y col, 2008).
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Figura 1. Esquema representativo de sefalizacion del receptor NKG2D.
Estimulacion de las células NK via receptor NKG2D: La union del receptor NKG2D a su
ligando en la célula blanco resulta en la fosforilacion de DAP10 y reclutamiento de PI3K
y Grb2-Vav1. Posteriormente, la sefal rio abajo es desencadenada, y las células NK
son activadas para eliminar las células blanco que portan los ligandos de NKG2D.
Adaptado de (Lopez-Larrea y col, 2008).

1.5. Ligandos del receptor NKG2D

Una de las caracteristicas mas notables del sistema NKG2D es la diversidad de
ligandos que se pueden unir a este receptor invariante. Los ligandos de NKG2D
(NKG2DL) son homologos estructurales de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | (MHC-I), pero estan lejanamente relacionados. En
humanos, se han descrito dos familias de NKG2DL: la familia de proteinas
relacionadas con la cadena de MHC-I (MIC), MICA y MICB, cuyos genes se codifican

dentro del complejo principal de histocompatibilidad clase | (Bauer y col, 1999), y la




familia de proteinas de union a la molécula UL16 del citomegalovirus, la cual contiene 6
miembros descritos (ULBP1-6) (Champsaur & Lanier, 2010). Ambos MICA y MICB son
altamente polimérficos: 100 alelos han sido descritos para MICA y 40 para MICB (base

de datos IMGT).

Del mismo modo que las moléculas de MHC-|, las proteinas MIC poseen 3
dominios extracelulares (a1, a2, y a3), una regién transmembrana y un dominio
citoplasmatico corto. Los miembros de la familia ULBP son estructuralmente similares a
MIC, pero carecen del dominio a3. Sin embargo, a diferencia de las moléculas de
MHC-I, los NKG2DL no se asocian a la molécula B2-microglobulina, tampoco unen

péptidos (Figura 2) (Li y col, 2001).

1.6. Expresion de NKG2DLs

Aunque el mMRNA de MICA/B y ULBPs puede ser encontrado en algunas células
normales {Cosman y col, 2001; Schrambach y col, 2007), los niveles de expresion de
NKG2DLs en la superficie celular de la gran mayoria de células sanas son nulos o
bajos, y claramente por debajo de lo necesario para activar las células inmunes que
expresan el receptor NKG2D. En cambio, la expresion en superficie celular de
NKG2DLs aumentia en diversos tipos celulares bajo condiciones de estrés (como el
shock térmico), infeccién y frecuentemente durante la tumorigénesis (Cerwenka y col,

2001; Gasser y col, 2005; Groh y col, 2001b).
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Figura 2. llustracién representativa de los NKG2DL humanos en comparacién
con la molécula MCH de clase I. Como las moléculas MHC-I, MICA y MICB tienen los
dominios extracelulares a1, a2 y a3 y un dominio de transmembrana. Las moléculas
ULBPs carecen del dominio a3. Dentro de la familia de proteinas ULBP, ULBP4-5
también tienen dominios transmembrana, mientras que las proteinas ULBP1-3 y
ULBPB se encuentran unidas a la membrana celular a través de GPI. at-a3, dominios
tipo lg, B2m, cadena liviana B2 microglobulina. Adaptada de (Nausch & Cerwenka,
2008).

Se ha visto que los NKG2DL se expresan constitutivamente en una gran
variedad de tumores primarios y lineas celulares derivadas de tumores (Mistry &
O'Callaghan, 2007). Por ejemplo, los ULBPs se expresan en una variedad de tumores,
incluyendo neuroblastoma, gliomas malignos, leucemias y carcinomas ovaricos
(Sutherland y col, 2006). MICA/B se expresan en melanomas, neuroblastomas,
leucemias, carcinomas {mama, pulmdn, prostata, colon, renal, ovarico, pancreas) y
distintos tipos de neoplasias hematopoyéticas (Fernandez-Messina y col, 2010).

Debido a que los tumores se desarrollan a parlir de células propias, son
generalmente poco inmunogénicos y muchas veces no son reconocidos eficientemente

por el sistema inmune. Por lo tanto, estos ligandos, presentes en la superficie de

células tumorales, actuarian como una sefial de peligro para su deteccion por células

citoliticas.




Estudios in vive e in vitro han demosirado que las células NK puede eliminar
células tumorales (Stagg & Smyth, 2007). Ademads, la expresion de NKG2DL en
tumores los hace susceptibles a su eliminacion por las células NK in vitro (Bauer y col,
1999), y la formacion de tumores puede ser prevenida a través de la sefializacion via
receptor NKG2D (Smyth y col, 2005). Estudios in vivo han demostrado que la
expresion de NKG2DLs en las células tumorales luego de ser trasplantadas en raton,
resulta en la eliminacion del tumor mediada por NKG2D (Cerwenka y col, 2001;
Diefenbach y col, 2001). Ademas, se ha demostrado que la regulacion negativa o el
knockout del receptor NKG2D en ratones resuita en una respuesta inmune
comprometida contra células tumorales, un mayor nivel de expresion de los ligandos de
NKG2D y una elevada incidencia de ciertos tumores (Guerra y col, 2008; Wiemann y
col, 2005a).

Por lo tanto, ei sistema receptor NKG2D/NKG2DL es importante en la
inmunidad anti tumoral, tanto para prevenir el desarrollo del tumor como también su
progresion (Dunn y col, 2002). Este debe ser un mecanismo para impedir el

crecimiento tumoral por una eficiente respuesta inmune contra el tumor.

1.7. Evasion del sisfema inmune

Aunque los tumores expresen NKG2DL, estos son capaces de crecer
progresivamente debido a miuiltiples mecanismos de evasion de la respuesta inmune
(Oppenheim y col, 2005). Las células tumorales utilizan diversas estrategias para
prevenir su eliminacion mediada por el receptor NKG2D. Una de estas corresponde a
la regulacion negativa de los NKG2DL. Se ha demostrado que muchos tumores inhiben

activamente la expresion de NKG2DL (Sers y col, 2009). Un mecanismo importante
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para la regulacion negativa de los NKG2DL seria la produccion de citoquinas
inmunomoduladoras, como el TGF-8, IL-10 o IFN-y, el cual puede ser secretado
directamente por las células tumorales o por células inmunoregulatorias que se
expanden durante la progresion del tumor (Eisele y col, 2006; Ghiringhelli y col, 2005;
Serrano y col, 2010). Se ha demosirado que TGF-B disminuye la transcripcién de
MICA, ULBP-2 y ULBP-4 en células de glioma humano (Eisele y col, 2006). En nuestro
laboratorio, se demostré que 1L-10, reduce la expresion de MICA en la superficie de
células de melanoma, afectando la citotoxicidad mediada por las células NK. También
IFN-y regula negativamente la expresion de MICA y ULPB-2 en células de melanoma

(Schwinn y col, 2009).

En células tumorales, la expresion en superficie de NKG2DL también puede
disminuir por la accion de metaloproteasas que son secretadas por las células
tumorales. Estas enzimas son capaces de proteolizar los ligandos de NKG2D
expresados en la superficie celular, resultando en Ia liberacion de formas solubles de
los ectodominios de estos ligandos (Tamaki y col, 2009). De hecho, se han encontrado
ligandos de NKG2D solubles (SNKG2DL), como el MICA soluble (sMICA), en el
sobrenadante de lineas celulares tumorales que expresan NKG2DL en su superficie y
en el suero de pacientes con diferentes tipos de tumores malignos (Holdenrieder y col,
2006b). Por ejemplo, se ha detectado sMICA en el suero de pacientes con cancer de
prostata, cancer de colon, cancer de pancreas, neuroblastoma, osteosarcoma vy
tumores hematopoyéticos severos (Groh y col, 2002; Holdenrieder y col, 2006a).

Debido al hecho de que aitos niveles de sMICA en el suero de pacientes con

algunos tipos de cancer se correlacionan significativamente con el estadio del cancer,
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diferenciacién tumoral y metastasis, este ligando soluble podria ser usado como un
marcador para la progresion del tumor (Salih y col, 2008).

Por otro lado, se ha descrito que sMICA facilita Ia internalizacién y consecuente
degradacion lisosomal del receptor NKG2D, disminuyendo asi sus niveles de expresion
en la superficie de células NK vy linfocitos T CD8" (Raffaghello y col, 2004). Como
resultado, la capacidad de estas células efectoras en reconocer y, consecuentemente,
lisar la célula tumoral se ve afectada, lo que favoreceria la evasiéon inmune por el
tumor.

Ademas, se ha detectado sMICB en el suero de pacientes con cancer de
pancreas, leucemia, pulmén, colon y recto (Duan y col, 2011; Hilpert y col, 2012;
Holdenrieder y col, 2006b; Salih y col, 2006), como también ULBP-1-3 soluble en
leucemia (Hilpert y col, 2012).

Otros tumores utilizan una estrategia opuesia para manipular la sefializacion
mediada por el receptor NKG2D al presentar mayor expresion de NKG2DL en su
superficie (McGilvray y col, 2010). La expresién sostenida de los NKG2DL en los
tumores puede también promover la disminucién de la expresion del receptor NKG2D
de las células efectoras, comprometiendo asi su citotoxicidad. Por lo tanto, una
exposicién cronica de las células NK a los NKG2DL de superficie o solubles llevan a la
modulacién del receptor NKG2D, lo que afectaria la activacion celular dependiente de
este receptor (Oppenheim y col, 2005).

Los tumores pueden usar combinaciones de estos mecanismos para regular
negativamente la expresion de los ligandos de NKG2D. Se ha demostrado que gliomas
malignos utilizan TGF-B y metaloproteasas para reducir la expresion de los NKG2DL

(Eisele y col, 2006).
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En pacientes con cancer gastrico, se ha observadg—tue existen defectos
inmunes sistémicos y locales, los cuales se correlacionan con la progresion de la
enfermedad y el mal pronéstico. Por ejemplo, se ha demostrado que, en estos
pacientes, las células NK, linfocitos T CD8" y linfocitos T y&, tanto de sangre periférica
como aquellos infiltrados en tumores, expresan bajos niveles del receptor NKG2D, lo
que compromete la funcion efectora de estas células citotoxicas, contribuyendo a la
severidad de la enfermedad (Kuroda y col, 2012; Osaki y col, 2007; Saito y col, 2012).

Recientemente, en nuestro labaoratorio, se observd, por citometria de flujo, que
los tumores de CG expresan multiples ligandos de NKG2D, incluyendo MICA, MICB,
ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3. La expresion de MICA y ULBP1 en los tumores se
correlaciona con el tamafo del tumor. Ademas, la expresion de MICA, ULBP-1-3 se
correlaciona con mayor nimero de linfonodos metastasicos, el cual corresponde a un
factor de prondstico para cancer gastrico en estados avanzados. Ademas, mediante
estudios de inmunohistoquimica, pudimos comprobar que la expresion de MICA/B era
significativamente mayor en el tejido tumoral en comparacion a la mucosa gastrica en
los pacientes con CG.

Al evaluar los niveles séricos de MICA soluble en los pacientes con CG,
pudimos comprobar que el 71% de los pacientes evaluados presentaban sMICA, cuyos
niveles se comrelacionaron negativamente con la expresién en superficie celular de
MICA y con el porcentaje de células positivas para este ligando presentes en el tumor.
Estos resultados podrian también sugerir que una aita expresion de NKG2DLs en el
microambiente tumoral corresponderia a una estrategia de evasion inmune
desarrollada por las células de adenocarcinoma gastrico, lo cual podria favorecer el
crecimiento del tumor (Ribeiro y col., manuscrito en preparacion). Esto se ve reflejado

en otros carcinomas que sobreexpresan NKG2DLs (Oppenheim y col, 2005). Ademas,
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debido a que se ha asociado una disminucion del receptc;r NKG2D con la presencia de
sMICA en suero de pacientes con diferentes tumores malignos (Groh y col, 2002,
Raffaghello y col, 2004; Salih y col, 2003; Wu y col, 2004b), es posible que este
fendmeno también esté ocurriendo en los pacientes con cancer gastrico.

Por lo tanto, esta disminucion en la expresién del receptor NKG2D en pacientes
con cancer gastrico podria deberse a la acumulacion de MICA soluble en el ambiente
tumoral y/o por una expresion cronica de este ligando en la superficie de las células
tumorales. Estos datos sugieren que una expresion sostenida de los NKG2DLs en CG
podria causar una inmunosupresion de las actividades antitumorales de las células NK
y disminuir la susceptibilidad tumoral frente a estas células efectoras.

Los mecanismos mediante los cuales el cancer gastrico evade la respuesta
inmune antitumoral siguen sin comprenderse totalmente. Por esa razdn, es necesario
un mejor entendimiento de estos, ya que son muy importantes en el desarrollo de
nuevos métodos de diagnéstico y tratamientos de esta enfermedad. Por esta razén, en
este trabajo, se estudio tanto la expresion de MICA en las células tumorales-derivadas
de tumores géastricos como los niveles de sMICA séricos, asi como la expresion del
receptor NKG2D en células NK de pacientes con CG. De esta manera, se pudo
analizar la correlacion entre la expresion del receptor NKG2D en las células NK y la
expresion de MICA presente en las células tumorales o niveles de sMICA para asi
poder investigar un posible mecanismo responsable de la evasion de la respuesta

inmune en pacientes con cancer gastrico.
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1.8. Hipotesis

La expresién de MICA en el tgjido tumoral de pacientes con cancer gastrico
disminuye la expresion del receptor NKG2D en las células NK, comprometiendo su

funcion efectora.

1.9. Objetivos

1.10.0bjetivo generai

Determinar el rol de MICA expresado en células de adenocarcinoma gastrico en

la evasion de la respuesta inmune mediada por el receptor NKG2D en las células NK.

1.11. Objetivos especificos

l. Analizar la expresion del receptor NKG2D en células NK infilirantes del tumor y
sangre periférica de pacientes con céncer gastrico.

