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RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es el tercer cancer mas letal a nivel mundial. Las células
natural kifler T invariantes (iNKT) tienen un rol fundamental en la inmunoedicidn de}
cancer. Estas reconocen células tumorales utilizando su receptor de célula T (TCR)
invariante, el cual reconoce glicolipidos presentados por células tumorales que expresan
CD1d, o a través del receptor de activacion NKG2D, cuyos ligandos son inducidos en [as
celulas blanco por estrés asociado a la carcinogénesis. Qcurrido el reconocimiento de la
célula blanco, [as células iINKT pueden producir una gran cantidad de citoquinas que
modulan la respuesta inmune anti-tumoral y/o directamente lisar las células tumorales.
Resultados de nuestro laboratorio indican que pacientes con CG presentan mayores
frecuencias de células iNKT circulantes que controles sanos; sin embargo, el potencial
citotéxico de estas células no ha sido analizado. Se prepararon células mononucleares
de sangre periférica de pacientes con CG y donantes sanos, y la expresién superficial
de NKG2D en las células iNKT se determiné por Citometfria de Flujo. Células iINKT se
expandieron in vifro utilizando un pulso Unico de a-Galactosil Ceramida (a-GalCer), un
antigeno exdgeno que estimula especificamente a las células iNKT, y mantenidas en un
medio de cultivo enriquecido con IL-2 e IL-7 por 4 semanas, y purificadas por cell sorting
utilizando marcadores especificos para células iNKT humanas (CD3, TCR Va24-Ja18,
and TCR VB11). Luego de co-cultivar las células iNKT por 5 h con lineas celulares de
eritroleucemia K562 y adenocarcinoma géstrico MKN-45, los niveles de NKG2D, la
produccién de IFN-y y la degranulacion celular medida por el marcador CD107a se
analizaron en las células iNKT por Citometria de Flujo. La mayoria de los pacientes con
CG presentaron células iNKT con menores niveles de NKG2D que donantes sanos. Asi

mismo, células INKT expandidas desde los pacientes con CG presentaron menor




potencial citotéxico y una disminucion en la produccion de IFN-y que células iINKT de
controles sanos. Estos resultados sugieren que las células iINKT de pacientes con CG
presentan un compromisc en respuesta inmune anti-tumoral, lo que podria contribuir al
escape inmune del tumor y afectar la capacidad de! sistema inmune en orgquestar una

potente respuesta inmunoldgica contra esta enfermedad.




ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the third most common cause of cancer-related death
woridwide. Invariant natural killer T (iINKT) cells have a major role in cancer
immunoediting. They recognize tumor cells either using their invariant T cell receptor
(TCRY), which recognizes gycolipid antigens presented by CD1d-expressing tumors, or by
sensing tumor-associated stress-induced ligands through the activating receptor NKG2D.
Upon target cell recognition, iINKT cells can produce large amounts of cytokines, which
modulate the anti-tumor immune response, and/or directly lyse tumor cells. Previous
results in our Laboratory indicate that GC patients present higher frequency of peripheral
INKT cells than healthy controls. Nevertheless, their cytotoxic potential remained to be
addressed. Peripheral blood mononuclear cells from GC patients and healthy donors
were prepared, and iNKT cell-surface expression of NKG2D was determined by flow
cytometry. iNKT cells were then expanded in vitro using a single pulse of a-
Galactosylceramide, an exogenous antigen that specifically stimulates iINKT cells, and
maintained in fresh medium containing IL-2 and IL-7 for 4 weeks, after which they were
purified by cell sorting using iNKT cell specific markers (CD3, TCR Va24-Ja18, and TCR
VB11). The degranulation marker CD107a, IFN-y and NKG2D expression on iNKT cells
were measured by flow cytometry after co-cultures with the human erythroleukemia cell
line K562 and gastric adenocarcinoma cell line MKN-45 for 5 h. Most GC patients
presented peripheral iINKT cells with low levels of NKG2D on the cell surface™
Accordingly, expanded iNKT cells from GC patients showed decreased production of
IFN-y and reduced cytotoxic activity against tumor target celis. These results suggest that

circulating iNKT cells from GC patients present compromised anti-tumor immune




response, which may contribute to tumor immune escape and affect the immune system

capacity to orchestrate strong responses against this disease.




INTRODUCCION
Cancer Gastrico

El cancer géstrico (CG) es la tercera causa de muerte por cancer en el mundo
[1], presentando una incidencia geogréfica variada, con prevalencia en Japon, Corea,
China, y regiones de Centro y Sud América [2, 3]. En Chile, alrededor de 3.000 personas
" mueren anualmente a causa de esta enfermedad, siendo éste el cancer con mayor indice

de mortalidad entre hombres y mujeres en nuestro pais [4].

En etapas tempranas de la enfermedad, pacientes con esta patologia son
practicamente asintomaticos. Alrededor de la mitad de los pacientes presentan
complicaciones gastrointestinales no especificas, como dispepsia [5]. En cambio, en
etapas avanzadas del CG, los pacientes pueden presentar anorexia, pérdida de peso,
dolor abdominal, nausea, vomitos, y, en caso de turmores grandes, faita de apetito y una
distension estomacal deficiente. Tumores con caracteristicas ulcerantes pueden llegar a
causar hemorragias gastrointestinales [5]. A pesar de los recientes avances en
tratamientos (en particular, la inmunoterapia con anticuerpos monoclonales) y
diagnostico, ademas de politicas publicas en algunos paises, como Japén, que realiza
endoscopias preventivas para su poblacion, el prondstico para los pacientes con CG, en
etapa avanzada, sigue siendo muy bajo, teniendo los pacientes una tasa de sobrevida
de tan solo 25% a § afios [6]. A nivel mundial, se proyscta que este tipo de cancer
aumentara su tasa de mortalidad, quedando entre las 10 mayores causas de muerte

para el 2030 [7].

Debido a la falta de especificidad de la sintomatologia, la deteccién de los

tumores gastricos, porlo general, ocurre en estados avanzados de |a enfermedad, donde




95% los pacientes presentan adenocarcinomas (tumores malignos de! epitelio glandular)
[5]. Estos tumores son clasificados en dos subtipos histologicos, de acuerdo a Ia
clasificacion de Lauren [8]: adenocarcinoma gastrico intestinal (IGAC), el cual esta ligado
a factores de riesgo ambientales, tales como la dieta o la patogénesis provocada por la
bacteria Helicobacter pylori, mientras que el adenocarcinoma géstrico difuso (DGAC)
esta mas bien asociado a factores genéticos, como la hipermetilacion del gen. CDH1 (E-
cadherin 1) [8]. Lamentablemente, esta y otras clasificaciones no han logrado predecir
de buena manera las respuestas a tratamiento ni el progreso de la enfermedad. Es por
ello que la clasificacion molecular del CG ha sido un avance importante en poder
determinar tanto la etiologia como la estrategia de tratamiento para pacientes especificos
[9]. Un trabajo reciente, basado en diversas técnicas émicas, ha definido 4 subgrupos de
adenocarcinomas gastricos, segln perfiles gendmicos, transcriptémicos y proteémicos:
un primer grupo comprende los pacientes positivos para el virus Epstein-Barr (EBV-
positivo) (9% de los aproximadamente 300 casos estudiados), un segundo grupo
definido por [a inestabilidad de micro-satélites (MS1) (22%), un tercero grupo definido por
su estabilidad genémica (GS) (20%), y, finalmente, un perfil con una alta inestabilidad

cromosomica (CIN) (50%) (Figura N° 1) [10].

Altas ingestas de sal, asi como de alimentos altos en nitrosaminas {presente en
alimentos preservados, cervezas, pescado y alimentos fritos), ademas de fumar y beber
alcohol han probado ser factores de riesgo que confribuyen al desarrollo del
adenoccarcinoma gastrico [5, 11, 12]. Ademas, la infeccién con Helicobacter pylori
incrementa 6 veces el riesgo de contraer la enfermedad al gatillar una inflamacion

cronica, y hay factores de riesgo genéticos, como polimorfismos en citoquinas




involucradas en la respuesta inmune contra H. pylori, que pueden aumentar la

susceptibilidad al CG [13].
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Figura N° 1: Clasificacién molecular del cancer gastrico. El cancer gastrico puede
tener variadas etiologias, histologias y desarrollos de la enfermedad, por lo que su
clasificaciéon ha sido un reto para los médicos e investigadores. Recientemente, se
describieron 4 subtipos de CG, segun diferentes caracteristicas moleculares: Epstein-
Barr (EBV-positivo) (9%), de inestabilidad de micro-satélites (MSI) (22%), con estabilidad
genomica (GS) (20%) y un perfil con alta inestabilidad cromosémica (CIN) (50%). Figura
modificada de [10].

La etiologia misma de esta enfermedad se ha relacionado con una gastritis
crénica ocasionada por factores ambientales, como H. pylori, o por una reacciéon inmune
que cause lesiones en el estomago, creando un ambiente conducente a una inflamacién

gastrica [5, 13]. Este ambiente inflamatorio es el que finalmente conduce a una




acumulacién de daiios genéticos, afectando funciones cruciales para el desarrollo del
céncer, como, por ejemplo, autosuficiencia de sefiales de crecimiento, escape de
sefiales de dormancia, resistencia a la apoptosis, potencial replicativo sostenido,
induccién de angiogénesis, y potencial invasivo o metastasico [13, 14]. Las células
epiteliales gastricas sufren de metaplasias intestinales, conducente a posteriores
displasias e hiperplasia, considerandose como carcinomas al llegar éstas células a la
ldmina propria. Ademas, se ha observado que el microambiente tumoral pro-inflamatorio
favoreceria la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y, por tanto, 1a metastasis en los

adenocarcinomas gastricos [15].

Debido a que la enfermedad se detecta en etapas avanzadas, el tratamiento mas
recurrente es la cirugia, generalmente una gastrectomia total, la cual, lamentablemente,
genera una alta morbilidad y no aumenta significativamente la sobrevida de los
pacientes. Otros paises con alta incidencia de CG, como Jap6n, han incorporado otras
teécnicas de tratamiento quirdrgico, como las endoscopias para tumores de tamafios
menores de 2 cm, y gastrectomias laparoscépicas en caso de CG en estados tempranos
[13]. Aun asi, en Chile no hay demasiadas alternativas terapéuticas otras que la
gastrectomia total, ademas de ser uno de los tipos de cancer menos estudiados a nivel
nacional [16]. Debido a los recientes avances que la incorporacién de diversas
inmunoterapias ha tenido en varios tipos de canceres, el estudiar la inmunologia del CG
se hace indispensable para disefiar nuevas politicas de salud ptblica para paises con

altas tasas de mortalidad e incidencia de esta enfermedad.
inmunoedicion del Cancer

Durante todo el proceso de establecimiento del tumor y su microambiente, las

células del sistema inmune y las células tumorales interactian constante y




dinamicamente, hasta que finalmente pueden ocurrir dos resultados: Ia eliminacién de
las células fransformadas o la evasion de la respuesta inmune por parte del tumor. Este
proceso dinamico de interacciones se ha descrito como inmunoedicién del cancer [17,
18], el cual ha sido caracterizado en 3 etapas: eliminacién, equilibrio y escape inmune

[18].