II.  Estudiar la actividad citotdxica de células NK de sangre periférica de pacientes
con cancer gastrico.

lll. Evaluar el efecto de MICA en pacientes con cancer gastrico en la regulacién de
las funciones efectoras de células NK.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Pacientes

Para realizar este estudio, se reclutaron 13 pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico, sometidos a gastrectomia en el Hospital Salvador (Santiago,
Chile) en colaboracion con el Dr. Marco Bustamante, Director del Departamento de
Cirugia de este Hospital. Previamente a la recoleccion de muestras, se obtuvo una
autorizacion firmada por el paciente a través de un Consentimiento Informado (Anexo
1). Para el estudio, se incluyeron pacientes con tumores localizados; tanto las muestras
tumorales como tejido de la mucosa géastrica adyacente al tumor, se recolectaron
durante la cirugia, luego de la remocion del estdmago. Ademas, se obtuvieron
muestras de sangre periférica de cada paciente con CG y de 13 voluntarios sanos
(grupo control), los que también firmaron un Consentimiento Informado (Anexo 2). El
criterio de exclusion de los pacientes fue haber tenido un tratamiento de quimioterapia
ylo radioterapia previo a la cirugia. El protocolo de estudio se aprobd por el Comité de
Etica Cientifico del Servicic de Salud Metropolitano Oriente del Gobierno de Chile
(Anexo 3) y por el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Facultad
de Medicina, Universidad de Chile (Anexo 4). La Tabla 1 indica los datos demograficos

y clinico-patoldgicos de los pacientes reclutados en el presente estudio.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con cancer gastrico.

n (pacientes) %

Genero
Masculino 10 76,9
Femenino 3 23,1
Tamaiio tumor
<4cm 2 154
>4 cm 11 84,6
Diferenciacién tumoral
alta/mediana 7 53,8
bajafsin 6 48,2
Profundidad de invasién®
T1, T2 6 46,2
T3, T4 7 53,8
Metéastasis nodos linfaticos
Ausente 3 231
Presente 10 76,9
Estadio TNM®
L1l 7 53,8
, v 6 46,2
Borrmann
LIl 3 23,1
n,v 10 76,9

8

Profundidad de invasidon corresponde a la invasion del tumor hacia el epitelio o
mucosa de lamina propria, muscularis mucosae o submucosa (T1), muscularis propia o
subserosa (T2), serosa (T3) y drganos adyacentes (T4). "Estadio de acuerdo a la

clasificacion TNM para el cancer gastrico (AJCC).
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2.2. Sangre periférica

Las muestras de sangre periférica tanto de pacientes como de controles sanos
se obtuvieron en tubos con heparina (para posterior obtencién de células
moncenucleares de sangre periférica (PBMCs)) y en tubos sin anticoagulantes (para
adquisicion de suero). Las muestras de sangre de pacientes con CG fueron obtenidas

durante el proceso quirtrgico bajo condiciones de esterilidad.

2.3. Lineas celulares

La linea celular de adenocarcinoma gastrico MKN-45 y de eritroleucemia K562
se cultivaron en medio RPMI 1640 ({(Hyclone, EE.UU.} suplementado con
penicilina/estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, EE.UU.), el cual

corresponde al medio RPMI completo.

2.4. Deteccion de MICA y MICB soluble en suero de pacientes

Se evaluo la presencla de MICA y MICB soluble en el suero de pacientes con
CG y controles sanos utilizando el kit de ELISA para sMICA humano (BAMOMAB,
Alemania) y MICB DuoSet (R&D Systems, EE.UU.), respetivamente y se siguieron las
instrucciones del fabricante con algunas modificaciones indicadas a continuacion. En
resumen para detectar sMICA, placas de poliestireno de 96 pocillos (Maxisorp, Thermo
Scientific Nunc, EE.UU) se sensibilizaron con el AcMo de captura anti-MICA AMO1 a5
ug/ml en PBS durante toda la noche. Luego, se bloguearon los pocilios con PBS-BSA

15% y se incubo durante 1 h a 37°C. Enseguida, se lavaron con PBS-Tween20 0,05%
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(PBST) e incubaron con la proteina estandar (sMICA*004 recombinante producida en
E. coli (BAMOMAB, Alemania)) o suero de paciente (o controles sanos), los cuales se
dejaron incubando durante la noche. Los sueros se diluyeron 1:3 en PBS-BSA 7,5%.
Después, las placas se lavaron, se incubaron con el AcMo de deteccion BAMO3 a 1
pdg/ml durante 2 h a 37°C, se lavaron nuevamente, y se afiadié el anticuerpo
secundario, de cabra anti-lgG2a de raton conjugado a HRP (dilucién 1:3000) (Southern
Biotechnologies, EE.UU.) y se incubd durante 1 h a 37°C. Finalmente, las placas se
lavaron y revelaron usando el sustrato tetrarnetil-bencidipa (TMB) (Thermo Scientific,
EE.UU.) y la absorbancia se midié a 450 nm en un lector de ELISA. Los niveles de
MICB solubles presentes en el suero se evaluaron segtin las instrucciones del
fabricante del kit. Los sueros se diluyeron 1:2 en PBS-BSA 1%. Los niveles de MICA y
MICB solubles presenfes en el sobrenandante de cultivo de trozos de tumor se

midieron de forma directa utilizando los kit de ELISA mencionados anteriormente.

2.5. Preparacion de suspensiones celulares desde el tejido tumoral y de mucosa

gastrica

Las muestras de tejido tumoral y mucosa gastrica adyacente al tumor se
transportaron en forma separada en medio HBSS (Gibco, EE.UU.) suplementando con
penicilina/estreptomicina al 1% (Hyclone, EE.UU.). Los tejidos se cortaron en pequefas
piezas usando hojas de histuri estériles y se disgregaron mecanicamente mediante el
uso de agujas y émbolos de una jeringa en medio RPMI suplementando con 1%
penicilina/ estreptomicina y 3% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, EE.UU.). El tejido
disociado se filtré por un “cell strainer™ de 70 pm (BD Falcon, EE.UU.). Las células se

centrifugaron a 805 x g por 10 min a 4°C y el pellet se incubd con
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solucién ACK de lisis de eritrocitos (NH4Cl 154 mM, KHCO3; 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH
7.2) por 10 min a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron con medio RPMI
suplementado con SFB al 3% y se evaluo la viabilidad celular mediante la tincion con
azul de Tripan. Las células se congelaron en SFB con un 10% de DMSO usando un
contenedor de congelamiento con isopropanol a -80°C y luego de 24 h se guardaron en

nitrégeno liguido.

2.6. Deteccion de MICA en células derivadas de tejidos tumorales

Las suspensiones celulares obtenidas de los tejidos de tumor primario y de la
mucosa adyacente se resuspendieron en PBS con SFB al 1% (PBS-SFB 1%) e
incubaron en hielo por 30 min. Las células se transfirieron a una placa de 96 pocillos
con fondo en “V” (Nunc Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y se centrifugaron a 805 x g
por 3 min a 4°C. Al menos 2 x 10° células se incubaron con el anticuerpo monoclonal
{(mAb) anti-CD45-PerCPCy5.5 humano (clon HI30, 1:200, BiolLegend, EE.UU.) y el
mAb anti-EpCAM-FITC (clon 8C4, 1:100, Biolegend, EE.UU.), asi como con el mAb
anti-MICA-APC (clon 159227, 1:10, R&D Systems, EE.UU.). Como control de Isotipo
para MICA, se utilizd el anticuerpo 1gG2b-APC {clon 133303, 1:5, R&D Systems,
EE.UU.). La expresion de MICA se evalué en las células tumorales en la poblacién
EpCAM'CD45~, EpCAM corresponde a un molécula de adhesién epitelial que
generalmente se sobreexpresa en tumores epiteliales, incluyendo cancer gastrico
(Wengi y col, 2009), mientras que CD45 es una proteina tirosina fosfatasa que se
encuentra presente en la superficie de todos los leucocitos (Lorenz y col, 1994). Por lo
tanto, al detectar ambos marcadores celulares, se puede asegurar la seleccion de la

poblacion de células tumorales, excluyendo especificamente a los leucocitos.
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Las células se incubaron con los mAbs por 30 min a 4°C, y luego se realizaron
2 lavados con PBS-SFB 1%. Para evaluar la expresion infracelular de MICA, las
células se permeabilizaron y fijaron utilizando el kit BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization Solution (BD Biosciences, EE.UU.), segun el protocolo
indicado por e! fabricante, seguido de incubacidén con el mAb anti-MICA-APC por 30
min a 4°C. Finalmente, se analizaron las suspensiones celulares usando el citometro
FACSCalibur o FACSAria lll, y los datos se adquirieron con el programa CellQuest
(ambos de Becton-Dickinson, EE.UU.), los cuales se analizaron usando el software
FlowlJo v8.7 (Tree Star). Las células muertas se excluyeron de acuerdo a sus
caracteristicas de tamario (side scatter (§SC)) y granularidad (forward scatter (FSC)).

Se recolectaron y analizaron un promedio de 20.000 eventos por muestra.

2.7. Analisis de la expresién del receptor NKG2D en células NK infiltrantes por

citometria de flujo

En este estudio, se evaluaron los niveles del receptor NKG2D en superficie de
las células NK (definidas como CD3™ y CD56") y linfocitos T CD8" (definidos como
CD3" y CD8") infiltrantes de tumor mediante citometria de flujo. Para esto, se utilizaron
los siguientes mAbs: anti-CD45-PerCP-Cy5.5, CD3-PE-Cy7 {clon OKT3, 1:100,
BioLegend, EE.UU.), CD56-PE (clon CMSSB, 1:25, eBioscience, EE.UU.), CD8-FITC
(clon HIT8a, 1:100, BioLegend, EE.UU.), y NKG2D-APC (clon 1D11, 1:10, BD
Pharmigen, EE. UU.), o con el anticuerpo control de isotipo para el receptor NKG2D

lgG2b-APC {clon 27-35, 1:10, BD Pharmigen, EE. UU.).
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Las suspensiones celulares obtenidas del tumor primario y de la mucosa
(Seccidn 2.5) se incubaron con los anticuerpos anteriormente mencionados por 30 min
a 4°C; luego, se realizaron 2 lavados con PBS-SFB 1%, se fijaron las células con el
buffer BD Cytofix™ (BD Biosciences, EE.UU.) durante 15 min a 4°C, se lavaron y se
resuspendieron en buffer de tincion PBS-SFB 1% hasta el anélisis por citometria de
flujo. Los niveles del receptor NKG2D en superficie se evaluaron como la intensidad de
fluorescencia mediana (MFI1) de las células tefiidas y también se evalué el porcentaje

de células NK o linfocitos CD8" positivas para NKG2D..

2.8. Aislamiento de PBMC

El aislamiento de PBMCs se realizd a partir de sangre periférica heparinizada,
extraida en condiciones estériles, de pacientes con CG o donantes sanos mediante
centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Ficoll Pagque (GE Healthcare,
Suecia). La sangre se diluyé en igual volumen de PBS estéril, y se depositd
cuidadosamente sobre 12 ml de Ficoll en tubos estériles de 50 ml. Los tubos se
centrifugaron durante 20 minutos a 300 x g y 18°C. Las células mononucleares se
recogieron de la interfase, se lavaron dos veces en RPMI-SFB 3% y se incubaron con
solucion ACK. Las células se volvieron a lavar con medio RPMI y el precipitado celular
se resuspendid en medio de cultivo de linfocitos humanos, el que consta de RPMI
suplementado con 2mM de L-Glutamina con 10% v/v de suero humano o SFB,

dependiendo del procedimiento.
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2.8. Analisis de la expresién del receptor NKG2D en células NK y linfocitos T

CD8* de sangre periférica por citometria de flujo

La tincion celular se realizd utilizando anticuerpos conjugados a fluorocromos
especificos para seleccionar células NK: anti-CD3-PE-y7, anti-CD56-PE y anti CD8-
FITC, ademas del anticuerpo anti-NKG2D-APC o con el anticuerpo control de isotipo
para NKG2D, IgG2b-APC. Los niveles del receptor NKG2D en la superficie de las
células NK se evaluaron por la intensidad de fluorescencia mediana (MFI) de las
células tefiidas. Luego del lavado con PBS-1% FBS, las células se incubaron por 30
minutos con la mezcla de estos anticuerpos. Luego, se lavaron, fijaron, y se
resuspendieron en FACS buffer (BD Biosciences, EE.UU.) y luego se analizaron por

citometria de flujo.

2.10.Analisis de las funciones efectoras de células NK de sangre periférica de

pacientes con cancer gastrico

Se co-cultivo PBMC de pacientes o de donantes sanos con la linea celular de
cancer gastrico MKN45 y se evalud la capacidad de estas células en activar las
funciones efectoras de las células NK, como citotoxicidad y produccion de citoquinas.
Para el analisis de la activacion citolitica de las células NK, se utilizé un ensayo de
degranulacion. En este ensayo, se evalud la expresion de CD107a (o LAMP-1), un
marcador de granulos citoliticos intracitoplasmaticos, el cual se moviliza hacia la
superficie de células citoliticas luego de su activacion en presencia de células blanco

(Alter y col, 2004).
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El PMBC se sembro en placas de 96 pocillos con fondo "U” a una concentracion
de 2x10° células/pocillo en presencia del anticuerpo anti CD107a-FITC (clon H4A3, 3
ul/ pocillo; BD Pharmingen, EE.UU.) o el control de isotipo {clon MOPC-21, 3 pl/ pocillo;
BD Pharmingen, EE.UU.). La degranulacidon se indujo al agregar células de la linea
celular de adenocarcinoma gastrico (MKN-45) (2x 10* células/pocillo, razon
efectar/blanco [E:B]= 10:1). Como control negativo, se incubd el PBMC sdlo en
presencia de medio RPMI completo. Ademas, como control positivo para la activacion
de las células NK, el PBMC se enfrentd con la linea celular de eritroleucemia K562
(Nishimura y col, 1994). Luego, se centrifugaron las células a 30 x g por 1 min, seguido
de incubacién por 1 h a 37°C con 5% de CO; .

Luego de 1 h de co-cultive (PBMC mas células blanco tumorales), se agregé
monensina y brefeldina A (concentracion final 3 yM y 1 pg/ml, respectivamente)
(ambos de BD Biosciences) en cada pocillo. La brefeldina A previene la exocitosis de
Ias vesiculas que contienen la citoquinas, permitiendo la deteccién intracelular de la
produccion de citoquinas después de la estimulacion, mientras que la monensina
previene la acidificacion de las vesiculas endociticas, impidiendo la degradacion de
CD107a reinternalizado desde la superficie celular y asi permitiendo la defeccion de
este marcador después de la estimulacién (Alter y col, 2004). Posteriormente, las
células efectoras y células blanco se cultivaron a 37°C durante 5 h. Después de un
total de 6 h de co-cultivo, las células se centrifugaron a 450x g por 1 min, se lavaron
con PBS-SFB 1% y se incubaron por 30 min 4°C con una mezcla de los anticuerpos
anti-CD45-PerCP-Cy5.5, anti-CD3-Alexa 700 (clon HI30 ,1:170, BioLegend, EE.UU.),
anti-CD56-PE y anti-NKG2D-APC. Después, las células se fijaron y permeabilizaron
con el Kit Cytofix/Cytoperm Fixation/ Permeabilization {BD Biosciences, EE.UU.) por 20

min a 4°C. Luego del lavado, se midid la produccién de INF-y intracelular por las
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células NK al incubarlas con el anticuerpo anti-IFN-y-PE-Cy7 (clon, 1:200, BiolLegend,
EE.UU.) durante otros 30 min a 4°C. Finalmente, se analiz6, mediante citometria de

flujo, la expresién de CD107a y de INF-y intracelular por las células NK CD3'CD56".

2.11.Efecto de sueros de pacientes con CG sobre la expresion del receptor

NKG2D

En este estudio, se evalud, in vitro, el efecto de sueros de pacientes con CG
positivos para sMICA {n=13) (Seccioén 2.4) sobre los niveles del receptor NKG2D en
superficie de células NK vy linfocitos T CD8" de donantes sanos. Para esto, se incubé
PBMC de donantes sanos (n=3, 2 x 10° células/pacillo) en medio conteniendo,
individualmente, 30% de suero de paciente o de donante sano durante 48 h. Por otro
lado, para confirmar que una disminucién en los niveles de NKG2D era mediada por
MICA soluble, se utilizé un anticuerpo para prevenir la unidn de sMICA al receptor
NKG2D mediante Ja adicion de un anticuerpo anti-MICA (clon: AMO1, concentracion
final 10 pyg/ml; BAMOMAB, Alemania) al suero de los pacientes y controles sanos
previo al cultivo de estos sueros con el PBMC. Como control del ensayo, se incubd el
PBMC en presencia de rMICA (ab182709, Abcam, EE.UU.). Posteriormente, se
determinaros los niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y células T
CD8" por citometria de flujo. Para esto, se incubaron las células con los anticuerpos
anti-CD3-PE-Cy7, anti-CD56-PE, anti-CD8-FITC y anti-NGK2D-APC durante 30 min a
4°C. Enseguida, se lavaron las celulas y se resuspendieron en FACS buffer y luego se

analizaron por citometria de flujo.
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2.12.Modulacién de la expresion del receptor NKG2D por el sobrenadante de

cultivo de tumores de pacientes con CG

En este trab;ljo, también se estudié el efecto del sobrenandante de cultivo de un
trozo de tumor de pacientes (n=4) con CG sobre los niveles del receptor NKG2D en
superficie de células NK y linfocitos T CD8" de donantes sanos. Para esto, una vez
obtenida la muestra de tumor, se dejé incubando un trozo de fumor de
aproximadamente 300 mg con 250 pl de medio de cultivo en una placa de 48 pocillos
durante 24 h. Luego, se removio el sobrenandante de cultivo y se centrifugd a 300 x g.
Ya obtenido el sobrenadante libre de debris celulares, se incubd el PBMC (n=3, 2 x 10°
células/pocillo) con este medio durante 48 h, periodo el cual se ha descrito en otfros
trabajos (Wu y col, 2004a). También se utilizé un anticuerpo anti-MICA como control
para poder confirmar que la disminucion del receptor de NKG2D es mediada por MICA
soluble liberado por las células tumorales al medio extracelular. Para esto, se agrego el
anticuerpo bloqueante al sobrenandante de cultivo previo a la incubacién con el PBMC.
También se evalud, por ELISA, la concentracién de MICA y MICB solubles presentes
en el sobrenadante de cultivo de los pedazos de tumor, de acuerdo a lo descrito en la

Seccion 2.5.

2.13.Correlacion entre los niveles de expresion de MICA con parametros clinico-

patolégicos de la enfermedad

Se analizaron las fichas clinicas de cada paciente con adenocarcinoma gastrico
incluidos en este estudio, y se clasificaron de acuerdo al resultado obtenido en las

respectivas biopsias para el tamafio del tumor, estadio de invasién tumoral, metastasis
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hacia linfonodos y estado TNM (el cual se refiere a la extension del tumor primario, la
propagacion del tumor hacia los linfonodos y a la presencia de metastasis a otros
organos) (Tabla 1). El sistema de clasificacion utilizado fue el propuesto por la
American Joint Commission on Cancer {(AJCC) 72 edicion (Washington, 2010). Se
determiné la asociacién entre los niveles de MICA en superficie celular, la expresion
del receptor NKG2D en superficie de las células NK y la presencia de MICA y MICB
soluble en el suero de pacientes y los distintos parametros clinico- patolégicos de la

enfermedad.

2.14.Analisis estadistico

Primero, se llevd a cabo el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov en cada
grupo en estudio para determinar si los datos presentaban una distribucion normal. La
evaluacién estadistica de la diferencia de los niveles y frecuencia de MICA entre el
tumor y la mucosa gastrica se realizd usando el test de Wilcoxon o test { pareado. La
correlacion entre los niveles séricos de sMICA vy los niveles del receptor NKG2D en
superficie de células NK y linfocitos T CD8", y entre los niveles de sMICA o del receptor
NKG2D en células NK y linfocitos T CD8" y el tamafio del tumor se realizé utilizando el
test de correlacion de Spearman.

Las diferencias entre la expresion y frecuencia de MICA del tumor entre los
grupos de pacientes correspondientes al tamario del tumor y otros parametros clinico
patologicos se avaluaron utilizando el test de Mann-Whithey o test £ no pareado,

Las curvas de sobrevida se generaron segun el método de Kaplan-Meier, vy la
diferencia entre las curvas de sobrevida se analizé por la prueba Log-rank. Todos los

pacientes cuyas muertes se asociaron al adenocarcinoma gastrico, incluyendo aquelios
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que murieron de complicaciones post operativas, se incluyeron en el analisis de
sobrevida, la cual se evalud durante un periodo de 16 meses luego de la intervencién
quirdrgica para remocion del estdmago. Todos los datos se analizaron con el software
GraphPad Prism, version 5 (EE.UU.), y los valores de p < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Niveles de MICA en superficie de células derivadas del tumor primario de

pacientes con cancer gastrico

Durante este estudio, se analizaron 13 pacientes con adenccarcinoma gastrico
sometidos a gastrectomia total, mujeres y hombres, con un promedio de edad de 66,1
afios. La Tabla 1 resume los diversos datos demograficos, clinicos, patolégicos y
operatorios correspondientes a los 13 pacientes. |

Para identificar las células tumorales en las suspensiones celulares derivadas
del tejido tumoral, se desarrolld una estrategia de analisis de marcadores celulares por
citometria de flujo. En trabajos previos en nuestro laboratorio, como control positivo
para las células tumorales, se analizé la expresion en superficie de CD44, una
molécula de adhesién que se sobreexpresa en varios tipos de tumores, incluyendo el
CG (Ghaffarzadehgan y col, 2008; Ko y col, 2011). En la Figura 3 se muestran densify
plots de FSC versus SSC representativos de las células derivadas del tumor y mucosa
gastrica. Como primera estrategia de analisis, se evalud la poblacidn seleccionada en
rojo (G1), en la cual se descartaba el debris celular en el grafico forward y side scatter
(FSC/SSC). Se muestra en la Figura 3A y B un dot blot de CD44/SSC de la poblacion
G1, y se observaron que tanto las células derivadas del tumor como de la mucosa
gastrica presentan CD44 en la superficie celular, y se pueden discriminar dos

poblaciones derivadas de ambos tejidos que son positivas para este marcador (CD44*

P1yP2),
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Figura 3. Estrategia de analisis para las células tumorales. (A) Gréaficos de
densidad (dot plot), obtenidos por citometria de flujo, que muestran las propiedades de
tamafio {FSC) versus granularidad (SSC) del tumor primario y de la (B) mucosa
gastrica de un paciente con CG representativo La poblacién de células en estudio se
seleccion® segun las propiedades de SSC y FSC (circulo rojo) y, a partir de esta
seleccion, se analizd los niveles de CD44 o CD45/EpCAM. Los ntimeros en los dot
plots indican el porcentaje de células en cada poblacién seleccionada. Los niveles de
MICA en superficie celular se analizaron en la poblacion CD45 EpCAM™" (cuadrado
morado) y CD45 EpCAM"™ (cuadrado rosado) y se midi6 la intensidad de fluorescencia
mediana (MFI), la que se representa en el histograma rojo; el isotipo correspondiente
esta representado en el histograma gris. Los valores de MFI estan indicados en la
leyenda coloreada sobre el histograma.

Sin embargo, debido a que CD44 también se expresa en los linfocitos, se
decidid posteriormente utilizar el marcador EpCAM, una molécula que se expresa
esencialmente en todos los adenocarcinomas humanos, incluyendo el cancer gastrico
y, ademas, practicamente no se expresa en el epitelio gastrico normal (Baeuerle &
Gires, 2007; Balzar y col, 1999a). Ademas, para poder excluir los leucocitos del
andlisis, se decidié utilizar el marcador CD45, antigeno comtn leucocitario. En el
tumor, al evaluar los niveles en superficie celular de ambos marcadores (EpCAM y
CD45) en G1, se pudo discriminar tres poblaciones: CD45"EpCAM™®, CD45 EpCAM"™*
y CD45'EpCAM™ (Figura 3A y B). En el caso de la mucosa gastrica, se discriminaron
las mismas tres poblaciones; sin embargo, en algunos pacientes, no se observé la
poblacion EpCAM™"CD45™. La poblacion de células con altos niveles de EpCAM
(EpCAM™") corresponderta a las células tumorales y la poblacion de células con bajos
niveles de EpCAM (EpCAM™) corresponderia a las células epiteliales de la mucosa
gastrica.

Pudimos observar, para los pacientes analizados, que el 36% de las células
derivadas del tejido tumoral y de mucosa corresponden a leucocitos humanos

(CD45'EpCAM”), ademas se observé un mayor porcentaje de células CD45" EpCAM™"
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en el tejido tumoral que en la mucosa, donde incluso en la mucosa gastrica de algunos
pacientes no se observé esta poblacion (Figura 4A) y un porcentaje de células
CD45 EpCAM"™ y CD44" similar entre los tejidos (Figura 4B y C). Debido a que no
todas las muestras de mucosa gastrica de los pacientes con CG presentaban la
poblacion CD45 EpCAM"" se compararon los niveles de MICA en superficie celular
entre la poblacion de células con bajos niveles de EpCAM (EpCAM™), que
corresponderian a las células de mucosa normal, y las células tumorales, las que

presentarian altos niveles de EpCAM (Moldenhauer y col, 1987; Wengi y col, 2009).
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Figura 4. El tejido tumoral presenta un mayor porcentaje de células
CD45'EpCAM®. (A) Porcentaje de células del tumor y mucosa gastrica
CD45 EpCAM™®", (B) CD45 EpCAM"™" (n=6) y (C) CD44". * p < 0,05.

Para el analisis de las primeras muestras de pacientes, se utilizdo solo el
marcador CD44 para definir la poblacion de células tumorales, y se procedi¢ a analizar
los niveles de MICA en superficie de las poblaciones celulares P1 CD44",
correspondientes al tumor y la mucosa gastrica, como se muestra en la Figura 3. Para
las demas muestras, se analizo tanto los niveles de MICA en las poblaciones CD44" en

el tumor y la mucosa, como también las poblaciones CD45 EpCAM™" o
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CD45 EpCAM™, para poder comparar los niveles de MICA entre las poblaciones
definidas con los distintos marcadores.

En la Figura 5, se muestra la intensidad media de fluorescencia (MF!) de MICA
en células derivadas del tumor primario y de la mucosa géastrica adyacente al tumor. La
MF! especifica para MICA se determiné restando la MFI del control de isotipo
carrespondiente, la cual se muestra en los histogramas correspondientes.

Pudimos demostrar, para esos pacientes con CG, que la poblacién P1 CD44"
del tumor posee mayores niveles de MICA en superficie celular en comparacion a la
poblacion P1 CD44" en la mucosa, pero esto no se observo para los niveles de MICA
intracelular (Figura 5B).

Al comparar los niveles de MICA entre la poblacion de células tumorales y
células epiteliales de [a mucosa adyacente correspondiente (CD45 EpCAM™ y
CD45"EpCAM™™"), se pudo observar que no hay una diferencia significativa respecto a
los niveles de MICA tanto en la superficte celular como intracelular {Figura 5A). Por otro
lado, se observé que la poblacién P1 CD44" posee niveles significativamente mayores
de MICA intracelular que de superficie celular, pero esto no se observd para la

poblacion CD45 EpCAM™" (Figura 5A y B).
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Figura 5. Niveles de MICA en superficie de células tumorales y de mucosa
gastrica de pacientes con CG. (A) Niveles de MICA de superficie celular e
intracelular. en poblacion CD45 EpCAM"" del tumor y CD45 EpCAM®" de la mucosa
(n=6) (B) Niveles de MICA en superficie de células CD44" en tumor y mucosa
(superficie celular e intracelular) (n=11). (C) Niveles de MICA en superficie e
intracelular en células CD45 EpCAM™" del tejido tumoral (n=6). (D) Niveles de MICA
en superficie e intracelular en células CD44" del tejido tumoral (n=11). *, p < 0,05,
** p<0,01

3.2. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK infiltrantes del

tumor y mucosa

En pacientes con tumores MICA™ o MICB" (cancer de mama, pulmén, colon,
ovario y melanoma), las células NK y linfocitos T CD8" infiltrantes de tumor y
sistémicos frecuentemente expresan bajos niveles del receptor NKG2D y se
encuentran funcionalmente comprometidas (Groh y col, 2002).