Durante la etapa de eliminacion, las células del sistema inmune innato, en
particular macréfagos, neutrdfilos y células Natural Killer (NK), son la primera barrera
inmune ante células propias transformadas o estresadas, interactuando de forma directa
con el tefido tumoral [19]. Asimismo, ofras células inmunes también se ven involucradas
en este proceso inicial, entre ellas las células Natural Killer T (NKT) y las células linfoides
innatas (ILC) [20, 21]. Las células NK pueden discriminar entre células propias y
transformadas a través de diversos mecanismos de vigilancia inmune [22], donde el
correcto funcionamiento de las moléculas efectoras del hospedero, come Interferones
(IFN)-a/B e IFN-y, perforina, FasfFasL, Tumor Necrosis Factor (TNF)-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) y Natural Killer Group 2, member D (NKG2D) son esenciales
para montar una adecuada respuesta antitumoral [17, 23]. Una de estas moléculas es
el receptor de activacion NKG2D, el cual reconoce ligandos relacionados a estrés celular
e infeccidn viral, y cuya expresién también ha sido descrita en diversos tipos de células
tumorales [24]. Luego de la respuesta inmune inmediata, ocurre la presentacion de
antigenos a linfocitos T CD8* y CD4*, células que reconocen antigenos tumor-
especificos a través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y i,
respectivamente, expresados por las células presentadoras de antigenos,
Paralelamente, los linfocitos B empiezan a producir anticuerpos que reconocen estos y

ofros antigenos para facilitar la eliminacion de las células tumorales [18].




Si la eliminacién no es completa, se progresa a la segunda fase: el equilibrio. Si
bien durante esta etapa el tumor persiste, el sistema inmune impide que este se
expanda, eliminando a las células tumorales mas inmunogénicas, mientras que otras
células entran en un estado de dormancia, que puede durar varios afios [18]. Los
linfocitos T CD4* y CD8* de memoria, que reconocen antigenos asociados al fumor o
antigenos especificos al tumor (neo-antigenos), pueden detectarse en pacientes con
melanoma [25]. A pesar de esto, diversos tumores también tienen la capacidad de
secretar la quimioquina CCL22, entre ofras, las cuales reclutan células
inmunosupresoras, como linfocitos T reguladores, que expresan el receptor de
quimioquina CCR4, y que son seleccionados segin estos mismos antigenos,
promoviendo tolerancia especifica y secretando diversas sefiales inmunosupresoras,
como interleuquina (IL)-10 y fransforming growth factor (TGF)-B [26], impidiendo una
eliminacién total del tejido tumoral. Ademas, se ha establecido que, durante esta fase,
existe una oposicién entre las sefiales de IL-12, que promueve la eliminacion del tumor,
e I1L-23 (que comparte con IL-12 la subunidad IL-12p40), la cual promueve [a persistencia
y mantencion de los tumores [27]. Otras sefiales del perfii Th1, originalmente
consideradas como pro-inflamatorias y anti-tumorales, en realidad pueden inducir la
senescencia en algunos tumores, como es el caso de IFN-y combinado con fumor
necrosis factor (TNF)-a, los cuales generan una hipo-fosforilacién de la proteina del
retinoblastoma (Rb), una proteina supresora de tumores que, al ser hipo-fosforilada,
inhibe el factor de transcripcién E2F, y, por tanto, el paso de la fase G1 a S del ciclo

celular se detiene mientras se mantenga la presencia de estas 2 citoquinas [28].

En el caso de que el balance se rompa favorablemente para el tumor, debido a

un agotamiento del sistema inmune, una inhibicién de la respuesta inmune anti-tumoral
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se establece a través del reclutamiento de células inmunosupresoras o la aparicion de
nuevas variantes celulares tumorales mas agresivas o con alta capacidad regulatoria, lo
que caracteriza la fase de evasién inmune por parte def tumor. Es en esta fase que
finalmente llega |a expresion clinica de la enfermedad [29]. Existen variadas estrategias
de escape reportadas en diversos tipos tumorales, las cuales estan basadas en la
reduccién de la capacidad del sisterna inmune de reconocer a los tumores, como Ia
disminucion de los niveles de expresion de antigenos tumorales potentes, la pérdida de
la expresién del MHC clase | y de moléculas co-estimuladoras, entre otras. Asi, los
tumores que escapan del sistema inmune, liberando citoquinas como vascular
endothelial growth factor (VEGF) y TGF-B, asi como también expresande moléculas
inmunoregulatorias, como IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), TIM-3 (T-celf
immunoglobulin and mucin-domain containing-3) o PD-L1 (Programmed death-ligand 1),
desarrollan un micrcambiente cada vez mas regulatorio, lo que favorece la progresion

del tumor [29].

En el caso especifico del CG, variados tipos celulares parecen estar involucrados
en los procesos de evasidn [30]. El reclutamiento de granulocitos y neutréfilos, por medio
de IL-8, hacia los tejidos lesionados o infectados por patégenos como H. pylori,
promueve gastritis y lesiones del tejido epitelial debido a la generacién de especies
reactivas de oxigeno; a este fendmeno, ademas, confribuyen factores angiogénicos y
diferentes metaloproteasas que promueven la EMT [31]. Al mismo tiempo, ia liberacién
de quimioquinas desde el tejido tumoral, como CSF-1, GM-CSF y CCL2, promueve el
reclutamiento y maduracién de macréfagos asociados al tumor (TAM) [32], que
promueven el establecimiento del microambiente tumoral af secretar ligandos de HER1-

4 (EGFR) [33, 34], los cuales, a su vez, promueven la expresion de citoquinas
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reguladoras, como IL-6 e IL-10 via STATS3, tanto en el tejido tumoral como en los TAM
[35]. Si bien la suma de estos factores parece presentar un escenario mas bien
regulatorio, la inflamacion crénica, caracteristica del CG [15), se encuentra mediada por
la liberacién conjunta de IFN-y e IL-6 por células Th1 y Th2, respectivamente, las cuales
promueven gastritis y atrofia de las células epiteliales [30). Estudios in vitro con la linea
celular de adenocarcinoma gastrico AGS demostraron que la induccion de NF-kB e IL-8
esta mediada por la exposicion a IL-17A [36], una citoquina que normalmente esta
presente en el estroma y mucosa gastrointestinal para mantener la homeostasis con la
fiora intestinal bacteriana. Por otro lado, una mayor frecuencia de células B CD19* ha
sido correlacionada con una mayor sobrevivencia libre de enfermedad en pacientes con
CG [37], y la frecuencia de células B reguladoras, definidas como células
CD19*CD24MCD27+, parecen disminuir durante quimioterapia en pacientes en los cuales
el CG no progresa, indicando su relevancia en la enfermedad [38]. Recientemente, una
subpoblacién de células B reguladoras definidas como células CD19*CD24YCD38"
productoras de 1L-10 fueron detectadas tanto en sangre periférica como en tumores
gastricos, y su mayor presencia fue correlacionada con un peor prondstico clinico [39].
En ofro estudio, células T reguladoras infiltrantes de tumor demostraron también estar
correlacionadas con un peor prondstico clinico en pacientes con CG [40]. Todas estas
células reguladoras disminuyen las capacidades de las células efectoras, entre ellas los

linfocitos T.

Una subpoblacién de linfocitos T que ha side considerada como fundamental en
los procesos de inmunoedicién del cancer son los linfocitos Natural Killer T (NKT) y, en

este estudio, nos focalizaremos en ellas.
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Células Natural Killer T

Las células NKT estan involucradas en variados procesos inmunologicos: en la
inmunidad contra infecciones microbianas, autoinmunidad, tolerancia a trasplantes e
inmunoedicion del cancer [41]. Las células NKT son un grupo especializado de linfocitos
T que poseen propiedades caracteristicas tanto de linfocitos innatos como de linfocitos
T de memoria [42], y, si bien poseen el receptor de células T (TCR), a la vez presentan
varios marcadores caracteristicos de células NK, como DNAM-1, CD94 o 2B4 [43]. El
fenotipo de memoria esta dado por Ia alta expresion de diversos co-receptores, como
CD28, CD40L, OX40 y CD62L, asi como también otras moléculas marcadoras de
activacion o de linfocites T maduros, como CD56 y CD89, ademas de diversos
receptores de citoquinas y quimioquinas, entre estos CD25, CD127 (IL-7Ra), IL-17RB
(IL-27), IL-12R, CCR2, CCR5 y CXCR3 [44, 45]. Una vez activadas por antigenos
presentados a su TCR, las células NKT son capaces de producir rapidamente grandes
cantidades de citoquinas de tipo Th1 y Th2, ademas de presentar una actividad citolitica
directa al liberar moléculas citotdxicas, como granzima B y perforina, capaces de lisar

células tumorales in vitro e in vivo [48].

La prevalencia de células NKT en humanos es baja y variada, llegando a
representar entre el 0,001 al 3% de los leucocitos de la sangre periférica [42]. A pesar
de esto, las células NKT tienen un rol crucial en la inmunidad anti-tumoral, lo que ha sido
ampliamente corroborado en diversos estudios clinicos v pre-clinicos [41, 47]. En
humanos, se han definido 2 tipos de células NKT: las de tipo I, o célutas NKT invariantes
(INKT), y las NKT tipo Hl, también denominadas no clésicas o diversas {(dNKT). Las
celulas iNKT tienen un TCR con una configuracion restringida, formado por las variantes

de la cadena a Va24-Ja18 cominmente asociada a la variante de Ia cadena BVB11[48].
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En cambio, las células NKT de tipo Il presentan una mayor diversidad en su repertorio
de TCR, y son capaces de reconocer antigenos que no son agonistas de las células NKT
de tipo | [48]; sin embargo, es poco lo que se conoce de esta subpoblacién de células
NKT, ya que, a la fecha, se carecen de marcadores especificos, lo que ha restringido su

estudio.

En el esquema clasico de una respuesta inmune adaptativa, las células
presentadoras de antigenos (APC) exhiben, a través de sus moléculas MHC clasicas de
clase | o clase Il, antigenos peptidicos reconocidos por el TCR de los linfocitos T, y, en
el caso de que la recombinacion y posterior seleccion timica permita el reconocimiento
del antigeno, los linfocitos se activan y pueden ejercer sus funciones efectoras. Sin
embargo, en el caso de las células iINKT, el TCR no interactia con MHC clasicos ni
reconoce antigenos de naturaleza peptidica, sino que reconoce antigenos glicolipidicos

presentados por la molécula CD1d presente en las APC [48].

CD4orCD8""

Granzima B
y Perforina

Figura N° 2: Célula iNKT. Las células iNKT expresan diversos marcadores tipicos de
celulas NK; ademas, presentan un fenotipo de células T maduras y de memoria. Pueden
secretar rapidamente grandes cantidades de citoquinas tanto de tipo Th1 como Th2,
ejercer citotoxicidad directa por medio de la liberacion de granulos con granzima B y
perforina, y, ademas, reconocer, a través de su TCR invariante, antigenos de naturaleza
glicolipidica presentados por la molécula CD1d. Debido a todas estas caracteristicas,
estas celulas son fundamentales para montar una respuesta inmune temprana.
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Las moléculas CD1 son una familia de moléculas MHC de clase | no clasicas
codificadas en el cromosoma 1 en humanos, a diferencia de las demas moléculas de
MHC clase l y ll, que estan codificadas en el cromosoma 6 [49]. Similar al MHC de clase
. los miembros de la familia CD1 se asocian a la molécula B2-microglobulina [491. Por
otro lado, a diferencia de las moléculas de MHC de clase |, estas son no polimérficas y
presentan antigenos glicolipidos en vez de péptidos. En el ser humano, la familia CD1
esta formada por 5§ moléculas, CD1a, CD1b, CD1c, CD1d y CD1e. La mas comdn es
CD1d, expresada principalmente en células APC, como células dendriticas, macréfagos
y linfocitos B, pero también se ha observado su presencia en células epiteliales
intestinales y otros érganos, asi como en células tumorales [49, 50]. Consecuentemente,
en modelos murinos de céncer, se ha observado que ratones knock-out para CD1d

presentan menores capacidades de montar respuestas anti-tumorales [51].