En este estudio, se determinaron los niveles de receptor NKG2D en superficie

de las células NK obtenidas desde el tejido tumoral y mucosa gastrica de pacientes con
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adenocarcinoma géstrico. Pudimos observar que los niveles (MFl) de NKG2D en
superficie de las células NK infiltrantes de! tejido tumoral fueron significativamente
menores que en las células NK de la mucosa (Figura 6A). Sin embargo, esta diferencia
no se observd para el porcentaje de células positivas para NKG2D en ambos tejidos
(Figura 6B).

Debido a que también se ha descrito que hay una disminucion en la expresion
de NKG2D en linfocitos T CD8*(Groh y col, 2002), también se analizaron los niveles
de este receptor en estas células. Los resultados obtenidos indican que no existe
diferencia significativa en el porcentaje células positivas para NKG2D y los niveles de
NKG2D (MFl) en superficie entre linfocitos T CD8" infiltrantes del tejido tumoral y

mucosa gastrica entre los pacientes analizados (Figura 6C y D)
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Figura 6. Los niveles del receptor NKG2D estan reducidos en células NK
infiltrantes de tumores de pacientes con CG. (A y B) Niveles del receptor NKG2D
(MF1) en superfice de células NK y porcentaje de células positivas para este receptor
en células infiltrantes de tumor (®) y mucosa gastrica (M), respectivamente (n=7). (C y
D) Niveles del receptor NKG2D en linfocitos T CD8" (MFI) y porcentaje de células
positivas infiltrantes de tumor y mucosa gastrica (n=4). *, p < 0,05

3.3. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK de sangre

periférica en pacientes con CG

Como se menciond anteriormente, las células NK de sangre periférica de
pacientes con cancer (de mama, pulmoén, colon, ovario, prostata, leucemia, glioma vy
melanoma) también presentan una disminucion en la expresion del receptor NKG2D en
comparacion a individuos sanos (Crane y col, 2010; Salih y col, 2002b; Szczepanski y

col, 2011). Por esta razon, se determinaron los niveles de NKG2D (MFI y porcentaje
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células positivas) en células NK vy linfocitos T CD8" circulantes tanto de pacientes con
cénce'r géastrico (Figura 7A) como de controles sanos (Figura 7B). Los niveles de
NKG2D {tanto MFI como porcentaje de células positivas) en las células NK y linfocitos
T CD8" de pacientes con cancer gastrico (n=10) fueron significativamente menores en

pacientes que en los controles sanos (n=11) (Figura 7D).

Luego, se compararon los niveles del receptor NKG2D en las células NK y
linfocitos T CD8" presentes en sangre periférica con células infiltrantes de tumor y se
observd que los niveles de este receptor en superficie de las células NK y linfocitos T

CD8" presentes en el tejido tumoral fueron significativamente menores que en las

células NK y linfocitos T CD8" circulantes (Figura 8A y B).
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Figura 7. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y T CD8"
circulantes en pacientes con CG. (A y B) Dot plots que muestran las propiedades de
FSC versus SSC del PBMC de un paciente con CG y de un control sano (ambos
representativos para este analisis). La poblacion de linfocitos fue seleccionada segun
las propiedades de SSC y FSC (circulo rojo). Luego, la poblacién de células NK y
linfocitos T CD8" fue definida como CD3 CD56" y CD3'CD8", respectivamente. (C)
Histogramas representativos de los niveles de NKG2D en superficie de células NK y
linfocitos T CD8" en un paciente con CG y un control sano. Los niumeros corresponden
a los valores de MFI. Histograma rojo: control sano, histograma azul: paciente CG. (D)
Expresion de NKG2D en células NK y T CD8", MFI y porcentaje de células positivas
circulantes en 10 pacientes con CG (®) y 10 controles sanos (®). **, p < 0,01
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Figura 8. Niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y linfocitos T
CD8" infiltrantes del tumor. (A) Niveles del receptor NKG2D (MFI) en superficie de
células NK (n=7) y (B) linfocitos T CD8" (n=4) circulantes (®) e infiltrantes de tumor (M)
en pacientes con CG. Los puntos unidos por una linea representan al mismo individuo.

* p<0,05.

La presencia de MICA en las células tumorales se ha correlacionado con una
disminucion en los niveles de NKG2D en células NK y linfocitos T CD8" (Groh y col,
2002). Por esta razon, se asociaron los niveles de MICA en superficie de las células
tumorales gastricas y de NKG2D en las células NK vy linfocitos T CD8" de sangre
periférica. Tanto para las células NK como los linfocitos T CD8", los niveles de NKG2D
se correlacionaron negativamente con los niveles de MICA en superficie de células

CD44" presentes en el tumor de pacientes con CG (Figura 9B). Sin embargo, no se
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encontré una correlacion entre los niveles de NKG2D con los niveles de MICA en

superficie de las células CD45 EpCAM” presentes en el tumor (Figura 9A).
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Figura 9. Correlacion entre los niveles de MICA en superficie de células
tumorales de pacientes con cancer gastrico y expresion de NKG2D en células
NK. (A) Correlacion entre los niveles de NKG2D (MFI) en superficie de células NK
(n=10) o en linfocitos T CD8" de sangre periférica (n=7) y los niveles de MICA en
superficie (MFI1) de la poblacién CD45 EpCAM® en el tumor de pacientes con CG. (B)
Correlacion entre los niveles de NKG2D (MFI) en superficie de células NK (n=5) o en
linfocitos T CD8" de sangre periférica (n=5) y los niveles de MICA en superficie (MFI)
de la poblacion CD44" en el tumor . Los analisis estadisticos se realizaron por el test de
correlacion de Spearman.
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3.4. Niveles de sMICA sérico en pacientes con CG

Debido a que sMICA esta asociado con la regulacién negativa de la expresion
del receptor NKG2D en las células NK de pacientes con cancer de prostata, pulmon,
mama, colon (Doubrovina y col, 2003; Groh y col, 2002; Wu y col, 2004a), en este
estudio, se evaluaron los niveles séricos de sMICA en los pacientes con CG y en
controles sanos. Las concentraciones promedio de sMICA en el suero obtenido de
pacientes con CG y controles sanos fueron de 196,5 y 49,5 pg/ml, respectivamente.
Como se muestra en la Figura 10, la concentracion de sMICA sérico en los pacientes
evaluados fue significativamente mayor en comparacion a los controles sanos

testeados.

600 p=0,0215

MICA [pg/ml]

CG Control Sano

Figura 10. Niveles séricos elevados de sMICA en pacientes con cancer gastrico.
Niveles de sMICA en suero de pacientes con cancer gastrico (®) (n=13) y controles
sanos (®) (n=13). Los datos mostrados corresponden al promedio de triplicados. Cada
punto corresponde a un individuo, y lo valores promedios de cada grupo se muestra
como lineas horizontales * la desviacion estandar. *, p<0,05
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Para evaluar la posible consecuencia funcional que tendria la presencia de mayores
niveles de sMICA en el suero de los pacientes con cancer gastrico, se correlacionaron
los niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK y linfocitos T CD8’
periféricos con los niveles de sMICA séricos en estos pacientes. Como se muestra en
la Figura 11, no se observd una correlaciéon entre los niveles de sMICA y de NKG2D

en las células NK 0 linfocitos T cD8".
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Figura 11. Asociacion entre los niveles séricos de sMICA séricos en pacientes
con cancer gastrico y los niveles del receptor NKG2D en superficie de células
citotoxicas. (A) Correlacion entre los niveles séricos de sMICA en pacientes con CG
(n=14) y los niveles de NKG2D (MFI) en superficie de células NK y (B) de linfocitos T
CD8" de sangre periférica (n=10). Los analisis estadisticos se realizaron con por el test
de correlacion de Spearman.

3.5. Expresion de CD107a y produccion de IFN-y por células NK en pacientes

con CG

Una disminucién en los niveles del receptor NKG2D en superficie de las células
NK esta asociada a una funcion defectuosa en estas células (Vivier y col, 2002). En
este estudio, se evaltalo la funcionalidad de las celulas NK de sangre periférica
mediante el analisis del potencial citolitico (externalizacion de CD107a) y la producciéon
de IFN-y en respuesta al desafio con células blanco: K562 (negativas para MHC-I,
control positivo de activacion de células NK) y la linea celular de cancer gastrico

MKN45, la que expresa MICA en su superficie (Figura 12A).
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Figura 12. La linea celular de adenocarcinoma MKN45 posee mayores niveles de
MICA y MHC-I que células K562. (A) Niveles de MICA y (B) MHC-I en las lineas
celulares K562 y MKN45.

Luego de 6 h de co-cultivo entre PBMC de pacientes o controles sanos y las
lineas celulares (Figura 13B), se evaluaron los niveles de CD107a e IFN-y de las
células NK presentes en el PBMC. El control sin estimulo, en el cual las celulas
efectoras son cultivadas en ausencia de células blanco, permite determinar la
degranulacion espontanea de las células NK. Como control positivo, se muestran los
niveles de CD107a e IFN-y en un control sano y paciente con CG representativos al co-
cultivarlos con células K562 (Figura 13D y E).

Los niveles de CD107a en las células NK fueron significativamente mayores en
los controles sanos en comparacién a los pacientes con cancer gastrico cuando el
PBMC se co-cultivd con la linea K562. Sin embargo, no se obtuvo una diferencia
significativa para los niveles de IFN-y en las células NK entre controles sanos y
pacientes con CG co-cultivadas con esta misma linea celular (Figura 13F). Al evaluar la
funcionalidad de las células NK enfrentadas con una linea celular de CG (MKN45), no
se observo una diferencia significativa para el porcentaje de células NK positivas para
CD107a entre controles sanos y pacientes con CG, ni para el porcentaje de células NK

que expresa IFN-y (Figura 13G).
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Figura 13. Niveles de CD107a y produccién de IFN-y por células NK circulantes
en pacientes con CG. (A) Dot plot que muestra las propiedades de FSC versus SSC
de un PBMC sano representativo. La poblacion de linfocitos fue seleccionada segtn las
propiedades de SSC y FSC (circulo rojo). Luego, se seleccionaron las células CD45" y,
de esta poblacién, se definieron las células NK como CD3 CD56". (B) Dot plots
representativos que muestran la expresion de CD107a e IFN-y por células NK de un
control sano sin estimul, (C) control sano y (D) paclente con cancer gastrico
estimulados con células K562. Los valores en los cuadrantes representan los
porcentajes de células NK positivas para CD107a o IFN-y. Los datos agrupados
muestran el porcentaje de células NK positivas para CD107a o IFN-y para controles
sanos (n=3) y pacientes con CG (n=3) cuando desafiados con (E) células K562 o (F)
MKN45.

3.6. Efecto del suero de pacientes con CG sobre la expresion de NKG2D en

células NK normales

En muchos tipos de cancer, la expresion del receptor NKG2D puede disminuir
en las células NK y linfocitos T CD8" mediante la liberacion de uno o mas ligandos de
NKG2D, en forma soluble, por las células tumorales (Groh y col, 2002). Estos ligandos
solubles se pueden unir al receptor NKG2D y promover su internalizacién. La
disminucién resultante en los niveles de NKG2D en al superficie celular afecta Ia lisis
de las células tumorales, y, probablemente, sirve como un mecanismo de escape
inmune, favoreciendo la supervivencia de las células tumorales (Groh y col, 2002).

En este estudio, se evalud el posible efecto de sMICA del suero de pacientes
con CG sobre los niveles de NKG2D en la superficie de células NK. Como control
positivo de la disminucion de los niveles de NKG2D en superficie de las células NK
mediado por sMICA, se utilizé MICA recombinante (rMICA) comercial. El PBMC sano
fue cultivado con rMICA, lo que indujo una disminucion en los niveles de NKG2D en las
células NK, efecto inhibido al pre-incubar rMICA con el mAb anti MICA AMO1 (Figura

14A). La actividad bloqueante del anticuerpo anti-MICA AMO1 se pudo confirmar con el
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uso de un anticuerpo irrelevante de igual isotipo que el AMO1, con el cual no se
observo ningtn efecto inhibitorio (Figura 14A, histograma rosado).

Para determinar si sMICA presente en el suero es, en parte, responsable de la
disminucion de los niveles de NKG2D en superficie de células NK que se observa en
los pacientes con CG (Figura 10), se analizé el efecto del suero de pacientes con CG

sobre los niveles de NKG2D en ceélulas NK de controles sanos.

Para esto, el PBMC de controles sanos fue cultivado con medio RPMI que
contenia 30% de suero de pacientes con CG o suero de individuos sanos durante 48 h.
Como se muestra en la Figura 14, se observo una reduccién en los niveles de NKG2D
en la superficie de células NK en presencia de sueros de algunos pacientes con CG
(Figura 14B, sueros CG41 y 42, histograma azul). Sin embargo, al pre-incubar los
sueros con un anticuerpo AMO1 contra MICA, se observo la misma reduccion en los
niveles de NKG2D en la superficie de las células NK (Figura 14B, histograma verde), lo
que sugiere que algun otro factor soluble (como otro ligando del receptor NKG2D), y no
sMICA, produciria la disminucion de los niveles del receptor NKG2D en las células NK.