Las células iNKT pueden discriminar entre antigenos glicolipidos propios, como
isoglobotrihexosilceramida (iGb3), y foréneos, como los antigenos lipidicos asociados a
tumores [52], asi como lipidos de origen microbiano, como a-galacturonosilceramidas de
Sphingomonas spp., a-galactosildiacilgliceroles (a-GalDAG) de Borrelia burgdorferi, a-
glucosildiacilglicerol (a-GlcDAG) de Streptococcus pneumonias y fosfatidilinositol
manosidos (PIM) de Mycobacterium tuberculosis [53]. Ademas, las células iINKT pueden
ser activadas por colesteril a-glucosidos, uno de los principales lipidos de la pared celular
de H. pylori, lo que podria estar jugando un rol en las inflamaciones gastricas mediadas
por esta bacteria [54].Se ha comprobado que las células iINKT responden con una fuerte
produccion de citoquinas ante la presentacién del antigeno a-galactosilceramida

{(aGalCer}, un glicosfingalipido producido por Agelas mauritanus, una esponja marina
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[55], que es posible producir sintéticamente, el cual ha sido propuesto, incluso, como

una posible terapia para diversos tipos de cancer [56].

Al activarse, las células INKT coordinan respuestas mediadas fanto por las
células del sistema inmune innato como adaptativo a través de la secrecién de
citoquinas, la expresién de moléculas co-estimulatorias y citotoxicidad directa [57]. Su
activacion y la intensidad de la respuesta depende del tipo de antigeno que les son
presentados por la molécula CD1d [58, 59), el estado de activacion de las APC [60], y |a
presencia de citoquinas pro-inflamatorias [61]. Su activacién puede inducir a la rapida
liberacién de una gran cantidad de citoquinas, dado que son capaces de almacenar una
gran cantidad de mRNA preformados de estas citoquinas. Pueden liberar citoquinas
tanto de tipo Th1, como IFN-y y TNF-o, como Th2, incluyendo L4 e IL-13 [62],
dependiendo del estimulo. Ademas, son capaces de inducir la maduracién de células
dendriticas a través de moléculas co-estimulatorias, como CD40L, y modular, a través

de IFN-y, la actividad de células NK y linfocitos T CD8* [63].
Células iNKT en el cancer

La expresidn de CD1d en varios tipos de células tumorales convirtié a las células
INKT en candidatos para terapias anti-tumorales. CD1d se expresa en tumores de origen
hematopoyético, mientras que gran parte de los fumores sélidos no expresan CD1d [50].
Si bien las células iINKT no pueden reconocer, mediante su TCR invariante, a tumores
CD1d", se ha demostrado que se localizan en el microambiente tumoral {64}, y que son
capaces de eliminar o inhibir macréfagos CD1d* asociados a tumor y que presentan
actividad pro-tumoral, los cuales realizan presentacién cruzada de glicolipidos derivados

del tumor via CD1d [50]. Ademas, se sabe que se requieren bajos niveles de CD1d para
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la presentacién antigénica a células iNKT, lo que confiere a las células tumorales una

mayor susceptibilidad a la actividad citotéxica mediada por las células INKT.

Tal como mencionado anteriormente, las células INKT presentan varias
propiedades anti-tumorales relevantes. Una de las razones por las que el sistema
inmune tiene problemas al montar una respuesta anti-tumoral, es el ambiente
inmunosupresor del tumor, generando dificultades para inducir una respuesta de células
T especificas contra el tumor [65]. La capacidad de las células iNKT de generar
répidamente altas cantidades de IFN-y provoca la activacién de células del sistema
inmune innato, como células NK y neutréfilos, asi como el sistema inmune adaptativo,
favoreciendo la respuesta mediada por las células T CD8* citotdxicas y células Th1 CD4*
[50, 66]. Asimismo, [as células INKT pueden activar a células dendriticas inmaduras por
medio de moléculas co-estimulatorias, como CD40L, induciendo la maduracién de éstas,
lo que, ademas, genera una gran liberacion de IL-12, la cual activa adn mas las células

INKT, seguida de |a activacién de células T CD8+ y células NK [67].

Una baja frecuencia de células iNKT o una produccién deficiente de citoquinas
han sido asociadas al desarrollo de cancer en pacientes y modelos murinos [68-72]. El
nimero de células INKT en sangre periférica de pacientes con melanoma, leucemia,
cancer de pulmén, de mama, de préstata y colon esté claramente deficiente, y un bajo
nivel de células iINKT circulantes ha sido asociado a un diagnéstico poco favorable en
pacientes con cancer [41, 73]. También puede ocurrir que el nimero de células INKT
circulantes no varie, pero si su capacidad de producir IFN-y [68]. Esta citoquina es
importante para la actividad anti-tumoral de las células iNKT, ya que puede inducir una
amplificacién autocrina o paracrina de la respuesta anti-tumoral directa o a través de

otras células del sistema inmune [48, 74]. Por lo tanto, estos antecedentes sugieren que
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deficiencias en la produccion de IFN-y por las células iNKT podrian ser condicionantes

para el desarrollo de la enfermedad [41].

El efecto citotoxico directo de las células INKT suele estar mediado por la
interaccion entre el TCR invariante de estas células y la presentacién de antigenos por
medio de la molécula CD1d en la célula tumoral, resultando en una citotoxicidad directa
sobre células tumorales, la cual es dependiente de perforina [65]. A pesar de esto, existe
otra via de activacion de la citotoxicidad mediada por las células iNKT, a través del
receptor de activacion NKG2D [75], el cual se expresa en varias células citotdxicas,

incluyendo células NK, linfocitos T CD8*, células iNKT vy linfocitos T y& [76].
El receptor NKG2D

El receptor NKG2D (Natural Killer Group 2, member D) es un receptor
transmembrana similar a lectina tipo Il tipo C que detecta ligandos propios inducides bajo
condiciones de estrés celular [77]. En humanos, sus ligandos incluyen las moléculas
MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A), MICB y 6 miembros de la familia
ULBP (UL76 binding protein, también conocido como retindic acid early franscript

protein), fodas glicoproteinas con dominios homologos a las cadenas MHC clase | [78].

Durante el establecimiento y desarrollo del tumor y su microambiente, las células
tumorales expresan diversos tipos de marcadores de estrés celular, debido a Ia alta
presion metabdlica que ocurre a partir de divisiones celulares repetidas y una
sefializacion de crecimiento constante [14]. En condiciones normales, la mayoria de los
tejidos expresa bajos niveles de los ligandos de NKG2D; sin embargo, al ser sometidas
al estres de la transformacion celular, las células tumorales sobre-expresan estos

igandos [24]. La citotoxicidad de las células INKT puede ser activada tanto por
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estimulacion del TCR invariante [79], como mencionado previamente, como por el
receptor NKG2D [75]; ademas, el receptor NKG2D puede funcionar como un co-
estimulador en caso de una interaccién TCR-glicolipidos presentado por CD1d en células

tumorales, exacerbando la respuesta a este estimulo [75].

La expresién de ligandos de NKG2D en diversos tipes de tumores humanos ha
sido reportada [80]. En el contexto fisicldgico, estos ligandos normalmente generan
sefiales de activacion en las células que expresan el receptor NKG2D, pero lo que se ha
observado en cancer son una multiplicidad de estrategias de evasion que ufilizan
primordialmente a estos ligandos. Por ejemplo, se ha descrito una disminucién en la
expresion de los ligandos de NKG2D en diversos tipos de tumores mediada por el corte
proteolitico de estos ligandos debido a la sobre-expresion de diversas metaloproteasas
relacionadas con estrés celular [81]. Ademas, la liberacién de las variantes solubles de
los ligandos de NKG2D por las células tumorales proveca la internalizacién vesicular del
receptor NKG2D en células NK y células T citotoxicas, comprometiendo su capacidad
citotdxica [82, 83]. Por otro lado, la sobre-expresion de los ligandos de NKG2D en la
membrana de las células tumorales también ha demostrado disminuir la citotoxicidad y
actividades de inmunovigilancia de las células NK [84, 85]. Otra estrategia de evasidn
inmune por parte del tumor involucra la liberacidn de exosomas cargados con citoquinas
regulatorias y con ligandos de NKG2D en su superficie, lo cual fipalmente reduce la
expresion del receptor NKG2D en células NK y células T CD8* [86, 87]. La presencia de
las variantes solubles de MICA y MICB se ha detectado en sueros de pacientes con

cancer y han sido propuestos como marcadores de prognosis clinica [88-90].

En CG, se ha observado que los niveles de expresion de ligandos de NKG2D en

el tumor estan relacionados con pardmetros clinicos y patologicos de la enfermedad [91].
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Esto hace pensar que se puede relacionar la expresion de los ligandos de NKG2D con
la prognosis del CG, y que las células tumorales podrian ser blancos de la actividad
citotdxica mediada por NKG2D de las células iINKT y también de otras células inmunes,
como las células NK vy linfocitos T citotoxicos {ambas con subpoblaciones NKG2D

positivas) [92].
Inmunoterapias contra el cancer

Durante la Gltima década, la investigacion dedicada a la bisqueda por nuevas
terapias anti-tumorales ha conducido a los investigadores a considerar el uso del sistema
inmune como herramienta bioldgica para detectar y eliminar células tumorales,
cambiando el foco desde una propuesta terapéutica de amplio espectro, a tratamientos
mas personalizados, tomando en cuenta variables gendmicas, transcriptémicas y
epigenéticas de los pacientes y sus tumores [29]. Multiples aproximaciones
experimentales buscaban mejorar las terapias basadas en citotoxicidad que existen en
la actualidad, como las quimioterapias o radioterapias, al incorporar tecnologias
moleculares que permitiesen aumentar Ia especificidad y eficacia hacia células malignas,
disminuyendo el dafic hacia los tefidos sanos. Algunos ejemplos son la incorporacion de
drogas citotdxicas en nanoparticulas, en liposomas, o en transportadores moleculares
que reconociesen tejidos transformados, siendo este el centro de la investigacién anti-
tumoral [93]. A pesar de estos esfuerzos, Ios resultados in vivo y ensayos clinicos no
lograron mejorar la sobrevida global de los modelos animales y pacientes,

respectivamente.

Esto fue finalmente superade por el uso de anticuerpos monoclonales para
terapia anti-tumoral, las primeras inmunoterapias, los cuales demostraron tener una

efectividad sobresaliente, y que, con los afics, lograron sobrepasar problemas, como la
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toxicidad de [a terapia misma. La inmunoterapia, incluso, fue catalogada por la revista

Science como el avance cientifico mas relevante del afio 2013 [94].

La primera generacion de anticuerpos monoclonales para terapia anti-tumoral
utilizaba marcadores moleculares tumorales como blancos para ser reconocidos por
estos anticuerpos, como receptores de factores de crecimiento y angiogénesis [14].
Estos marcadores todavia se utilizan hoy en dia para diferentes terapias de primera,
segunda y tercera lineas, pero muchos tienen [a limitacidn de que no todos los pacientes
presentan tumores que expresen los mismos marcadores moleculares, por lo que estas
terapias no son universales, si no que sirven en el caso de algunos pacientes,
dependiendo de [as caracteristicas moleculares de su tumor {85]. Casos emblematicos
son los canceres mamarios friple negativos, que no expresan receptores de estrogeno
{ER), receptores de progesterona {PR) o HER2/neu, por lo que diferentes
inmunoterapias de anticuerpos dirigidas hacia estos receptores no pueden emplearse en
estos casos. Asi mismo, el anticuerpo monoclonal Transtuzumab, solo puede usarse en

el 15% de los pacientes con adenocarcinomas-gastricos que expresan HER2/neu [98].

Una segunda generacion de anticuerpos monoclonales se enfocé en el uso de
checkpoinis del sistema inmune [29], desde el descubrimiento del reclutamiento de una
diversidad de células normales residentes y circulantes, que sirven como accesorias a
las células neoplasicas y soportan su evolucion [14]. Ademas, ya existia el aniecedente
de la mayor prevalencia de enfermedades neoplasicas en pacientes
inmunocomprometidos [22]. Estos anticuerpos bloquean diversos frenos biologicos de
la actividad de diversas células inmunes. Uno de los anticuerpos terapéuticos dirigidos
hacia un immune checkpoint es el Ipilibumab, el cual bloquea el receptor CTLA-4 en las

celulas T citotoxicas, impidiendo que estas reciban sefiales de co-estimulacion
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regulatorias, manteniendo, asi, la activacion de estas células. Los resultados de esta
terapia han sido exitosos, por ejemplo, mejorando la sobrevida global de pacientes con
melanomas metastasicos de 25% a 46% para el primer afio, una media de ganancia de

10 meses de vida [97].

En el caso del CG, Nivolumab, anticuerpo monoclonal contra PD-1, se ha
utilizado en ensayos clinicos contra este y ofros tipos de cancer [88]. Se ha observado,
ademas, que, dentro de la reciente caracterizacién molecular de los subtipos de
adenocarcinomas gastricos [10], pacientes positivos para el virus de Epstein-Barr
presentaron niveles elevados de expresion de PD-L1, un ligando de PD-1, el cual ha sido
relacionado con una peor prognosis en un estudio de pacientes no agrupados por subtipo
de CG [99]. En la actualidad, varios ensayos clinicos se encuentran realizando con
diferentes anticuerpos anti-PD-1, anti-PD-L1 y anti-CTLA-4 en pacientes con CG
(NCT01928394, NCT02625623, NCT02494583, NCT023408975, NCT02443324 en

ClinicaiTrials.gov}.

Aun asi, no todos los pacientes responden a este tipo de terapia, y se especula
que esto se debe a la falta de neo-antigenos que puedan ser presentados por APC para
activar la respuesta inmune, por io que solo pacientes con tumores aliamente
mutagénicos que generen una gran variedad de nec-antigenos serian respondedores a
esta terapia [100]. Por lo mismo, hoy se estan haciendo esfuerzos para caracterizar de
mejor manera los tumores de los pacientes a nivel molecular, pero, ademas, desarrollar
ofras estrategias de inmunoterapia, como Ilas vacunas anti-cancerigenas

personalizadas.

Las vacunas antfi-tumores personalizadas se pueden preparar a pariir de [a

mezcla de células tumorales del mismo paciente irradiadas o muertas por calor con
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sustancias adjuvantes. Estas vacunas estimulan al sistema inmune a responder a los
neo-antigenos especificos presentes en el tumor de cada paciente. Este tratamiento se
ha usado en varios ensayos clinicos, con buenos resultados, aunque éstos parecen

depender del estado del sistema inmune de los pacientes [101].

Otra alternativa es la transferencia adoptiva autdloga de diferentes células
inmunes, estimuladas y expandidas ex vivo para posteriormente ser re-inyectadas a los
pacientes, potenciando la respuesta inmunolégica [102]. Si bien se han generado
variados protocolos y ensayos clinicos, los efectos clinicos de este tratamiento no

presentan gran significancia, ademas de ser procesos con altos costos {22, 29].

Aun asi, avances en esta estrategia han incorporado una nueva herramienta: la
introduccion de receptores quiméricos de antigenos (CAR), moléculas generadas por
ingenieria genética que presentan un dominio de cadena Unica de fragmentos variables
(scFv) unido a los dominios de sedializacion intracelular de los TCR [103]. El dominio
scFv se comporta como la regién variable de un anticuerpo, ya que tiene las mismas
cadenas variables pesadas y livianas (Vi y Vi) de un anticuerpo unido por un finker. Este
puede ser disefiado para unirse especificamente a diversos epitopos. Los primeros CAR
contenian los mismos dominios [TAM de la subunidad Z del complejo del TCR, pero los
mas modernos han incorporado ofras sefiales activadoras o de scaffold [103].
Transferencias adoptivas de células T convencionales transducidas por lentivirus con
CAR han sido exitosas al lograr la regresion de los tumores de algunos pacientes [104].
Moléculas CAR disefiadas contra CD19 han sido eficientes para tratar a pacientes con
leucemia de células B refractarias [105]. Aun con este éxito, la eleccién del antigeno al

cual el CAR deberia ser dirigido sigue siendo el desafic para poder expandir este tipo de
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terapia, asi como también la perdida de la expresion del mismo, o que este pudiese llegar

a insertarse en el DNA gendmico.
Inmunoterapias con células iINKT

Varios ensayos clinicos se han llevado a cabo utilizando terapias basadas en
células iNKT [67]. Uno de los primeros intentos consistia en la administracion intravenosa
de a-GalCer en pacientes con tumores solidos, v, si bien el tratamiento era bien tolerado,
no se obtuvieron respuestas clinicas objstivas, e, incluso, una disminucién en los
niimeros {otales de células iNKT fue detectada luego de la inyeccién de a-GalCer [108].
En un segundo intento, células dendriticas derivadas de monocitos autdlogos pulsadas
con a-GalCer fueron administradas en pacientes con metéstasis malignas, y, si bien se
lograron incrementar los niveles séricos de IFN-y e IL-12, el incremento de células iNKT
totales fue mas bien moderado y no sostenido [107]. Otros ensayos similares fueron
realizados en pacientes con cancer de pulmon, pero aun con resultados escuetos [108-
110}. A pesar de esto, y debido a las cualidades Unicas de las células iINKT, mas
esfuerzos se estan realizando para ver la manera correcta de utilizar el potencial anti-
tumoral de estas células para inmunoterapias; incluso, hay nuevos protocolos y ensayos
clinicos programados para pacientes con tumores sdlidos {NCT02562963 en
ClinicalTrials.gov). Ademas, recientemente ha sido desarrollado un método para
reprogramar células madres inducidas pluripotenciales (iPSC) humanas a células iNKT

de alta actividad [111].

Una de las complicaciones que pueden haber presentado los anteriores ensayos
clinicos utilizando protocolos de expansién y posterior re-inyeccion de células iINKT
autélogas es que el cancer es una enfermedad crénica; las células INKT pueden cambiar

la programacion interna de las diferentes células del sistema inmune de manera mas
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potente, digase a niveles de cambio en los perfiles transcriptomicos, pero también
epigenéticos, los cuales no necesariamente son modificados durante el proceso de
expansion, mediado principalmente por sefiales de la citoquina IL-2. Otro elemento a
considerar es la versatilidad de estas mismas células, al no solo ser capaces de producir
grandes cantidades de citoquinas de tipoc Th1 y Th2, sino también sefiales
inmunosupresoras a fravés de la produccion de IL-2, IL-10, TGF-B [112-114), vy la

expresion de CTLA-4 y PD-1 [44, 115].
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Tabta N° 1: Ensayos clinicos recientes utilizando células iNKT como su blanco
terapéutico. Ensayos anteriores presentaban pocos a nulos efectos objetivos, y solo
algunos pacientes con respuestas clinicas. Estos ya fueron revisados en ofras
publicaciones [45].
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El uso de células iNKT heterdlogas también ha side propuesto para terapias anti-
tumorales, ya que estas células no se encuentran restringidas por las moléculas del MHC
sino por CD1d, una molécula de alta conservacion intra-especies [118], y a la evidencia
de que una expansién in vivo de células iNKT de los donantes en modelos murinos de
trasplantes alogeneicos generaban una mejor respuesta injerto-versus-leucemia (graft-
versus-leukemia, GVL) y una disminucién de la reaccion injerto-versus-hospedero (graft-
versus-host disease, GVHD) [119]. Una alternativa que se encuentra bajo intensa
revision en la actualidad es el uso de células iNKT transducidas con moléculas CAR
[120], aprovechando las caracteristicas fenotipicas de maduracion y activacién de estas
células, la expresion de otros receptores caracteristicos de las células NK, y su
capacidad de rapida y abundante produccion de citoquinas. Un ensayo clinico utilizando
células iINKT autélogas transducidas con moléculas CAR de tercera generacion se
encuentra reclutando pacientes con neuroblastoma desde el afio 2015 (NCT02439788

en ClinicalTrials.gov).

Con esta consideracion, el conocer las capacidades de las células INKT (y sus
subpoblaciones) de producir citoquinas y ejercer citotoxicidad directa sobre las células
tumorales en pacientes con CG cobra relevancia, al ser esta una de las enfermedades
de las cuales hoy hay ensayos clinicos andando, utilizando expansiones celulares de los

mismos pacientes.

Debido a la presencia de los ligandos del receptor NKG2D en células de
adenocarcinoma gastrico de pacientes con CG, y al antecedente de una activacion
alternativa a través de este receptor de las células INKT, es que se propone estudiar este
tipo celular en pacientes con CG, explorando sus capacidades de ejercer funciones de

liberacién de citoquinas anti-tumorales y su capacidad citotéxica.
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HIPOTESIS

El potencial citotdxico, asi como Ia produccién de IFN-y por las células iNKT en
pacientes con cancer gastrico se encuentran disminuidos en comparacion a individuos

sanos.

OBJETIVO GENERAL

Analizar las funciones efectoras ex vivo de células iINKT en pacientes con cancer

gastrico comparadas con individuos sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la frecuencia y fenotipo de las células INKT en sangre periférica de

pacientes con cancer gastrico y controles sanos.

2. Evaluar la citotoxicidad de células iNKT de sangre periférica de pacientes con
cancer gastrico y controles sanos en co-cultivos con lineas celulares tumorales

que no expresan CD1d.

3. Analizar la produccién de IFN-y por células iNKT periféricas de pacientes con

cancer gastrico, y también de controles sanos, enfrentadas con lineas

celulares tumorales que no expresan CD14d.
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METODOLOGIA
Muestras de sangre de pacientes y controles sanos

Se reclutaron 10 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma gastrico,
sometidos a gastrectomia total en el Hospital del Salvador (Santiago, Chile) en
colaboracién con el Dr. Marco Bustamante, Director del Departamento de Cirugia de este
hospital. Los pacientes reclutados autorizaron la recoleccidn de muestras firmando un
Consentimiento Informado (Anexo 1). Como criterio de inclusién al estudio, se considerd
que los pacientes tuviesen tumores sélidos localizados, excluyendo aquellos pacientes
sometidos a tratamientos de quimioterapia y/o radioterapia previa a la cirugia. Se
obtuvieron muestras de 30 ml sangre periférica de cada paciente durante el proceso
quirGrgico bajo condiciones de esterilidad. Ademas, se reclutaron 15 vo!untariqs sanos,
quienes donaron 30 mi de sangre periférica luego de firmar un Consentimiento Informado
(Anexo 2). Veinte mi de sangre se obtuvieron en tubos de vidrio con Heparina para la
posterior preparacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC), mientras
que los ofros 10 ml de la muestra se recolectaron en tubos de vidrio sin anticoaguiante
para posterior obtencién de suero. El protocolo de estudio se aprobs por el Comite de
Etica Cientifica del Servicio de Salud Metropolitano Oriente del Ministerio de Salud,
Gobierno de Chile (Anexo 3) y por el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Anexo 4). Los datos demograficos y
clinico-patologicos de los pacientes reclutados se encuentran descritos en la Tabla N° 2.
Los estadios TNM de la enfermedad se clasificaron segtin los criterios de la American