A pesar de que se observo esta disminucion de los niveles del receptor NKG2D
en presencia de sueros de 2 pacientes con CG, la mayoria de los sueros de los
pacientes probados no presentd ningtn efecto en los niveles de este receptor en las
células NK. Ademas, no se observd ninguna disminucién en los niveles de NKG2D en
superficie cuando se cultivaron las células con sueros controles normales o con sueros
de pacientes con CG que no presentaban niveles detectables de sMICA en el suero

(Figura 14C y D, sueros CG55, sano1 y sano2).
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Figura 14. El suero de algunos de pacientes con CG disminuye los niveles de
NKG2D en superficie de células NK. (A) Efecto de rMICA (50 ng/ml) sobre los niveles
de NKG2D en superficie células NK de un control sano. Efecto de suero de paciente
con CG sobre los niveles de NKG2D: (B) suero CG positivos para sMICA, (C) suero
CG negativo para sMICA y (D) también de sueros de controles sanos. Los niveles de
NKG2D en células NK se evalué después de cultivar PBMC de un control sano con
medio RMPI que contenia suero de paciente con CG o de un control sano durante 24 h
(histograma rojo/azul, respectivamente). También se evalud el efecto del pre-
tratamiento del suero con el mAb anti MICA AMO1 (histograma verde). Los resultados
mostrados son representativos de tres experimentos independientes.
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3.7. Efecto del sobrenadante de cultivo de tejido tumoral de CG sobre la

expresion de NKG2D en células NK normales

Para estudiar si MICA es liberado por los tumhores de CG en forma soluble, un
trozo de tumor se dejo cultivando en medio RPMI-10 durante 24 h, y luego, mediante
ELISA, se determind la concentracion de sMICA en el sobrenadante de cultivo. Se
pudo detectar la presencia de sSMICA en todos los sobrenadantes de cultivo de tumores
derivados de pacientes con CG (Figura 15A). Ademas, es posible que otros ligandos
del receptor NKG2D, como MICB, sean capaces de inducir la disminucion de los
niveles de NKG2D en superficie de células NK. Por esta razdn, en este estudio se
decidio evaluar si el ligando MICB, en forma soluble, participa en la disminucion de los
niveles de NKG2D en superficie celular. MICB soluble ha sido involucrado en distintas
enfermedades malignas (Holdenrieder y col, 2006b); sin embargo, su rol en CG no ha
sido descrito. En este estudio, efectivamente, también se detectd sMICB en el
sobrenadante de cultivo de los mismos trozos de tumor (Figura 15B) por ELISA. Por lo
tanto, dado que las células tumorales secretan sMICA y sMICB, se evalud el efecto de
estos sobrenadantes en los niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK
periféricas de individuos sanos {Figura 16).

Luego de cultivar PBMC de donantes sanos con el sobrenadante de cultivo de
tumor y de mucosa durante 24 h, se pudo observar una disminucion en los niveles de
NKG2D en superficie en células NK y en el porcentaje de células NK perifericas
positivas para NKG2D en comparacién al control, que corresponde al PBMC cultivado
solo en medio RPMI (Figura 16B, F y A, respectivamente). Sin embargo, esta
reduccion de los niveles del receptor NKG2D no es al nivel de las células NK

infiltrantes del mismo tumor (Figura 16H). Ademds, cuando se tratd previamente el
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sobrenadante de cultivo de tumor con el anticuerpo mAb anti MICA AMO1, la reduccion
de los niveles de NKG2D se mantuvo al igual que con el control del anticuerpo (del
mismo isotipo que AMO1) (Figura 16C y E, respectivamente).

También se evalud el efecto de los sobrenadantes en los niveles de NKG2D en
superficie de células NK al pre-tratarlos previamente con un anticuerpo anti MICA/B,
pero se observo la misma reduccion de los niveles de NKG2D observada cuando se
cultivaron las células solamente con los sobrenadantes o cuando se trataron

previamente a estos sobrenadantes con AMO1 (Figura 16D).

A MICA B MICB
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E 800] T 800
> =)
2 600 2 6001
S 00 S 400
= = o
» 200 — % 200 :
| : ol e
T70 T73 T74 T75 T70 T73 T74
Cancer gastrico Cancer gastrico

Figura 15. El sobrenadante de cultivo de tumor gastrico presenta tanto sMICA
como sMICB. (A) Niveles de sMICA (n=4) y (B) sMICB (n=3) en sobrenadante de
cultivo de tumores de pacientes con CG, durante 24 h, evaluado por ELISA. T: Tumory
M: Mucosa
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Figura 16. Efecto del sobrenadante de cultivo de un tumor MICA" sobre los
niveles de NKG2D en células NK. (B) Dot plots representativos de los niveles de
NKG2D en superficie de las células NK periféricas de un donante sano, que muestran
el porcentaje de células positivas para NKG2D. Las condiciones de cultivo del PBMC
se encuentran descritas sobre el dot plot correspondiente. (B) El PBMC se cultivd con
sobrenadante de cultivo de tumor (SNT), y se midio el (C) efecto del pre-tratamiento de
este sobrenadante con el mAb anti MICA AMO1, (D) anti-MICA/B BAMO1 o (E) con el
control de anticuerpo irrelevante (IgG1). (F) Ademas, se evalud el efecto del
sobrenadante de cultivo de mucosa gastrica adyacente al tumor (SNM) y (G) suero del
mismo paciente con CG. (H) Niveles de NKG2D en células NK infiltrantes de este
tumor. (1) En total, se evaluaron los sobrenadantes de cultivo de tumores derivados de
4 pacientes con CG, y se muestran los niveles de NKG2D en superficie de células NK 'y
(J) el porcentaje de células NK positivas para NKG2D, al cultivar el PBMC con estos
sobrenadantes de cuatro pacientes en las condiciones descritas.

Debido a que detectamos MICB soluble en el sobrenadante de cultivo de
tumores gastricos, también evaluamos los niveles de MICB séricos en pacientes con
CG. La concentracion promedio de sMICB en los pacientes con CG fue de 44,9 pg/ml y
no se observo una diferencia significativa con los niveles de sMICB en donantes sanos
(Figura 17A). Ademas, no se observé una correlacion entre los niveles de sMICA y

sMICB séricos (Figura 17B).
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Figura 17. Presencia de sMICB en el suero de pacientes con cancer gastrico. (A)
Niveles de sMICB en suero de pacientes con cancer gastrico (M) y controles sanos (@)
(n=13). Los datos mostrados corresponden al promedio de duplicados. Cada punto
corresponde a un individuo, y lo valores promedios de cada grupo se muestra como
lineas horizontales * la desviacion estandar. (B) Correlacion entre niveles de sMICA y
sMICB séricos de pacientes con CG (n=13).

51




3.8. Correlacién de los niveles en superficie del receptor NKG2D, MICA y sMICA

con los parametros clinico-patolégicos de la enfermedad

Debido a que se observaron niveles reducidos del receptor NKG2D en
superficie de células NK circulantes e infiltrantes del tumor primario en pacientes con
CG en comparacién a controles sanos y mucosa gastrica, respectivamente (Figuras 6 y
7), se evalud si esta caracteristica se asociaba con los parametros clinico-patolagicos
de la enfermedad. Se observd que el tamafio de los tumores gastricos se
correlacionaba inversamente con los niveles de NKG2D en células NK periféricas
(Figura 18A). Ademas, los pacientes que se encontraban en estados mas avanzados
de la enfermedad (etapas Il y IV) presentaron niveles de NKG2D en superficie de
células NK significativamente menores que pacientes en estados mas tempranos de la
enfermedad {etapas | y i) (Figura 18C). Las células NK de los pacientes con tumores
bien diferenciados y con una mayor extension de invasion tumoral (T3/T4) poseen
niveles significativamente menores de NKG2D en comparacién a pacientes con
tumores poco diferenciados y con menor extension de invasion (T1/72),
respectivamente (Figura 18D). En cuanto a los otros parametros clinico-patologicos, no
se encontrd una asociacion con los niveles de NKG2D (Figura 18B y F).

Dado que se detecté sMICA en el suero de los pacientes con CG, se quiso
evaluar si los niveles séricos de sMICA de estos pacientes podrian ser utilizados como
un posible marcador en el diagnéstico diferencial y estadio del cancer. Sin embargo, no
se encontrd una asociacion entre los niveles de sMICA y los parametros clinico-

patologicos de paclentes con CG (Figura 19), tampoco para los niveles séricos de

sMICB (datos no mostrados).




Por otro lado, se observo que los niveles de MICA en superficie de las células
tumorales son significativamente mayores en pacientes con mayor extension tumoral
(T3/T4) en comparacion a los pacientes con menor extension del tumor (T1/T2). Sin
embargo, no se encontré una asociacion entre los niveles de MICA en la superficie de
células presentes en el tumor y otros parametros clinico-patologicos del CG (Figura

20E).
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Figura 18. Correlacion entre los parametros clinico-patolégicos de pacientes con
CG y los niveles de NKG2D en superficie en células NK. (A) Correlacion del tamafio
del tumor gastrico con los niveles de NKG2D en superficie de células NK periféricas de
pacientes con CG. Los niveles NKG2D en pacientes con CG fueron agrupados segun:
(B) clasificacion de Borrmann, (C) estadio TNM (1,1l y lIL,1V), (D) diferenciacion tumoral
(indiferenciado/ poco diferenciado y moderado/bien diferenciado), (E) extensién tumoral
(T1/T2 y T3/T4) y (F) metastasis hacia los linfonodos (NO = negativa y N1,2,3 =
positiva).
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Figura 19. Correlacién entre los parametros clinico-patolégicos de pacientes con
cancer gastrico y los niveles séricos de sMICA. (A) Correlacion entre el tamafio de
los tumores gastricos y los niveles de sMICA séricos en pacientes con CG. Los niveles
de sMICA séricos en pacientes CG fueron agrupados segun: (B) clasificacion de
Borrmann, (C) estadio TNM (LIl y lllIV), (D) diferenciacion tumoral (indiferenciado/
poco diferenciado y moderado/bien diferenciado), (E) extension tumoral (T1/T2 y
T3/T4) y (F) metastasis hacia los linfonodos (NO = negativa y N1/N2/N3 = positiva).
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Figura 20. Correlacion entre los parametros clinico-patolégicos de pacientes con
cancer gastrico y los niveles de MICA en CG. (A) Correlacion entre el tamafio de los
tumores gastricos y los niveles de MICA (MFI) en superficie de células tumorales de
CG. Los niveles de expresién de MICA (MFI) en tumores gastricos fueron agrupados
segun: (B) clasificacién de Borrmann, (C) estadio TNM (1,1l y III,IV), (D) diferenciacion
tumoral (indiferenciado/ poco diferenciado y moderado/bien diferenciado), (E) extension
tumoral (T1/T2 y T3/T4) y (F) metastasis hacia los linfonodos (NO = negativa y

N1/N2/N3 = positiva).

Finalmente, se estudié la sobrevida de los pacientes con CG durante un
periodo de 13,2 meses después de haberse realizado la operacion para remocion del
tumor. De los 13 pacientes que se realizo la gastrectomia total, 4 de ellos (31%)
fallecieron durante el periodo analizado (Figura 21A).

Para evaluar si los niveles del receptor NKG2D en superficie de las células NK
tenia correlacion con la sobrevida de los pacientes, se realizé un analisis de sobrevida

segln el método de Kaplan-Meier, y las curvas de sobrevida se compararon utilizando

la prueba de Log-rank.
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Primero, se determind e! punto de corte para la intensidad de fluorescencia
(MF1) de NKG2D utilizando la curva ROC para distinguir entre niveles altos (MF!1> 66,8)
y bajos (MFl< 66,8). Lo mismo se realizé para los niveles séricos de sMICA, donde se
establecieron 2 grupos de pacientes segiin los niveles de sMICA: altos (sMICA> 85
pg/ml) y bajos (sMICA< 85 pg/ml), también segun la curva ROC.

El analisis de sobrevida de Kaplan-Meier para NKG2D reveld que no hay una
diferencia significativa en la sobrevida entre los pacientes que poseen altos y bajos
niveles del receptor (Figura 21B). También se analizo si la expresion de sMICA en el
suero se correlacionaba con la sobrevida de los pacientes con CG. Los pacientes se
agruparon de acuerdo a los valores de expresion de sMICA alto y bajo. Sin embargo,
tampoco se observod una diferencia en la sobrevida entre los pacientes con niveles
séricos elevados y bajos de sMICA (Figura 21C). Finalmente, se determind si existia
una relacién entre la sobrevida de los pacientes y los niveles de MICA en superficie de
las células tumorales. Se consideraron niveles bajos de MICA al percentil 25 (MFI <
3,4) y niveles altos de MICA sobre este valor de MFI. Sin embargo, tampoco se

observé una diferencia en la sobrevida entre ambos grupos de pacientes (Figura 21D).
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Figura 21. Prondstico post operatorio de pacientes con CG de acuerdo a los
niveles de NKG2D, MICA y sMICA. (A) Curva de sobrevida (Kaplan-Meier ) general
de 13 pacientes con cancer gastrico después de la gastrectomia total. (B) Curvas de
sobrevida (Kaplan-Meier) de acuerdo a los niveles de NKG2D en superficie de celulas
NK periféricas en pacientes con CG. Los pacientes se agruparon de acuerdo a los
valores de MF| de NKG2D alto o bajo. (C) Grafico de Kaplan-Meier para los pacientes
con CG representando sobrevida general de acuerdo a los niveles séricos de sMICA,
alto o bajo. (D) Curva de sobrevida para los pacientes con CG representando
sobrevida general de acuerdo a los niveles de MICA en la superficie de celulas
tumorales gastricas, alto o bajo (MFI <3,4 o MFI >3,4).
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4. DISCUSION

4.1. Expresion de MICA en células derivadas del tumor de pacientes con CG

Las células NK son células efectoras importantes para la primera linea de
defensa contra los tumores. El receptor activador NKG2D juega un rol critico en la
eliminacion de las células tumorales por células citoliticas, como las células NK. Se ha
demostrado que la eficiencia de la respuesta inmune antitumoral podria ser
criticamente dependiente de los niveles de ligandos de NKG2D expresados en la
superficie de las células tumorales. Por lo tanto, una fina regulacion de la expresion de
los ligandos del receptor NKG2D es muy importante para la inmunovigilancia contra el
cancer (Hayakawa y col, 2002) y la evasion inmune (El-Gazzar y col, 2013). Dentro de
los NKG2DL, MICA ha sido uno de los mas investigados, y diversos estudios indican
que esta molécula juega un rol importante en la inmunidad antitumoral (Jinushi y col,
2003). MICA se ha detectado en varios carcinomas, tales como de pulmén, mama,
ovario, prostata y cancer de colon, y, por consiguiente, ha sido considerado como un
antigeno asociado a tumor (Fuertes y col, 2008b; Groh y col, 1999; Watson y col, 2006;
Xiao y col, 2008). El cancer gastrico sigue siendo un problema de salud puablica a nivel
mundial, y el actual conocimiento del efecto de la expresion de MICA y los ofros

NKG2DL en este cancer es limitado.