Joint Committee on Cancer/Union Internationale Contre le Cancer (AJCC/UICC).
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(n) pacientes %

Género

Masculino 6 60,00

Femenino 4 40,00
Edad Promedio

9* 67,78

Tamarno Tumor

<5cm 2 22,22

>5cm 7 77,78
Diferenciacion tumoral

alta/mediana 7 77,78

baja/sin diferenciacién 2 22,22
Profundidad de invasién 2

T4, 12 2 22,22

T3, T4 7 77,78
Metastasis a linfonodos

Ausente 1 11.44

Presente 8 88,89
Estadio TNM ®°

(1 1 14,29

I, v 8 85,71

Tabla N° 2: Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes de cancer géastrico.
# Profundidad de invasion corresponde a la invasion del tumor hacia el epitelio o mucosa
de la lamina propria, muscularis mucosae o submucosa (T1), muscularis propria o
subserosa (T2), serosa (T3) y 6rganos adyacentes (T4). ® Estadio de acuerdo a la
clasificacion TNM para el cancer gastrico (AJCC). Datos de los pacientes varia segun la
informacién que era disponibles para cada paciente con CG. * Uno de los pacientes de
la muestra, al ser entregado la informacion clinica-patolégica, resultd no ser
adenocarcinoma gastrico, por lo que sus datos no fueron considerados para este estudio.
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Preparacion de PBMC y suero

Las muestras de sangre obtenidas en tubos con Heparina se diluyeron 1:1 en
solucion buffer de fosfato (PBS) estéril y luego se centrifugaron scbre 12 ml de Ficoll-
Paque (GE Healthcare, EEUU) a 18 °C y 300 g por 20 min, con frenado suave. Se obtuvo
la nube de linfocitos del gradiente de densidades. Posteriormente, se lavaron las células
con PBS estéril y se incubaron por 5 min en 5 ml de solucién de cloruro de amonio ¥
bicarbonato de potasio (ACK) (NH.Cl 154 mM, KHCO; 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2) a
temperatura ambiente para lisar a los eritrocitos remanentes. Para eliminar plaguetas,
las células se centrifugaron a 200 g por 15 min en PBS. Las células se contaron en un
hematocitometro estimando la viabilidad celular por tincién con Azul de Tripan. Luego,
las células se congelaron en suero fetal de bovino (FBS) (Hyclone, EEUU) con 10%
dimetil sulféxido (DMSO) de a 3 x 10° de células por 1 ml en nitrégeno liquido, hasta su

LSO,

Muestras de suero se generaron al centrifugar el tubo con sangre periférica a 500
g por 10 min, tomando el suero presente en el sobrenadante, con cuidado de no

contaminar con eritrocitos ni grasa. Las muestras de suero se almacenaron a -80°C.
Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares MKN-45, de adenocarcinoma gastrico (Riken Bio
Resourse center®, Japén) donadas por el Dr. Andrew Quest, y K562, de eritroleucemia
(ATCC®, EEUU) donadas por la Dra. Mercedes Lépez. Se cultivaron ambas lineas
celulares en medio RMPl 1640 (Coming™, Thermo Fisher Scientific, EEUU)
suplementado con 10% FBS a 37°C y 5% CO.. La linea celular HeLa, iransformada con

CD1d o Mock, fueron gentiimente donadas por el Dr. Derek Doherty (Trinity College,
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Dublin, Irlanda) y cultivada en las mismas condiciones descritas para las demas lineas

celulares.
Extraccion de RNA

Aproximadamente 1 millén de células de cada linea celular (K562, MKN-45,
Hela-CD1d y HeLa-Mock) se utilizaron para realizar la extraccion de RNA. Para ello, las
células se centrifugaron y fueron resuspendidas en 1 ml de TRizol ® (Ambion RNA, Life
Technologies™, EEUU) y lisadas por pipeteo repetitivo. Luego de ser incubadas por 5
min a temperatura ambiente, se afiadié 0,2 ml de cloroformo, y el tubo se invirtio
manuaimente por 15 s, seguido de incubacién a temperatura ambiente por 3 min. Las
muestras se centrifugaron a 12000 g por 15 min a 4°C. La fase acuosa se removid
cuidadosamente y fue almacenada a -20°C toda la noche. Luego, se incub6 la fase
acuosa con 0,5 ml de isopropanol 100% por 10 min a temperatura ambiente. Las
muestras se centrifugaron a 12000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se elimind, y el
pellet de RNA se resuspendié en 1 ml de etanol 75%. Las muestras se mezclaron
brevemlente en un vortex y luego centrifugaron a 7500 g por 5 min a 4°C. El sobrenadante
fue descartado, y el pellef de RNA secado a temperatura ambiente por 5 min. La muestra
fue resuspendida en 20 pl de agua libre de RNAsas (HyClone™, EEUU). La
concentracion de las muestras de RNA se determiné utilizando una placa Take3 Micro-
Volume Plate (BioTek, EEUU) en el equipo Synergy ™HT Multi-Mode Microplate Reader
(BioTek, EEUU) y el software Gen5™ Data Analysis (BioTek, EEUU). Posteriormente,
las muestras de RNA se trataron con la enzima DNAsa | (Thermo Scientific™, EEUU)
mas 1 pl de EDTA 50 mM por cada 2 pg de RNA e incubadas a 65°C por 10 min y luego

almacenadas a -80°C.
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Retro-transcripcién

Las muestras de RNA se descongelaron para generar cDNA utilizando el kit
AffinityScript Multiple Temperature Reverse Transcriptase (Agilent Technologies,
EEUU). Se afiadieron la enzima transcriptasa mas dNTPs, dTT y buffer (Agilent
Technologies, EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, las
muestras se incubaron a 45°C por 1 h, y luego a 70°C por 15 min para inactivar ia enzima.

Las muestras de cDNA se almacenaron a -20°C.
PCR convencional

Para comprobar |a presencia de transcritos en las muestras de cDNA generadas,
se realizaron reacciones de PCR convencional para amplificar el gene B-actina
(partidores F: S-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3, R: 5-
AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3') y se evalud la amplificacién del gen CD1d (partidores
F: 5-GAACAGTCATGAGGCAGCTT-3', R: 5-TTGTCCCTGGTAGGTCTTCA-3). Para
ambas reacciones, se utilizé el Kit GoTaq® Green Master Mix (Promega, EEUU). Los
productos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 1,5% con 0.2 ug/ml de
bromuro de etidio, utilizando un estandar de peso molecular, 100 bp DNA Ladder {(New
England BioLabs, Inglaterra). Los geles se corieron en Mini-Sub® Cell GT Cell (Bio-rad
Laboratories, EEUU) a 100V suministrados por un PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-

rad Laboratories, EEUUY), vy los geles fueron visualizados bajo luz ultra violeta (UV).
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PCR en tiempo real

Muestras de cDNA de cada linea celular que amplificaran para el gen B-actina se
utilizaron para realizar PCR en tiempo real y determinar la expresion relativa de CD1d
utilizando los partidores anteriormente mencionados. Para elio, se utilizé, como gen
Housekeeping, a HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase), una
transferasa involucrada en el reciclaje de purinas (partidores F: 5-
CAAGCTTGCTGGTGAAAAGGAC-3', R: 5-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAA-3'),
utilizando el Kit Brilliant Il SYBR® Master Mix (Agilant Technologies, EEUU). Las
reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en triplicado, con controles negativos de
reacciones sin enzima o sin transcritos, en el equipo Stratagene Mx3000P™ Real-Time
PCR System (Agilant Technologies, EEUU), y los datos se analizaron en el software

MxPro™ (Agilant Technelogies, EEUU).
Citometria de Flujo

Se obtuvieron PBMC de pacientes con CG y donantes sanos, se descongelaron
en un bafio térmico a 37°C y fueron lavadas dos veces con PBS 2% FBS. Las células se
distribuyeron en una placa de 96 pocillos con fondo V (Thermo Scientific™, EEUU) con
200.000 células por pocillo en 50 pl de PBS 2% FBS, seguido de incubacidn con
anticuerpos especificos por 30 min a 4°C en oscuridad. Se utilizaron los siguientes
anticuerpos monoclonales conjugados a moléculas fluorescentes para caracterizar alas
celulas iNKT: anti TCR-Va24-Ja18 humano-FITC (clon 6811, Biclegend, EEUU), anti
TCR VB 11-PE (Beckman Coulter, Francia) y anti CD3-PerCP-Cy5.5 (BioLegend, EEUL.
Concomitantemente, se agregaron anticuerpos monoclonales para evaluar los niveles
del receptor NKG2D presentes en la superficie de las células iINKT utilizando el

anticuerpo anti NKG2D-APC (BioLegend, EEUU); ademas, se discrimind la expresion de
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este receptor en las células INKT CD4*, CD8* y doble negativas utilizando los
anticuerpos anti CD4-V450 (BD Horizon™, EEUU) y anti CD8a-PE-Cy7 (BioLegend,
EEUL). Para cada anticuerpo se utilizaron los respectivos controles de isotipo o de FMO

{Fluorescence minus one).

Luego, las células se lavaron 2 veces mas y, enseguida, incubadas con Fixable
Viability Dye eFluor® 780 (FVD) (Affimetrix eBioscience, EEUU) diluido 1:1000 por 10
min a 4°C en oscuridad. Después de 2 lavados, las células se traspasaron a 200 yl de
FACS buffer (Becton-Dickinson®, EEUU) y evaluadas en el Citémetro de Flujo LSR

Fortessa™ (Becton-Dickinson®, EEUU).

Para analizar las lineas celulares K562 y MKN-45, células se procesaron igual
que las anteriores, y se incubaron por 1 h a 4°C con los anticuerpos monoclonales con
IgG2b de ratén anti-MIiCA, MICB, ULBP-1, ULBP-2-5-6, ULBP-3 y ULBP-4 (R&D, EEUU).
Posteriormente, células se lavaron en PBS 2% FBS 2 veces, y luego se incubaron por
30 min a 4°C en oscuridad con un anticuerpo de cabra anti IgG de ratén conjugado con

FITC (R&D, EEUU).

Los datos obtenidos se analizaron posteriormente utilizando el software FlowJo

VX (Tree Star, EE.UU).
Expansidn de células iNKT y cell sorting

Para expandir y purificar las células iNKT a partir del PBMC obtenido de pacientes
con CG y donantes sanos, el PBMC se descongelé rapidamente en un bafio
termorregulado a 37°C y lavado 2 veces en PBS 2% FBS para eliminar el DMSO. Las
células se contaron nuevamente en un hematocitémetro y sembradas en placas de 96

pocillos de fondo redondo (Becton-Dickinson®, EEUU) con 200.000 célufas por pocilio




{en 200 pl de medio de cultivo por pocillo). Para estimular una proliferacion selectiva de
células iNKT, el PBMC se cultivd en medio RPMI 1640 suplementado con 10% FBS,
10% penicilina/estreptomicina, 1% anfotericina B, 0,05 mM L-glutamina, 25 mM HEPES,
100 pM 2-mercapto-etanol, 1 mM piruvato de sodio, 1% de aminoécidos esenciales y 1%
de amino&cidos no esenciales; ademas, se suplementd este medio con 100 ng/m! de a-
Galactosil-Ceramida (a-GalCer) (Enzo Life Sciences, EE.UU), 200 Ul/ml de IL-2 y 200
Ul/ml de IL-7 (ambas citoquinas de Miltenyi Biotec, EEUU) al inicio del cultivo celular.
Las células se cultivaron por 30 dias, cambiando cada 5 dias 100 ul de! medio
consumido, por pocille, por medio fresco suplementado con 200 Ul/ml de IL-2 y 200 Ul/mi
de [L-7. Cada 10 dias se inspecciond el avance de la expansién por Citometria de Flujo,

midiendo el porcentaje de células INKT presentes en el cultivo.

Luego de 30 dias de expansion, las células se lavaron 2 veces con PBS 2% FBS
y tefiidas con anticuerpos anti TCR-Va24-Ja18 humano-FITC, anti TCR VB11-PE, anti
CD3-PE-Cy7 y 7-AAD (eBioscience, EEUU) por 30 min en oscuridad a 4°C y
resuspendidas en 500 pl de FBS. Enseguida, las células se purificaron por celf sorting

utilizando el equipo FACS Aria Hll (Becton-Dickinson®, EEUU).
Ensayo de degranulacién y analisis de la produccion de IFN-y por células iINKT

Las células iNKT purificadas se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo
redondo con 100.000 células iNKT (células efectoras) por pocillo en medio RPMI 1640
sin suplementar y se co-cultivaron con las células blanco (K562 0 MKN-45) a una razén
efectores/blancos de 1:1, 2:1 y 10:1. Como control negativo, se utilizaron células INKT
en ausencia de células blanco. Como control positivo, las células iINKT se estimularon
con 10 ng/ml de 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA) (Sigma, EEUU) y 50 ng/ml de

fonomicina (Sigma, EEUU). Cada condicién se realizé en triplicado. Al momento de
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sembrar, se agregé 3 pl del anticuerpo anti-CD107a-APC-Cy7 (Biolegend, EEUU), un
marcador de degranulacién celular también denominado lysosomal-associated
membrane protein-1 (LAMP-1), a cada pocillo. Se centrifugé la placa a 30 g por 1 min Y,
posteriormente, se incubaron las células por 1 h a 37°C y 5% CO.. Enseguida, se agregb
3 pM de Monensina (GolgiPlug™, BD Bioscience, EEUU) y 1 ug/ml de Brefeldina A
{GolgiStop™, BD Bioscience, EEUU), y las células se incubaron por mas 5 ha 37°C y
5% COz.Posteriormente, las placas se centrifugaron a 300 g por 5 min y lavadas 2 veces
con PBS 2% FBS. Luego de remover el sobrenadante, las células se resuspendieron en
PBS 2% FBS y se traspasaron a placas de 96 pocillos de fondo “V” y tefiidas con
anticuerpos anti-TCR Va24-Ja18-FITC, TCR VB11-PE, CD3-PerCP-Cy5.5 y NKG2D-
APC por 30 min en oscuridad a 4°C, y luego incubadas con FVD por 10 min en oscuridad
a 4°C. Las células se lavaron 2 veces con PBS 2% FBS para luego ser fijadas y
permeabilizadas con el Kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EE.UU) por 20 min a 4°C.
Las células se traspasaron al Buffer Wash/Perm 1 X (BD Biosciences, EE.UU) y se
tifieron intracelularmente con anticuerpo anti-IFN-y-PE-Cy7 (BioLegend, EEUU) por 30
min en oscuridad a 4°C. La placa se lavd 3 veces con Buffer Wash/Perm, para
posteriormente se traspasaron las células a PBS 2% FBS y se analizaron por Citometria

de Flujo el equipo LSR Fortessa™ (Becton-Dickinson®, EEUU).
Estadistica

Para todos los célculos estadisticos, se utiliz6 el software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, EEUU). Se utilizd el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y
las pruebas { de Student y ANOVA de una via, considerando estadisticamente

significativos los resultadas con un valor p < 0,05 en un intervalo de confianza de 95%.
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RESULTADOS
Expresién del receptor NKG2D en células iNKT periféricas

Células iNKT de pacientes y controles sanos se identificaron por citometria de
Flujo utilizando la estrategia explicada en la figura N° 3. Para el analisis de las
poblaciones celulares, en primer lugar se descartaron los eventos que no fuesen singlets,
digase que no correspondian a una sola célula, a través de la seleccién de los eventos
que no se escapaban de la recta en el dot plot FCS-A/FCS-H y por tanto, la altura (H) y
el area (A) de la sefial del FSC (que corresponde con el tamafio celular) no mantuviesen
una relacion lineal, ya que al pasar 2 0 mds células juntas, la relacién entre [a altura y e
area de la sefial debiese perderse. Posteriormente, las células iNKT periféricas se
definieron en base a la seleccién de los linfocitos (segdn caracteristicas de bajo tamafio
y baja granularidad, este Ultimo correspondiendo a la sefial del SSC), discriminadas en
el dof plot (FCS-A/SSC-A). Se seleccionaron los eventos del gafe de linfocitos que

fuesen negativos para el marcador de viabilidad (FVD), y que fuesen CD3*.

Sobre ese gate, se seleccionaron las células TCR Va24-Ja18* y TCR VB11*
(células doble positivas), marcadores distintivos de la poblacion de células iINKT

periféricas (Figura N° 3).
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Figura N° 3: Caracterizacion fenotipica de células iNKT periféricas analizadas por
citometria de flujo de un donante sano. Dot plots e histogramas representativos de
cada paso del analisis de células INKT de un individuo sano. Los gates respectivos estan
identificados arriba de cada dot plot, siendo el gate “PBMC” correspondiente a los datos
brutos obtenidos por Citometria de Flujo. FSC: Foward Scatter Channel (tamafio); SSC:
Side Scatter Channel (granularidad).
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En esta poblacion celular, se analizé la expresion del receptor de activacion
NKG2D, tanto para pacientes con CG como donantes sanos (Figura N° 4, A). Para
analizar los niveles de expresion del receptor por cada célula, se utilizo el valor de la
mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) correspondiente a NKG2D en las células
iINKT de los individuos analizados. También se analizo la proporcion de células iINKT

CD4* y CD8* en sangre periférica (Figura N° 4, B).
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Figura N° 4: Expresion del receptor NKG2D y de los marcadores CD4 y CD8a en la
superficie de células iINKT de sangre periférica de un donante sano. (A) Histograma
representativo de la expresion en superficie del receptor de activacion NKG2D (rojo) y
su respectivo control de Isotipo (azul) en células iINKT de un donante sano. (B) Dot plot
representativo de la expresion de los marcadores de superficie CD4 y CD8a en células
iINKT de un individuo sano.

Los pacientes con CG presentaron una mayor frecuencia de células iINKT
circulantes que los donantes sanos; ademas, los pacientes presentaron un porcentaje
reducido de células iINKT CD4"* respecto a los controles, mientras que no se arrojaron
diferencias significativas en el porcentaje de células INKT CD8* (Figura N° 5). Aun asi,
no se observo diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la expresién del
receptor NKG2D en las celulas iNKT entre los pacientes con CG y donantes sanos

(Figura N° 6).
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Figura N° 5: Frecuencia de células iNKT periféricas en pacientes con CG y
donantes sanos. (A) Dot plot representativo del gate de linfocitos CD3* de un donante
sano y (B) un paciente con CG, indicando el porcentaje de células iNKT, TCR Va24-
Ja18* TCR VB11*. (C) Gréafico de los datos acumulados de frecuencia de células iNKT
obtenidos a partir de 9 pacientes con CG (CG) y 15 donantes sanos (DS). El grafico
muestra el valor promedio de cada grupo estudiado + desviacion estandar (SD). El
analisis estadistico se realizé con la prueba t de Student. *, p = 0,0240. (D) Porcentajes
de células INKT CD4* y CD8" de 6 pacientes con CG y 12 donantes sanos. *, p = 0,0272.
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Figura N° 6: Expresion del receptor de activacion NKG2D en células iNKT
periféricas de pacientes con CG y donantes sanos. (A) Dot plot representativo del
gate de linfocitos CD3*, donde se identifica la poblacién de células INKT TCR Va24Ja18*
TCR VB11*. (B) Histograma de la expresién del receptor NKG2D en células iNKT de
pacientes con CG (rojo) y donantes sanos (DS) (azul). (C) Grafico de los datos
acumulados de expresion del receptor NKG2D en las células iNKT de 9 pacientes con
CG (CG) y 15 donantes sanos (DS). El grafico muestra el valor promedio de cada grupo
estudiado + SD. El analisis estadistico se realizd con la prueba t de Student. p = 0,8354.

Tal como se observa en la figura N° 6, C, algunos de los pacientes estudiados
expresaban altos niveles de NKG2D en comparacion con el promedio de expresion de
este receptor por los donantes sanos, mientras que los demas pacientes expresaban un
menor nivel de NKG2D en sus células iNKT, segln el valor promedio de los datos
acumulados de los controles sanos evaluados. Para determinar la significancia de este
resultado, se separaron las muestras de pacientes con CG en 2 grupos: las muestras
que presentan un MFI de NKG2D mayores al promedio de donantes sanos (CG NKG2D
high), y las muestras de pacientes con menores niveles de MFI que este mismo valor
(CG NKG2D low) (Figura N° 7). Dos tercios de los pacientes con CG presentaban

NKG2D bajo (6 pacientes de 9).
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Figura N° 7: Grupos de pacientes con CG con diferente expresion del receptor de
activacion NKG2D en células iNKT periféricas. (A) El promedio de MFI de los 10
donantes sanos fue de 860,86 y la SD es 640,60. Los pacientes cuyas células iNKT
arrojaban un MFI mayor que el promedio de los donantes sanos se clasificaron en el
grupo NKG2D high, mientras que los pacientes con menores niveles se clasificaron en
el grupo NKG2D low. Student's t test entre donantes sanos y pacientes con células iNKT
con baja expresion de NKG2D: p = 0,0807; Npacientes = 6. t test entre donantes sanos y
pacientes con células iNKT con altos niveles de NKG2D: p = 0,0049, Npacientes = 3.

Comparando estos resultados con los datos clinico-patolégicos de cada paciente,
no se observan particularidades entre los pacientes con altos niveles de NKG2D y los
pacientes con bajos niveles de NKG2D en células iNKT de sangre periférica (datos no

mostrados).

A continuacién, se revisaron los niveles de NKG2D para las diferentes
subpoblaciones de células iNKT, distinguiéndolas entre células CD4* y CD8a".
Observamos que, tanto las células iINKT CD4* como CD8a* de pacientes con CG

presentan niveles similares de expresion de NKG2D que las mismas subpoblaciones de
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donantes sanos (Figura N° 8). Sin embargo, se observo que las subpoblaciones CD4" y
CD8a de las células iINKT de algunos donantes sanos presentan mayores niveles de
expresion del receptor NKG2D que las mismas subpoblaciones en los pacientes con CG,
donde ambas poblaciones CD4/CD4* y CD8a/CD8a* de células iINKT expresan niveles
similares de NKG2D (Figura N° 8, A). Estas podrian ser subpoblaciones de células iINKT
doble negativas (CD4 CD8a’), por lo cual realizar dobles tinciones con anticuerpos anti-
CD4 y anti-CD8a son necesarias para determinar si, efectivamente, es esta subpoblacion

la que presenta niveles disminuidos de NKG2D en pacientes con CG.
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Figura N° 8: Expresion del receptor NKG2D en las subpoblaciones CD4* y CD8a*
de células iNKT. (A) Dot plots representativos de la expresion de NKG2D en células
iINKT de pacientes (rojo) y donantes sanos (azul) por células iINKT CD4* y CD8". (B)
Grafico de datos acumulados de MF| de NKG2D en células iNKT CD4* y CD8a.
Student'’s t test, p > 0,05.
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Expansién ex vivo de células iNKT

Para estudiar la capacidad citotdxica de las células iINKT de pacientes con CG,
las muestras de PBMC se cultivaron por 30 dias en un medio de cuitivo suplementado
con a-GalCer, IL-2 e IL-7 para favorecer la expansion selectiva de células iNKT [121].
Cada 5 dias se realizé un cambio de medio suplementado con 200 U/ml de IL.-2 e IL-7.
Los pocillos se dividieron en 2 cada vez que se alcanzaban un gran nimero de ndcleos

proliferativos observados al microscopio (Figura N° 9, A).