En este trabajo, estudiamos la expresion de MICA en tumores primarios de CG.
Previamente, en nuestro laboratorio, y parte de las muestras analizadas en este
estudio, se utilizé como marcador tumoral la molécula CD44, que es altamente

expresada en adenocarcimona gastrico. Su expresion esta correlacionada con un mal

pronostico en pacientes con el adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal (da Cunha y




col, 2010; Wengi y col, 2009). Ademéas, CD44 se ha asociado fuertemente con
metastasis en adenocarcinoma gastrico, y también se ha asociado con la recurrencia
de! tumor y mortalidad en CG (Mayer y col, 1993; Okayama y coi, 2009). CD44,
ademas, ha sido reconocido como un marcador de células madre cancerosas en
diversos tipos de cancer, incluyendo CG (Chen y col, 2012; Collado y col, 1991).
Debido a que inicialmente utilizamos sdlo el marcador CD44 para identificar a las
células tumorales, se analizd el dot blot de SSC (granularidad) versus los niveles de
CD44 en las poblaciones seleccionadas por tamafio y granularidad, excluyendo el
debris celular. Observamos 2 poblaciones que son positivas para CD44 al analizar las
suspensiones celulares obtenidas tanto de tejido tumoral como de mucosa gastrica.
Estas poblaciones celulares corresponderian a las células tumorales (o de la mucosa)
y una poblacién de leucacitos (Figura 3). Por otro lado, se ha descrito que CD44 es
expresado ubicuamente en muchos tipos celulares, incluso linfocitos (Aruffo y col,
1980; Zoller, 2011), por lo que su uso como marcador de células tumorales podria
estar limitado. Por esta razon, seria necesario, ademas, agregar un marcador de
leucocitos para poder diferenciar las células tumorales o de mucosa gastrica no solo

por la granularidad o tamaiio, sino que a través de otros marcadores de linaje celular.

Para definir la poblacién de las células tumorales obtenidas del tumor primario,
se utilizé un nuevo marcadar, EpCAM, el cual, a diferencia de CD44, usualmente no se
expresa o se expresa en bajos niveles en la mucosa gastrica sana, pero si es
expresado frecuentemente en cancer gastrico (Balzar y col, 1999b). Este marcador ha
sido utilizado previamente para separar poblaciones de células tumorales por
citometria de flujo en otros trabajos (Benitez y col, 2011; Yokota y col, 2013). Ademas,

para poder excluir a los linfocitos del analisis, se utilizo el marcador de teucocitos CD45
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(Lorenz y col, 1994). Asi, en las siguientes muestras analizadas en este trabajo, se
utilizaron los marcadores EpCAM y CD45. Tanto en el tumor como en la mucosa
~ géstrica de algunos pacientes, se pudieron definir dos poblaciones no leucocitarias
(CD457), segun los niveles de EpCAM: una que presentaba bajos niveles y otra con
altos niveles de esta molécula de adhesion celular. Altos niveles de EpCAM en las
células derivadas de la mucosa podria deberse a que este tejido esté infiltrado con
células tumorales. Es posible que la poblacion con baja expresion de EpCAM
corresponda a células epiteliales no fumorales, ya que, como se menciond
anteriormente, se ha descrito que esta molécula se expresa en bajos niveles en la
mucosa gastrica sana (Balzar y col, 1999b). Interesantemente, los pacientes que
presentaban la poblacion EpCAM™" en la mucosa gastrica poseian tumares en estado
avanzado {lll y IV); incluso, 2 de 3 pacientes analizados presentaron muy baja

sobrevida luego de la reseccion del estémago (13 meses) (Lorenz y col, 1994).

Debido a que no todas las muestras de mucosa gastrica de los pacientes con
CG presentaban la poblacion CD45 EpCAM™", se compard la expresion de MICA
entre la poblacién de células que presentaba bajos niveles de EpCAM (EpCAM"™), que
deberian corresponder a las células de mucosa normal, y las células tumorales
corresponderian a la poblacion con altos niveles de EpCAM (Moldenhauer y col, 1987,
Wengi y col, 2009). Se observd la presencia de MICA en células derivadas del
adenocarcinoma géastrico y de la mucosa gastrica adyacente al tumor (Figura 5A). Sin
embargo no hay una diferencia entre los niveles de MICA en superficie de células
presentes en el tumor y mucosa en los pacientes analizados. Es probable que esta
diferencia de expresion de MICA podria resultar significativa si se aumentara el nimero

de pacientes evaluados, ya que se puede observar una tendencia a que los niveles de
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MICA sean mayores en el tejido tumoral que en la mucosa gastrica adyacente (Figura
5A). Ademas, al comparar los niveles de MICA en superficie entre las poblaciones
CD44" de tumor y mucosa, podemos observar que, en el tejido tumoral, los niveles de
MICA en la superficie celular son significativamente mayores que en la mucosa

gastrica (Figura 5B).

Si bien MICA esta presente en las células tumorales, es probable que sus
niveles en la superficie celular no sean 4ptimos para estimular adecuadamente la
respuesta antitumoral mediada por los linfocitos citotoxicos. Se ha descrito, por
ejemplo, que la capacidad de una linea celular que expresa NKG2DL para estimular la
respuesta antitumoral depende criticamente de los niveles de NKG2DL en la superficie
de las células tumorales {Diefenbach y col, 2001). Debido a que esta actividad esta
guiada por el balance de seiiales activadoras e inhibidoras, y asi como una expresion
de NKG2DL elevada es capaz de gatillar que las células NK superen las sefiales
inhibitorias y se activen, una modesta disminucion de NKG2DL puede influenciar
criticamente en la reactividad de las células NK (Bauer y col, 1999; Cosman y col,

2001).

Bajos niveles de expresion de NKG2DL podrian indicar que los tumores son
capaces de escapar al sistema NKG2DL-receptor al disminuir [a expresion de ligandos
en la superficie celular, posiblemente mediante la liberacion de MICA soluble (Groh y
col, 2002), o a través del efecto de alguna citoquina inmunomoduladora que produzca
una disminucién en la expresion de estos ligandos, como el TGF-B (Friese y col, 2004),

g, incluso, mediante la retencion de MICA en el reticulo endoplasmico (Fuertes y col,

2008a).




En este estudio, también se evaluaron niveles intracelulares de MICA, tanto en
células derivadas del tumor como de la mucosa gastrica. Observamos que las células
de ambos tejidos presentan MICA Iintracelular, aunque no se observé una diferencia
significativa en los niveles intracelulares de MICA entre el tumor y mucosa (5A y B). Sin
embargo, se pudo demostrar que Ilos niveles intracelulares de MICA son
significativamente mayores que los de superficie celular (Figura 5D} en la poblacion
CD44" en el tejido tumoral. Es posible, por lo tanto, que las células de la mucosa
gastrica expresen MICA, pero esta molécula estaria retenida dentro de la célula y no se
localizaria en la superficie en niveles suficientes para gatillar finalmente la activacion de
las células NK. Estos posibles depositos de MICA se localizarian rapidamente en la

superficie celular bajo algin tipo de estrés, como lo es la transformacion tumoral

(Girardi y col, 2001).

4.2. Expresion de NKG2D en células NK y linfocitos T CD8" en CG

Se han demostrado en diversos estudios que la inmunidad mediada por MICA-
NKG2D esta afectada en pacientes con cancer progresivoe de mama, pulmén, ovario y
de colon (Doubrovina y col, 2003; Groh y col, 2002). Ademas, se ha descrito que la
presencia de sMICA en el suero de pacientes con cancer interfiere con la inmunidad
antitumoral por medio de la regulacién negativa del receptor NKG2D en los linfocitos
citotoxicos, llevando a una funcion citotoxica defectuosa (Groh y col, 2002; Jinushi y
col, 2005). Tal deficiencia en la funcion efectora mediada por el receptor NKG2D en

estas células se ha propuesto como uno de los mecanismos mediante [os cuales los
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tumores evaden la inmumo vigilancia y las funciones efectoras de las células NK y

linfocitos T CD8* {(Groh y col, 2002).

Por lo mismo, en este estudio, también se evaluaron los niveles del receptor
NKG2D en la superficie de células NK de sangre periférica de pacientes con CG y se
observd que los pacientes poseen niveles significativamente menores de este receptor
tanto en las células NK como linfocitos T CD8" en comparacion a controles sanos
(Figura 7D). Se ha demostrado que la regulacion negativa de la expresion del receptor
NKG2D tiene implicaciones funcionales para las células NK y linfocitos T CD8", como,
por ejemplo produciendo una disminucion en la citotoxicidad de las células NK y T
CD8' y produccién de IFN-y (Groh y col, 2002; Wiemann y col, 2005b). Por esta razon,
se evalud las funciones efectoras de las células NK en respuesta a las células blanco
tumorales K562 y MKN45. Este andlisis se realizd mediante la determinacion del
potencial citolitico (externalizacion de CD107a) y la produccion de IFN-y, ambos por
citometria de fiujo. Se observé un menor porcentaje de células NK CD107a"* {niveles de
degranulacion) en los pacientes con CG que en controles sanos al enfrentar estas
células citoliticas con la linea K562 (Figura 13F). Sin embargo, al enfrentar las células
NK con la linea de adenocarcinoma MKN45, no se observd esta misma diferencia
(Figura 13G). Estos resultados pueden deberse a que la linea MKN45 posee altos
niveles en superficie de MHC de clase |, y muchos receptores inhibidores de células
NK son especificos para esta molécula, por lo que es posible que las células NK tanto
de pacientes como de controles sanos presenten mayor inhibicion de su activacion, lo
que confrastaria con la respuesta citolitica ante la linea celular K562, la cual no
expresa MHC de clase | (Lozzio & Lozzio, 1975). Adicionalmente, no se observaron

diferencias entre los niveles de produccion de IFN-y entre los pacienies con CG y
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donantes sanos al enfrentar las células NK con células K562 (Figura 13F y G), lo cual
pude deberse a la alta variabilidad en la capacidad de sintesis de IFN-y entre los
pacientes evaluados. Estos resultados se podrian mejorar una vez que se aumente
el nimero de pacientes estudiados, ademas del aumento en el namero de células
recolectadas y analizadas en cada experimento, para, asl, obtener datos mas
significativos. Sin embargo, el hecho que las muestras de sangre se tomen durante el
procedimiento quirirgico no nos permite tomar una cantidad de muestra de sangre

suficiente para poder realizar este tipo de ensayo para todos los pacientes.

Para determinar mas a fondo el mecanismo detras de los niveles reducidos del
receptor NGK2D en superficie de células NK y linfocitos T CD8", se evaluaron los
niveles séricos de sMICA en pacientes con CG. Pudimos comprobar que los niveles de
sMICA son significativamente mayores en pacientes con CG en comparacion a
controles sanos (Figura 10). Sin embargo, no se pudo determinar una correlacion entre
los niveles séricos de sMICA y los bajos niveles del receptor NKG2D en células NK
(Figura 11), por lo que es posible que la presencia de sMICA en el suero de los
pacientes con CG no esté asociada a la reduccién en los niveles de NKG2D en
superficie, contrario a lo que describen otros autores para cancer de pancreas, cervical,
hepético, leucemia linfocitica cronica y prostata (Arreygue-Garcia y col, 2008; Duan y
col, 2011; Huergo-Zapico y col, 2012; Kohga y col, 2008; Wu y col, 2004b). No
obstante ello, se evalud el efecto de los sueros de pacientes sobre los niveles del
receptor NKG2D en superficie de células NK de controles sanos. Sin embargo aunque
se observo una disminucion en los niveles de NKG2D en superficie de células NK con

algunos sueros de pacientes con CG, al pre-tatar estos mismos sueros con un

anticuerpo monoclonal anti-MICA, cuya actividad bloqueante ha sido previamente




comprobada en otros trabajos (Eisele y col, 2006; Salih y col, 2003), no se observo que
esta reduccion en los niveles de NKG2D en las células NK se inhibiera (Figura 14B).
Estos resultados sugirieren que sMICA, presente en el suero, no regula negativamente
los niveles de NKG2D en estos pacientes. Por ofro lado, ademas de sMICA, la
presencia de cancer en pacientes también se ha correlacionado con un aumento en los
niveles solubles de MICB y ULBP1-3 (Hilpert y col, 2012; Holdenrieder y col, 2006b;
Marten y col, 20086; Nuckel y col, 2010; Salih y col, 2003; Wu y col, 2004b). De hecho,
posteriormente, evaluamos los niveles de sMICB en algunos sueros de pacienhtes con
CG, y observamos que el 70% de los pacientes evaluados presentaron sMICB en el
suero (Figura 17). Por lo tanto, es posible que otros ligandos solubles de NKG2D estén
afectando los niveles de este receptor en la superficie de las células. Incluso, como
pudimos comprobar, es factible que las células tumorales gastricas estén [iberando, a
la vez, mas de un ligando soluble hacia el medio extracelular. Por esta razon, también
seria interesante investigar los niveles de otros ligandos de NKG2D en e! suero de los
pacientes con céncer gastrico, y evaluar si estos ligandos son responsables de la
disminucion del receptor NKG2D en células NK al culiivarlas con los sueros de
paciente. Por otro lado, ei suero de pacientes con tumores contiene otros factores
solubles que pueden regular los niveles de NKG2D. Se ha demostrado, por ejemplo,
que la presencia de TGF- puede regular negativamente los niveles de NKG2D en las
células efectoras, y que el blogueo de esta citoquina puede llevar a un aumento en los
niveles del receptor NKG2D, independientemente de los niveles séricos de sMICA

{Crane y col, 2010; Dasgupta y col, 2005).