Pasados los 30 dias, las células se revisaron por citometria de flujo para
comprobar el resultado de Ia expansion selectiva, y, finalmente, se purificaron por medio
de Celf Sorting (Figura N° 9, B). Se obtuvo un rendimiento promedio de la expansion de
10 veces la cantidad de células inicial, y una expansién especifica de hasta casi un 30%
de ceélulas iNKT por total de células cosechadas Juego de 30 dias. No se presentaron
mayores diferencias en el rendimiento de la expansion entre controles sanos y pacientes
con CG. Luego del celf sorting, se obtuvieron células iNKT con una pureza promedio del

95%.
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Figura N° 9: Expansion in vitro y purificacion de células iNKT. (A) Amplificacion de
100 x tomadas a diferentes tiempos a través de un microscopio 6ptico, donde se
observan los nucleos de proliferacion celular a medida que avanza el proceso de
expansion. Las células en expansion eran resuspendidas y resembradas para mantener
una concentracion aproximada de 100.000 células por pocillo. (B) Dot plot
representativos del proceso de expansion y purificacion, asi como de las condiciones
iniciales de las células INKT a expandir. De izquierda a derecha, el primer dot plot se
obtuvo al dia 0, antes de comenzar la expansién, desde muestras de PBMC recién
descongelado; dot plot de la expansion se analizo al dia 30; y el Gltimo dot plot se analiz6
post-sorting.
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Las células iNKT purificadas fueron nuevamente sembradas en placas de 96
pocillos e incubadas overnight para posteriormente realizar el co-cultivo con las lineas
celulares blanco, K562. Paralelamente, se utilizaron células iNKT expandidas vy
purificadas para su caracterizacion fenotipica y comparar con las mismas células antes

de la expansion (Figura N° 10).

Se observo que, tanto en pacientes con CG como controles sanos, las células
INKT expandidas in vitro presentaron en general mayores niveles de expresion de
NKG2D que las células iINKT periféricas (presentes en el PBMC) del mismo sujeto sin
expandir (Figura N° 10). Ademas, las células INKT expandidas presentaron una
disminucion en la subpoblacién CD4* y en la mayoria de las muestras un incremento en

la subpoblacion CD8a*.
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Figura N° 10: Fenotipos de las células iNKT periféricas antes y después del
proceso de expansion in vitro. Expresion de NKG2D en superficie de células iNKT
presentes en el PBMC y luego de la expansion in vitro de (A) donantes sanos y (B)
pacientes con CG. Frecuencia de la subpoblacion de células iNKT CD4* de (C) donantes
sanos y (D) pacientes con CG. Frecuencia de la subpoblacién de células iNKT CD8a de
(E) donantes sanos y (F) pacientes con CG. Células iNKT de donantes sanos (o) y
pacientes con CG (A).
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Expresién de ligandos de NKG2D y CD1d en lineas celulares tumorales

Para determinar la actividad citotoxica de las células iNKT expandidas y
purificadas, que pudiese estar siendo mediada por el receptor NKG2D, se utilizaron 2
lineas celulares cancerigenas que expresan los ligandos de NKG2D: céIL;ias K562, de
eritroleucemia, y células MKN-45, de adenocarcinoma gastrico. Las células K562 son
celulas no adherentes que expresan altos niveles de varios ligandos de NKG2D [122],
mientras que las células MKN-45 son adherentes, con caracteristicas de células
epiteliales [123]. Ambas lineas fueron analizadas, por citometria de flujo, para comprobar
la expresion de los ligandos del receptor NKG2D. Observamos que ambas lineas

celulares expresan ligandos del receptor NKG2D (Figura N° 11).

47




- Isotipo
N 5 M - NKG2DL

ULBP-2-5-6 ULBP-3 ULBP-4

Figura N° 11: Expresion de ligandos de NKG2D en células blanco. (A) Histogramas
representativos de la expresion de los ligandos de NKG2D en las células K562 y (B)
células MKN-45. Para el ligando ULBP-2, se utilizé un anticuerpo primario (R&D, EEUU)
que también se une a ULBP-5 y ULBP-6. Control de isotipo, rojo; marca, azul.
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En este estudio, también se evaluo la expresién de CD1d en las células K562 y
MKN-45 por citometria de flujo. Se observo que las células K562 no expresan CD1d ni
MHC de clase |, mientras que las células MKN-45 si expresan la molécula MHC de clase
|, aunque muy bajos niveles de CD1d (Figura N° 12). La ausencia de expresion de la
molécula CD1d en las células K562 fue corroborada a nivel de mRNA utilizando técnicas
de PCR convencional y PCR en tiempo real, comparando con RNA extraido de células
HelLa transfectadas con el gen de CD1d humano, usando como control negativo células

Hel a transfectadas con una secuencia no codificante irrelevante (Mock).

No se observé expresion a nivel de mRNA de CD1d en las células blanco K562
0 MKN-45 por PCR convencional ni por PCR en tiempo real (Figura N° 13). La expresion
relativa al gen housekeeping HPRT mostré que los niveles de RNA mensajero del gen
CD1d en las células K562 no eran detectables, por lo que la interaccion de estas células

banco con las células iNKT privilegiaran la via ligandos de NKG2D (Figura N° 13, B y C).
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Figura N° 12: Expresion de las moléculas CD1d y MHC de clase | en las células
K562 y MKN-45. Histograma de las citometrias de Flujo de ambas lineas celulares MKN-
45 y K562. Control de isotipo, rojo; marca, azul.
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Figura N° 13: Niveles de expresion de mRNA de CD1d en lineas celulares
tumorales. (A) Gel de agarosa de productos de amplificacion obtenidos por PCR
convencional de las muestras de mRNA de las lineas celulares HelLa-Mock, HeLa-CD1d
y K562. (B) PCR en tiempo real, intensidad de florescencia en tiempo real de las
reacciones de las muestras de mRNA de cada linea celular; reacciones de PCR
realizadas por triplicado. (C) Grafico de la expresion relativa del gen CD1d al gen
Housekeeping HPRT (fold change) en las diferentes lineas celulares a partir de 3
reacciones independientes. Significancia estadistica determinada por el test de ANOVA
de una via, método de comparacion multiple de Dunnett, **** = p < 0,0001.
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Ensayos de degranulacion y produccion de IFN-y

Para evaluar la capacidad citotoxica de las células iNKT, se realizaron co-cultivos
de las células iINKT expandidas y purificadas, tanto de pacientes con CG como de
individuos sanos, con las células blanco K562 en las razones efector/blanco (E:T) de 1:1,
2:1y 10:1. Como estas lineas celulares no expresan la molécula CD1d, pero si NKG2DL,
la via de activacién alternativa mediada por el receptor NKG2D se ve favorecida. Luego
de 5 h de co-cultivo, las células fueron colectadas y analizadas por citometria de flujo.
Se analizo la capacidad de expresar el marcador de degranulacion CD107a [124] en la
superficie de las células efectoras y la produccién de IFN-y intracelular por las mismas
células. Las células efectoras cultivadas en ausencia de células blanco fueron utilizadas
como control negativo o sin estimulo. Como control positivo, se utilizaron las células INKT

cultivadas solas en presencia de PMA e lonomicina (Figura N° 14).
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Figura N° 14: Ensayo de degranulacion y producciéon de IFN-y por células iNKT
estimuladas con PMA y lonomicina. Porcentaje de células iNKT que expresan CD107a
(A) y porcentaje de células iINKT que producen IFN-y (B) de pacientes con CG (negro) y
donantes sanos (blanco) estimulados con PMA e lonomicina por 5 h. Anélisis realizado
por Citometria de Flujo. n pacientes = 5, N ps = 6.
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Los pacientes con CG presentaron a una menor frecuencia de células iNKT que
expresaban CD107a comparado a los donantes sanos (Figura N° 15). Ademas, se
observo una significativa menor frecuencia de células iINKT productoras de IFN-y en
pacientes con CG en comparacion con las mismas células de los donantes sanos luego
del desafio con células K562 (Figura N° 15). Interesantemente, las células iINKT de
pacientes y controles sanos presentaron niveles similares de expresion del receptor
NKG2D luego del co-cultivo con células blanco (Figura N° 15). Los efectos mas
preponderantes se observaron en las proporciones 1:1 y 2:1 en el caso de la
degranulacion y la produccion de IFN-y, por lo que son las interacciones entre efector-
blanco las que mas propician estas acciones, mas que las interacciones efector-efector,

que estan mayormente presenten en la proporcion 10:1.

A partir de esto, se puede establecer que las células INKT de pacientes con CG
presentan menores capacidades de degranulacion y produccion de IFN-y al ser co-
cultivadas con la linea celular tumoral K562, que las células INKT provenientes de
donantes sanos, pero tanto pacientes como donantes no presentan diferencias entre sus

niveles del receptor de activacion NKG2D.
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Figura N° 15: Ensayo de degranulacion, producciéon de IFN-y y expresion de
NKG2D por células iNKT purificadas de pacientes con CG y donantes sanos luego
de co-cultivar con células K562. (A) Dot plots representativos del marcador CD107a,
produccion de IFN-y y la expresion de NKG2D en células iNKT de donantes sanos y (B)
pacientes con CG. (C) Porcentajes de células iNKT degranulantes (CD107a*) y
productoras de IFN-y (IFN-y*) mostrados en dot plots representativos, ademas de los
niveles de expresion de NKG2D (MFI) mostrados en histogramas representativos
(Isotipo en amarillo) luego de 5 h de co-cultivo con células K562. Las células iNKT
evaluadas fueron obtenidas de 4 pacientes con CG (w) y 5 donantes sanos
(e).Resultados acumulados de experimentos independientes con 3 replicados para cada

razon de E:T.
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Se realizaron co-cultivos de las células INKT de un paciente con CG y un donante
sano con las células MKN-45, para revisar si el efecto observado para la linea K562 de
eritroleucemia era el mismo al enfrentar a las células iINKT de los pacientes con CG a
una linea celular de adenocarcinoma gastrico (Figura N° 16). Se observo que el paciente
con CG analizado presentaba células INKT con una menor capacidad de degranulacién
cuando co-cultivado con las células MKN-45 que el donante sano analizado, pero,
ademas, este parecia mantener porcentajes estables de células iINKT CD107a* a las
diferentes razones E:T analizadas. Ademas, el paciente pareciera no tener grandes
porcentajes de células iINKT productoras de IFN-y, a diferencia del donante sano, cuya
mayoria de células iINKT eran productoras de esta citoquina a una razén E:T 1:1. La
mayor proporcion de células MKN-45 parecia reducir los niveles de NKG2D en la
superficie de las células iINKT del donante sano, mientras que en el paciente no

presentan mayor variacion.
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Figura N° 16: Ensayo de degranulacion, produccion de IFN-y y expresion de
NKG2D por células iNKT purificadas de un paciente con CG y un donante sano
luego de co-cultivar con células MKN-45. (A) Porcentajes de células iNKT
degranulantes (CD107a%), (B) productoras de IFN-y (IFN-y*), y (C) los niveles de
expresion de NKG2D (MFI) de células iNKT de un paciente con CG (rojo) y un donante
sano (negro) luego de 5 h de co-cultivo con células MKN-45.
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DISCUSION

El cancer es una enfermedad sistémica que, si bien en el caso de los tumores
sélidos tiene una localizacion especifica, el desarrolio del mismo esta condicionado por
una multiplicidad de factores a nivel del individuo, y, en particular, de la efectividad de Ia
respuesta anti-tumoral del sistema inmune. Los pacientes con CG tienen tumores
avanzados, que han logrado evadir al sistema inmune, generando un microambiente de
inflamacidn cronica, el cual disminuye las capacidades de respuesta de las células
efectoras tanto innatas como adaptativas, lo que también genera las diferentes

sintomatologias de [a enfermedad.