Debido a que MICA tiene mas de 100 variantes alélicas descritas, también es

posible que las variantes presentes en cancer gastrico tengan una menor afinidad por
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el receptor NKG2D (Steinle y col, 2001). Asi, es posible que las moléculas de sMICA
liberadas en el suero tengan un menor efecto en la disminucion del receptor NKG2D,
por lo que seria interesante analizar los polimorfismos de estas moléculas en los

pacientes con cancer gastrico.

También es posible que la concentracion de sMICA en el suero de los pacientes
no sea suficiente para promover un efecto en los niveles de NKG2D en superficie
celular. Asi, en trabajos en que han demostrado una disminucion de los niveles de
NKG2D en células NK, al cultivar con sueros de pacientes con cancer, la concentracion
de sMICA estaba en el orden de los nanogramos (Groh y col, 2002; Wu y col, 2004b).
Ademas, Groh et al. demostraron que, en experimentos in vifro para poder observar
una reduccion en los niveles del receptor NKG2D pronunciada, se utilizaron 100 ng/mil
de rMICA (Groh y col, 2002), lo cual esta sabre los niveles fisiologicos de sMICA, ya
que la concentracion promedio de MICA soluble en el suero de individuos que tienen
diversos tipos de tumores es de 228 pg/ml, mientras que los controles sanos presentan
90 pg/ml de sMICA en el suero (Holdenrieder y col, 2006a). Las concentraciones de
sMICA en el suero obtenido de pacientes con CG y controles sanos fueron de 196,5 y
49,5 pg/ml, respectivamente. Sin embargo, cuando tratamos las células NK de
controles sanos con MICA recombinante en el orden de los picogramos, no se observo
un efecto en los niveles de NKG2D, aunque si pudimos cbservar una pequefa
disminucion en los niveles del receptor en superficie celularer cuando la concentracion
de rMICA era de 50 ng/ml (Figura 14A). Mas aun, los niveles de sMICA séricos en
algunos pacientes no fueron detectables; sin embargo, al cultivar un trozo de sus

respectivos tumores en medio de cultivo, si se pudo detectar la presencia de sMICA en

el sobrenadante. Por lo tanto, en el torrente sanguineo, la concentracion de sMICA




seria menor que en el micro ambiente tumoral, lo que también podria explicar porque
las células NK infiitrantes de tumor poseen menores niveles de NKG2D en superficie

que las células NK circulantes de sangre periférica (Figura 8).

Por lo mismo, para evaluar el efecto de los sobrenadantes de cultivo de
tumores gastricos sobre los niveles del receptor NKG2D, se incubaron tumores
primarios de CG en medio de cultivo celular por 24 h; se recupero el sobrenadante y se
pudo demostrar, por ELISA, la liberacion de sMICA y sMICB en el sobrenadante por
parte de los tumores (Figura 15A y B), en los cuales la concentracion promedio es de
316,5 y 310,7 pg/ml para MICA y MICB, respectivamente. Al evaluar el efecto de estos
sobrenadantes sobre los niveles del receptor NKG2D en superficie de células NK de
controles sanos, pudimos demostrar que, efectivamente, se produce una leve pero
significativa disminucion en los niveles de este receptor en en superficie de células NK
(Figura 161). Sin embargo, es probable que esta disminucién no sea debido a la
presencia de sMICA en el sobrenadante, ya que, al incubar con el anticuerpo anti-
MICA AMO1, no se observd inhibicién de la disminucion en los niveles del receptor

{Figura 161).

También se utilizd un anticuerpo anti MICA/B para evaluar su efecto bloqueante
tanto de sMICA como de sMICB al pre tratar el sobrenadante con este anticuerpo. Sin
embargo se observo la misma reduccion en el receptor NKG2D en las células NK con
estos sobrenadantes pre-tratados que con sobrenadante solo. Sin embargo, no
podemos descartar que esta reduccion sea debida a sMICB, ya que es posible que
este anticuerpo no sea un buen bloqueante de esta molécula. Esto lo podriamos
comprobar utilizando MICB recombinante y evaluando su efecto en la disminucién de

NKG2D vy utilizando el anticuerpo anti MICA/B para evaluar si se bloquea este efecto.
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Una manera de comprobar que esta disminucion sea debido a un NKG2DL soluble,
seria mediante la utilizacion de una proteina de fusion NKG2D-Fc para neutralizar los
NKG2DL solubles en el suero, tal como se ha utilizado en otros trabajos (Hilpert y col,

2012).

Por otro lado, la disminucion de los niveles de NKG2D en la superficie de las
células NK periféricas de individuos sanos cultivadas con sobrenadante de cultivo de
trozos de tumor no es tan pronunciada como los bajos niveles de este receptor que se
observa en las células NK infiltrantes de tumor del mismo paciente (Figura 16H).
Quizas esta disminucion podria aumentar si el tiempo de incubacion fuera de 48 h en
vez de 24 h. Aunque también observamos que los niveles de NKG2D en superficie de
las células NK en el tejido de cancer gastrico fue significativamente menor que en las
células NK circulantes (Figura 8). Ademas, los niveles del receptor NKG2D en
superficie de células NK infiltrantes de tumor son significativamente menores en
comparacion a células NK infiltrantes de mucosa gastrica, no asi para la expresian de
NKG2D en linfocitos T CD8" (Fig 6A y C). Estos datos sugieren que, en pacientes con
CG, dentro del microambiente tumoral, el contacto directo entre las células NK y las
células tumorales y/o los factores que secretan las células tumorales participarian en la

disminucion de los niveles del receptor NKG2D en la superficie de las células NK.

 amentablemente, no se pudieron evaluar las células NK ni linfocitos T CD8"
infiltrantes para todos los pacientes con CG debido a que se necesitaba muestras de
tumor de gran tamafio para disgregar el tefido y asi poder observar una poblacién
definida de células NK por citometria de flujo. Ademas, tuvimos problemas con el
tamafio de la muestra de algunos pacientes, ya que, como el tumor era muy pequeiio

en diversos pacientes reclutados para este estudio, la mayor parte de la masa tumoral
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se debe utilizar para los andlisis patologicos correspondientes del hospital, y, por lo
tanto, la cantidad de muestra que se pudo extraer para nuestro estudio fue muy

reducida.

Mas aun, pudimos observar que mayores niveles en supetrficie celular de MICA
en las células tumorales estan asociados con menores niveles del receptor NKG2D en
superficie tanto en las células NK como linfocitos T CD8" (Figura 9B). Por lo tanto, los
niveles de MICA en superficie celular podria ser responsable de la disminucion del
receptor NKG2D, ya que también se ha descrito que una exposicion crénica a los
ligandos de NKG2D de superficie llevaria a una regulacion negativa del receptor y una

menor respuesta funcional (Ogasawara y col, 2003; Oppenheim y col, 2005).

Se ha demostrado que MICA, MICB y ULBP-2 presentes en la superficie de
células tumorales reducen la expresion del receptor NKG2D (Salih y col, 2002a;
Waldhauer & Steinle, 2006). Por esta razon, seria interesante cultivar PBMC de
controles sanos y pacientes con CG con células tumorales derivadas del tejido tumoral,
y evaluar los niveles de NKG2D en superficie de las células NK y linfocitos T CD8" y
determinar si la presencia de MICA en superficie celular y/o MICA soluble liberado por
las células tumorales o algin otro ligando de NKG2D producen un efecto sobre la
disminucion en los niveles del receptor NKG2D, aunque es posible que los tumores
usen una combinacion de mecanismos para regular negativamente la expresién del
receptor NKG2D. Siguiendo la linea de este estudio, hubiera sido interesante generar
cultivos primarios de los tumores gastricos, lo que no se pudo realizar debido al
tamario de las muestras, ya que la gran mayoria del tejido tumoral se utilizd para los
analisis por citometria de fiujo y otros experimentos. Sin embargo, se intentd generar

cultivos primarios con algunas muestras de tejidos tumorales, pero sin éxito, debido a
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contaminaciones presentes. Ademds, para evaluar si la disminucion del receptor
NKG2D se debe a la produccion de sNKG2DL y/o el contacto directo entre las células
NK vy las células tumorales, se deberia desarrollar un ensayo con Transwell utilizando
células tumorales derivadas del tejido tumoral gastrico e inhibiendo el contacto directo
entre estas y PBMC de donantes sanos, para evaluar si es que algun factor soluble

afecta los niveles de NKG2D en la superficie las células NK.

4.3. Expresién de sMICA y del receptor NKG2D y su correlacion con parametros

clinico-patolégicos en cancer gastrico

En este estudio, no se observd ninguna correlacion entre los niveles sericos de
sMICA con los parametros clinico-patolégicos en los pacientes con cancer gastrico
analizados, tampoco con la sobrevida de estos pacientes (Figura 19 y 21C), lo cual nos
indicaria que la presencia de sMICA en el suero de pacientes con CG podria no
asociarse con la progresion del tumor. Por lo tanto, este ligando soluble no debiera ser
utilizado como marcador para evaluar la progresion tumoral, tampoco en un

diagnostico diferencial en pacientes con CG.

Estudios han demostrado que, en algunos tipos de cancer, como el de ovario,
carcinoma de cuello y cabeza, mieloma multiple y leucemia, los niveles elevados de
sMICA en el suero estan asociados con un peor prondstico para los pacientes (Jinushi
y col, 2008; Li y col, 2009; Salih y col, 2003; Tamaki y col, 2008). También se ha
demostrado que los niveles séricos de sMICA aumentan con la progresion tumoral para

el cancer de préstata y hepatocarcinoma, entre otros (Holdenrieder y col, 2006a;

Jinushi y col, 2005; Jinushi y col, 2008; Wu y col, 2004b). En algunos tumores, como el




cancer de pulmon, alios niveles de sMICA son detectables ya en etapas tempranas de
la enfermedad, sin un aumente considerable durante la progresién de la misma
(Holdenrieder y col, 2006a}, por lo que es posible que este también pueda ser el caso
del cancer gastrico, cuyos niveles de sMICA no se correlacionan con la progresion de
la enfermedad. También es posible que la presencia de sSMICA en el suero se deba a la
inflamacion de la mucosa gastrica que presentan los pacientes, ya que se ha
demostrado que, en condiciones de inflamacion crénica, hay un aumento moderado de
sMICA en el suero (Groh y col, 2003; Holdenrieder y col, 2007). En este estudio, de
hecho, pudimos comprobar la liberacion de sMICA y sMICB hacia el medio extracelular
por la mucosa gastrica al cultivar un trozo de mucosa alejada al tumor (Figura 15), lo
que nos daria base para la hipdtesis que la mucosa inflamada de los pacientes con CG

también contribuiria a Ia generacion de sMICA.

Por otro lado, hemos observado que menores niveles del receptor NKG2D en la
superficie de células NK se asocian con tumores de mayor tamafio, también a estadios
mas tardios de la enfermedad, a una mayor extension tumoral, y a una baja
diferenciacién tumoral (Figura 18). Distintos estudios han relacionado a los tumores
gastricos de mayor tamafio con un peor prondstico (Guo y col, 2013; Zu y col, 2013).
Ademas, se ha determinado, en algunos trabajos, que los pacientes con
adenocarcinoma gastrico bien y moderadamente diferenciados tienen un mejor
prondstico que los adenocarcinomas poco diferenciados (Adachi y col, 2000; Wang y
col, 2010).

Debido a que la disminucion de NKG2D estd asociada con la progresion del
tumor y la severidad de la enfermedad, se analizé la sobrevida de pacientes agrupados

segun los niveles de NKG2D en superficie de células citotoxicas (altos y bajos). Sin
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embargo, no se pudo observar una diferencia estadisticamente significativa en la
sobrevida entre ambos grupos de pacientes, pero si se observa una tendencia a que
los pacientes con menor niveles del receptor NKG2D en células NK poseen una menor
sobrevida, lo cual podria resuitar significativo si se aumentara el nimero de pacientes
estudiados. Como vimos, esta disminucion de NKG2D esta asociada a mayores niveles
de MICA en superficie de células tumorales y, ademas, altos niveles de MICA se
asacian a una mayor extensién tumoral. Por otro lado, no se observé una asociacién
significativa con ofros pardmetros clinico patolégicos, lo cual podria resultar
significativo probablemente si se aumentara el nimero de pacientes que se encuentran
en un estado temprano de la enfermedad y sin metastasis en los linfonodos.
Generalmente, el cancer gastrico es detectado en etapas mas tardias de Ia
enfermedad; ademas, cuando los tumores son muy pequefios, no es posible tomar
muestras en cantidad suficiente para realizar el procedimiento experimental, debido a
que toda esta es requerida por el hospital para los analisis respectivos.

En este estudio, no pudimos observar una diferencia significativa en la
sobrevida entre grupos de pacientes que presentaban bajos niveles de MICA y
aquellos con altos niveles de MICA en superficie celular (MFI<3,4 y MFI >34,
respectivamente) (Figura 21D). Sin embargo, se puede observar, claramente, una
tendencia a que el grupo con mayores niveles de MICA posee una menor sobrevida, lo
cual también podria resultar significativo si aumentaramos el numero de pacientes
estudiados y también si se evaluara la sobrevida post-operatoria por un periodo mas
largo. Es interesante hacer notar que la expresién de los NKG2DL en cancer ha sido
asociada a distintos resultados para los diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, en
cancer de ovario, una aita expresion de ULBP-2 resulta en un peor pronéstico para los

pacientes (McGilvray y col, 2010), mientras que en cancer de colon rectal y de mama
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una alta expresion de MIC y/o ULBPs se correlaciona con un mejor prondstico (de

Kruijf y col, 2012; McGilvray y col, 2009).

Saito et al. describieron que Ia disminucion del receptor NKG2D en células NK y
T CD8" podria ser uno de los mecanismos claves responsables de la disfuncion de
células NK en CG (Saito y col, 2012). Sin embargo, estos autores no demostraron una
diferencia significativa en los niveles de sMICA entre pacientes japoneses con CG y
controles normales (Osaki y col, 2007; Saito y col, 2012). Por otro lado, Bai et al.
demostraron que, en pacientes chinos con CG, los niveles séricos de sMICA era
significativamente mayor que en controles sanos; ademas, sus resultados indicaron
que sMICA sérico se correlacionaba con el estadio del cancer y la presencia de
metastasis (Bai & Wang, 2009). En este estudio, nosotros también encontramos una
diferencia significativa en los niveles de sMICA entre pacientes con CG y controles
normales (Figura 10). Es posible, entonces, que no sélo sMICA, sino que también otros
ligandos del receptor NKG2D estén presentes en el suero, y que esta disminucion en la
expresion de este receptor se deba a mas de un ligando soluble, ya que, ademas de
sMICA, también pudimos detectar sMICB en el suero de pacientes. Sin embargo, no
detectamos una diferencia significativa entre los niveles de sMICB séricos entre los
pacientes con CG y controles sanos, pero si pudimos comprobar que mayores niveles
de MICA en superficie de las células tumorales se correlacionaba con menores niveles
de NKG2D en superficie las células NK y linfocitos T CD8". Ademas, altos niveles de
MICA en superficle celular estan asociados a una mayor extensioén tumoral, por lo que
la expresién de MICA en las células tumorales podria corresponder a un mecanismo de

gvasion inmune en etapas méas avanzadas del desarrollo tumoral, en donde una

interaccion prolongada con el receptor NKG2D con MICA en las células tumorales,




podria llevar a una regulacion negativa del receptor NKG2D, disminuyendo la actividad

citotoxica de las células NK.

Los mecanismos por los cuales los NKG2DL median la funcién o disfuncion
inmune pueden ser diversos en diferentes tumores o diferir de acuerdo al estadio de la
enfermedad y las circunstancias. Por lo tanto, futuros estudios dirigidos a otros
ligandos solubles del receptor NKG2D en CG y el andlisis del efecto de MICA de
superficie en las células tumorales sobre el receptor NKG2D son necesarios para

poder entender los mecanismos por los cuales los niveles del receptor NKG2D

disminuye en células citoliticas, lo que favoreceria el crecimiento tumoral.




5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El 80% de los pacientes con CG analizados presenta MICA en la superficie de las
células tumorales, y mayores niveles de MICA de superficie en céiulas tumorales
se asociaron con menores niveles del receptor NKG2D en células NK de pacientes
con CG. Ademas, mayores niveles de MICA en la superficie en células tumorales
se correlacionaron con una mayor extension tumoral. Por lo tanto, MICA presente
en las células tumorales podria mediar la reduccién de los niveles del receptor
NKG2D, favoreciendo la progresion tumoral. Sin embargo, es necesaria mas
investigacion para poder confirmar que MICA expresado en las células tumorales
sea responsable directo de la regulacion negativa de los niveles NKG2D de

superficie en las céiulas NK.

Se detectd tanto sMICA como sMICB en el suero del 70% de los pacientes
evaluados, y solo los niveles de sMICA séricos fueron significativamente mas
elevados en pacientes con CG en comparacién con controles sanos. Sin embargo,
los niveles del receptor NKG2D en la superficie de células NK no se
correlacionaron con altos niveles séricos de sMICA en pacientes con CG. Ademas,
pudimos comprobar que sMICA presente en los sueros o producido por los
tumores de CG no regularia negativamente los niveles de! receptor NKG2D en la
superficie de células NK de controles sanos. Por lo tanto, la presencia de sMICA

en el suero de pacientes con cancer gastrico no interferiria con la inmunidad

antitumoral por medio de la regulacion negativa del receptor NKG2D en los




linfocitos citotéxicos, siendo posible que otro factor soluble, abordado en este

estudio, , esté afectando los niveles del receptor NKG2D en células citoliticas.

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que las células tumorales de
cancer gastrico podrian escapar de la inmunovigilancia de las células NK, NK aj
inducir una reduccién en los niveles dei receptor NKG2D de superficie celular, lo
que resultaria en una menor susceptibilidad de estas células a la citotoxicidad
mediada por las células NK, favoreciendo la progresién tumoral en los pacientes

con CG.
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Anexo 1

6. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Estudio de células T regulatorias y su efecto en la regulacién de la funcion
de células NK y expresion de ligandos de NKG2D en cancer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra Carolina Hager Ribeiro
INSTITUCION: Universidad de Chile
TELEFONO: (2) 978-6724

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Estudic de celulas T
regulatarias y su efecto en la regulacion de la funcion de ceélulas NK y expresion de ligandos de
NKG2D en cancer gdstrico”.

Esta investigacién pretende estudiar algunos mecanismos que estarian involucrados en la
formacien de tumores, |0 que permitiria a largo plazo mejorar los tratamientos que se aplicaran en
esta enfermedad.

£l objetivo de este proyecto es verificar si células T regulatorias y l2 molecula IL-10 medulan
la funcion de las células NK durante la respuesta inmune contra el cancer gastrico.

Este estudio se hara can un numero total de 30 pacientes del Hospital Salvador, Santiago,
Chile. Si Ud. acepta participar en este estudio, se le pedira que done una pequefia muestra de tejido
de estomago, del tamano de una pastilla de paracetamol, que serd extraida durante la cirugia. El
procedimiento no tendra mas riesgos para Ud. gue la cirugia misma.

Ademas, se le pedird una muestra de sangre del tamafio de una cuchara de té, lo que
tampoco presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequenc hematoma.

La participacion en este estudio no le significard a Ud. ningun beneficio directo. Sin embargo,
su cantribucian a esta iniciativa beneficiara el progreso del canocimiento y el mejor tratamiento de
futuros pacientes.

Ud. es libre de no participar en esta investigacion. Si Ud. decide no participar, no habra
consecuencias negativas para Ud. y recibira la misma atencion previamente acordada con su médico
tratante.

Ud. no recibira ninguna compensacion economica por su participacion en este estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera
conservada con estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o de
agencias supervisoras de la investigacion.

La eventual publicacion de los resultados de la investigacion en revistas cientificas no incluira
su nombre o identidad.

Su participacion en esta iniciativa es totalmente voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualguier momento, comunicandolo al investigador y a su medico tratante,
sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento de su enfermedad.

En el caso de que se estime necesario utilizar las muestras donadas por Ud. en otros
estudios, se pedira nuevamente su autorizacion, o de su representante legal

Si Ud. necesita cualquier otra informacion sobre este estudio o acerca de su participacian,
puede llamar a:
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Investigador responsable: Dra. Caralina Hager Ribeiro (o Dra. Maria Carmen Malina)
Teléfonos: (2) 978-6347
(2) 978-6724

Autoridad de la Institucion; Dr. Marco Bustamante Zamarano
Teléfono: (2) 269-9278

En caso que Ud. lo necesite, también puede contactar al representante del Comite de Etica
que aprobo este estudio:

Dr. Manuel Oyarzun

Departamento de Bioetica y Humanidades Médicas
facultad de Medicina - Universidad de Chile
Telefano: (2) 274-1560

Este documento resume lo que los médicos me explicaran anteriormente, resolviendo todas
mis dudas, y teniendo yo todos los procedimientos que se me seran realizados absolutamente
claros

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Estudio de células T regulatorias y su efecto en la regulacién de la funcién de celulas NK y expresion
de ligandos de NKG2D en cancer gastrico”.

Nombre del paciente Firma Fecha
Nombre del Informante Firma Fecha
Nombre del Investigador Firma Fecha
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Anexo 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Uniendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células NKT y
linfocitos T reguladores en la inmunaregulacion de la respuesta inmune contra el cincer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra, Carolina Hager Ribeiro
INSTITUCION: Universidad de Chile
TELEFONO: (2) 9758-6088

Le estamos Invitando a participar en el proyecto de investigacidn “Uniendo la inmunidad
Innata y adaptativa: rol de las células NKT y linfacitos T reguladores en la Inmunoregulacion de la
respuesta inmune contra el cincer gastrico”.

Esta investigacion pretende estudiar algunos mecanismos que estarian involucrados en la
formacion de tumores, lo que permitiria a largo plazo mejorar los tratamientos que se aplicardn en
esta enfermedad.

Se pretende estudiar si unos tipos determinados de células {llamadas células T reguladoras ¥
células “natural killer T* {NKT)) y otras sustancias llamadas “moduladoras” influyen en la respuesta
del organismo frente al tumor.

E! andlisis de estas células y sustancias moduladoras se hard “in vitro”, esto es, en un
laboratorio de investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, y no constituye
ninguna intervencidn en su organismo,

Este estudio se hard con un ntimero total de 30 individuos sanos. Si Ud. acepta participar en
este estudio, se le pedird una muestra de sangre equivalente a una cucharadita de té, [o que no
presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casas un pequefio moretdn, dolor y rara vez infeccion.

La participacidn en este estudle no le significard a Ud. ningin beneficio directo. Su
contribucién a esta iniciativa beneficiara el progreso del conocimiento y el mejor tratamiento de
futuros pacientes con cancer.

Ud. es libre de no participar en esta investigacién. Si Ud. decide no participar, no habrd
consecuencias negativas para Ud. Adicionalmente, Ud. no recibiré ninguna compensacidn
econdmica por su participacién en este estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio serd
conservada can estricta confidencialidad. A sus datos solo tendrdn el acceso los investigadores y los
Comités de Etica Cientificos.

La eventual publicacion de los resultados de fa investigacin en revistas cientificas no incluird
su nombre o identidad.

Su participacidn en esta Iniciativa es totalmente voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento, comunicandolo al investigador respansable, sin que
ello signifique modificaciones en el estudio.

En el caso de que se estime necesario utllizar la muestra donada por Ud. en otros estudios,
se pedird nuevamente su autorizacién o de su representante legal.

Si Ud. necesita cualquier otra informacion sobre este estudio o acerca de su participacion,
puede Jlamar a:

Investigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Teléfono: {2) 978-6088
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Este documento resume o que la investigadora responsable me explicd anteriormente,
resclvienda todas mis dudas, y teniendo yo conoclmiento de todes los procedimientos que me

serdn realizados.

Después de haber recibido y comprendido Ja Informacion de este docurento y de haber
podide aclarar todas mis dudas, otergo mi consentimiento voluntario para participar en ¢! proyecto
“Uniendo Ia Inmunidad innata y adaptativa: rol de las células INKT y linfocitos T reguladores en [a

inmunoregulacion de la respuesta inmune contra el cdncer gastrico”.

Hombre del donante FHrma Fecha
Nombre delinformanta Firma Fecha
CAROUNA HAGER RIBEIRO
Nombre def investigador Firma Fecha




Anexo 3

GOBIERNO DE CHILE

Servicio de Salud Metropolitano Oriente

Comite de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

Con fecha 03 de Noviembre de 2009. el CEC del S.S.M. Oriente aprobo definitivamente el Provecto de
Investigacion Concurso FONDECYT 2010. titulado:

“Estudio de células T regulatorias v su efecto en la regulacion de la funcion de celulas NK » expresion de
ligandos de NKG2D en cancer gastrico”

v que conducira como Investigador Principal la Dra. Carolina Hager Ribeiro cn la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y la colaboracion del Dr. Marco Bustamante Jefe del Equipo de Cirugia Digestive Alo del
Servicio de Cirugia del Hospital del Salvador

Se analizo y aprobé los siguientes documentos del estudio:

o Proyecto FONDECYT in extenso, en inglés .

e Consentimiento Informado, firmade por ¢l CEC del S.S.M. Oriente ¢l 03 de Noviembre de 2009;

e ('V del Investigador Principal: Dra. Carolina Hager R.

Envio la nomina de los miembros permanentes del CEC del S.SM.

aprohacion del Proyecto antes sefalado:

Oriente

que participaron del analisis 3

Dra. Maria Esther Mcroni Geriatra ~Inst. Nac. de Geratria 1
Dr. Manuel Sedano Lorca Gineco-Obstetra | Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Jorge Plasser Troncoso | Cirujano- Oneologe Iospital del Salvador
Dr. Luis Soto Roman Utidlogo Inst. Nacional de! Térax
Dr. Andrés Stuardo Luengo Neurologo- Presidente Hospital del Salvador
Dr. RicardoVacarezza Ydvar | Hematdlogo- Secretario Hospital del Salvador -
Dra. Liliana Vicherat Mauro Inmundloga Inst. Nac. del Torax f |
Sra. Elena Nufiez Migone Enfermera- Coordinadora S.SM.0. . i
| Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional -

| Sr. Hugo Gutiérrez Guerra

Representante de la Comunidad

No institucional
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Anexo 4

UNIVERSIDAD DE CHILE .
FACULTAD DE MEDICINA _ 09 Ju. 2008
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 07 de julio de 2009, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra. Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Pdblica

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg. Bioética

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Pediatra Infectélogo

Dr. Julio Pallavicini, Médico Psiquiatra

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: "ESTUDIO DE CELULAS T
REGULATORIAS Y SU EFECTO EN LA REGULA(;ION DE LA FUNCION DE CELULAS NK
¥ EXPRESION DE LIGANDOS DE NKG2D EN CELULAS DE CANCER GASTRICO" y cuya
investigadora responsable es la Dra. Carolina Hager R., quien desempefia funciones en el
Laboratorio de Inmunovigilancia y Evasién Inmune, Programa Disciplinario de
Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité revisd los siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informado
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

. s o e

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a
la luz de los postulados de la Declaracién de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA .
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre |a base de esta informacion el Comité de Etica de la Investigacién en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

2)
b)

)
d)

e)

f

Carécter de la poblacién estudiada: No cautiva, investigacion no terapéutica.

Utilidad del Proyecto: Conocimiento de interrelacion entre inmunidad celular y cancer
con mira a inmunoterapia.

Riesgos y Beneficios: Riesgos minimos (muestra de sangre), Beneficio: no individual.
Proteccidn de los participantes: Esta bien asegurada en el consentimiento informado
corregido con fecha 08 de julio de 2009.

Notificacién oportuna de reacciones adversas: no aplica.

El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del
estudio a este Comité al finalizar el proyecto.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto estd bien justificado y que no
significa para los sujetos Involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que

minimos.

Este comité también analizo y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su versién corregida del 08 julio de 2009, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por el CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

MGH/mva.

Comité de Etica dn Investigacion
en Sere§ Humanos

c.c.: Proy. 017-2009
Santiago, 08 de julio de 2009.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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