Las células INKT tienen un rol primordial en la respuesta anti-tumoral, ya que
permiten coordinar 1a accidn tanto de células inmunes innatas como adaptativas, a través
de la liberacion temprana de grandes cantidades de citoquinas, pero también a través
de la accidn citotéxica directa [75]. En el caso del CG, no ha habido mayor investigacion
en cuanto al rol de las células iINKT en el contexto de la enfermedad, aunque se ha
descrito una alta infiltracién de diferentes células inmunes en el microambiente tumoral,
asi como [a expresion de diversos ligados del receptor NKG2D [91, 125]. Al ser posible
la activacién de la accidn citotoxica de las células iINKT por medio de estos ligandos,
independientemente de su activacion via TCR, y tomando en cuenta que, en general, os
tumores solidos tienen bajos o hasta nulos niveles de CD1d [50], lo que ha sido
corroborado por datos de nuestro laboratorio, el analizar [a via de activacién de las
células iNKT por medio de! receptor NKG2D toma una relevancia mayor, aunque no se
puede concluir aun si la activacién de estas células estaria ocumriendo exclusivamente

por esta via, al presentar estas células ofros receptores como TRAIL, DNAM-1 y Fas.
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La mayor frecuencia de células iNKT en sangre periférica detectada en pacientes
con CG da indicios de un rol de estas células inmunes en la enfermedad de manera
sistémica [41]. Ademas, resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran la
presencia de células iNKT infiltrando los tumores de los pacientes en mayor proporcion
que en tejido de mucosa gastrica no-tumoral, adyacente al tumor (manuscrito en
preparacion). La mayor frecuencia de células iNKT periféricas en pacientes con CG
puede ser particular de este tipo de cancer, ya que, en numerosos ofros tipos de cancer,
la tendencia es que esta frecuencia esté disminuida [68, 70, 73, 126, 127]. Ei rol que las
células iNKT circulantes estan cumpliendo en el contexto de la enfermedad puede ser
variado, al estar estas células capacitadas para montar respuestas Th1, Th2 o mas bien
una respuesta inmune reguladora. Si bien nc es posible atribuir causa y efecto, una
hipotesis sobre la que se puede elaborar es que estas células INKT estarian
favoreciendo la sobrevida del tumor al mantener un ambiente regulatorio a nivel
sistémico [114], e incluso que el mismo tumor estaria promoviendo su expansioén en la
periferia. En nuestro laboratoric hemos detectado que células iINKT expandidas de
pacientes con CG, una vez estimuladas con PMA e lonomicina, producen TGF-p en
mayor proporcién que las mismas células expandidas de donantes sanos (datos no
publicados). Segun datos obtenidos en nuestro laboraterio, 1a infiltracion de células iNKT
en el tumor estaria correlacionada con una menor sobrevida de los pacientes con CG
{manuscrito en preparacion), lo que se correlacionaria con este perfil inmunosupresor
que presentarian estas células en el contexto de la enfermedad. Por ofra parte, algunas
subpoblaciones de células INKT se caracterizan por expresar diferentes receptores de
integrinas y quimioquinas gue promueven su permanencia y direccionamiento hacia el
tracto gastrointestinal [128]. Ademas, las células INKT son capaces de proliferar en

periferia por presentar un fenotipo de linfocitos T de memoria, expresando los receptores
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de IL-2 e IL-12, por lo que la mayor expresion de estas citoquinas podria estar

promoviendo su expansién en periferia [45].

En cuanto a la expresion del receptor NKG2D en células iNKT, algunos de los
pacientes con CG parecen presentar niveles disminuidos de este receptor en
comparacion con las mismas células de donantes sanos, mientras que otros parecieran
tener mayores niveles de expresion que los donantes sanos. La expresidon de este
receptor en las células NK ha sido relacionada con el nive! de activacién de las mismas
[128], asi como su disminucién en superficie de células NK circulantes en pacientes con
cancer se ha relacionado con una menor capacidad de ejercer su funcién citotoxica [83],
al ser este un receptor que media la activacion de estas células al interactuar con
ligandos expresados en células tumorales. Ensayos citotoxicos utilizando células NKT-
like, definidas como linfocitos T CD3*CD56* demostraron que estas células NKT-like
circulantes de pacientes con cancer de préstata, presentaban menores niveles de
expresion de NKG2D, y tenfan menor capacidad de ejercer su funcién citotéxica frente
a la linea celular U937, que expresa MICA/B [130]. En un estudio reciente similar,
demostré que estas células NKT-like infiltrantes de tumor de pacientes con CG
presentaban menores niveles de NKG2D y DNAM-1, y también menores capacidades
de producir IFN-y y TNF-a [131].  Asimismo, linfocitos T yd, una subpoblacion de
linfocitos T cuyo TCR no esta confoermado por las cadenas convencionales WP, sino que
por las cadenas y y §, infiltrantes de adenocarcinoma gastrico, presentan menores
niveles de NKG2D y menor capacidad de producir IFN-y [132]. Ofros investigadores han
demostrado que el bloquear las sefalizaciones de NKG2D en las células iNKT impide
que estas realicen su actividad citotdxica contra células tumorales que no expresen

CD1d [75], por lo que la menor expresion de este receptor debiese condicionar la
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capacidad de activacién de las células iNKT en caso de los pacientes con CG con baja

expresion de NKG2D.

Por oftro lado, los pacientes con CG analizados que presentan altos niveles de
NKG2D podrian tener células iNKT circulantes que se encuentren activadas y mediando
la inflamacién por medio de la secrecién de diferentes factores pro-inflamatorios, esto
considerando el antecedente de que, en presencia de [L-12, las sefializaciones via.
NKG2D pueden acoplarse sinérgicamente para estimular una respuesta de tipo Thi
[133], que, si bien en principio ayudaria a llevar al sistema inmune hacia una respuesta
anti-tumoral efectiva, también podria estar provocando una tormenta de citoquinas que

mantengan al sistema inmune agotado y anérgico [18].

Nuestiro laboratorio ha detectado niveles elevados de las formas solubles de
MICA y MICB en el suero de pacientes con CG (manuscrito en preparacion), y también
niveles aumentados de MICA en tejidos turnorales comparados con mucosa gastrica
adyacente al tumor [91]. En el caso de células NK y células NKT-like, se ha demostrado
que el cultivo con suero de pacientes de cancer con altos niveles de las formas solubles
de MICA y MICB son capaces de disminuir los niveles de NKG2D en superficie de estos
dos tipos celulares [80, 83, 130]. El caso de las células iINKT, esto no ha sido indagado,
pero la respuesta observada en células NK y NKT-like hace suponer una respuesta
similar en las células iINKT, ya que los mecanismos moleculares del fransporte y reciclaje
de NKG2D en las células NK son compartidos con las células iNKT [43]. Esto nos lleva
a pensar que la exposicion sostenida a ligandos de NKG2D solubles presentes en sangre
periférica de pacientes con cancer gastrico {manuscrito en preparacién) estaria
afectando sobre todo a las poblaciones celulares més abundantes que presentan este

receptor, como las células NK o ias células T CD8", y asi también las células iNKT. En

58




particular, estos efectos pueden ser parte de los programas de escape de la respuesta

inmune por parte del tumor mediados por ligandos de NKG2D.

Ambas subpoblaciones de células iINKT CD4* y CD8*, parecen no tener
diferencias en la expresion del receptor NKG2D, por lo que faltaria indagar los niveles
de este receptor en la subpoblacién doble negativa (DN), donde hay algunos indicios de

diferencias en los pacientes con CG analizados.

En nuestro estudio, al revisar las subpoblaciones de células INKT, se observa
que hay diferencias entre las proporciones de células iINKT CD4* pero no CD8*,
comparando pacientes con CG a donantes sanos. Se ha observado que, en las células
INKT, la molécula CD4 puede funcionar como un co-estimulador al tener la capacidad
de interactuar con CD1d [134]. La disminucién de la frecuencia de células iINKT CD4* en
circulacidn podria dar cuenta de una reduccion en la activacion de estas células via su

TCR invariante.

El protocolo de expansién in vitro utilizado para obtener un mayor ntimero de
células INKT fue modificado desde O'Reilly et al. [121]. Este protocolo fue escogido
debido a que reporfa que no se generan mayores alteraciones entre los niveles de
activacion y perfiles fenotipicos de las células INKT entre antes y después de la
expansion in vitro. La incorporacién de IL-7 al medio de cultivo permite aumentar las
sefiales proliferativas, al ser IL-7 una de las citoquinas responsables de Ia expansion
homeostatica de linfocitos T en la periferia y la induccién del fenotipo de memoria [1 39],
similar al que presentan las células iNKT. A través de la via JAK1/3 y posterior activacién
de STATS, IL-7 estimula la proliferacién de linfocitos T por medio del receptor de IL-7 {IL-
7R). Este consiste de dos cadenas, IL-7Ra o CD127, y el receptor de citoquinas putativo

Yo, también conocido como CD132 [136]. Las células iNKT, tanto de humano come de
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ratdn, requieren sefiales de IL-7Ra para su desarrollo [136], v, en periferia, expresan
altos niveles de este receptor [137]. Considerando que las sefiales de IL-2 pueden
exacerbar la expansion de células regulatorias, como los linfocitos T reguladores [138],
resulta ser importante utilizar IL-7 para estimular la proliferacién de células iNKT, aunque
también se debe considerar que las poblacicnes que son mas estimuladas por esta via
son Jos linfocitos T CD8* de memoria [136]. En ratones, sefiales de IL-2, IL-7, IL-12, IL-
15 e interferones tipo | pueden aumentar los niveles de expresion en superficie de
NKG2D [139]. Los resultados de la caracterizacion fenotipica de las poblaciones de
células INKT expandidas en este estudio demuestran generalmente una expansion de la
subpoblacién CD8*, una disminucién de la subpoblacién CD4* y un aumento en los
niveles de expresién de NKG2D. Este fenotipo ha sido relacionado con una mayor
actividad citotdxica de las células iNKT [121], lo que, efectivamente, se busca obtener

para posibles inmunoterapias con poblaciones celulares inmunes més especificas [121].

Posterior a la purificacidén de las células iINKT por medio de celf sorting, estas
células se co-cultivaron con células tumorales blanco, K562. Este tipo celular expresa
altos niveles de los ligandos de NKG2D, y no expresa MHC de clase I, tampoco la
molécula CD1d (Figura N° 11 y 12). Diversos estudios han indicado que varios tumores
solidos no expresan CD1d [50]; sin embargo, resultados de citometria de flujo y gPCR,
obtenidos en nuestro laboratorio, demuestran que células del microambiente tumoral e
infilfrantes de la mucosa gastrica de pacientes con cancer gastrico en estados
avanzados expresan CD1d. En contraste, las lineas celulares de adenocarcinomas
gastricos AGS y MKN-45, asi como las células de tumores primarios que expresan el
marcador de células madres cancerigenas CD44 o el marcador de células epiteliales

EpCAM, no expresan esta molécula (datos no mostrados). Seria interesante averiguar
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si CD1d se encuentra presente en las células epiteliales transformadas en etapas
tempranas de la enfermedad o inducida por algin estimulo especifico, como hipoxia via
HIF-1a. También es posible que CD1d se exprese en TAM del tumor gastrico o en
linfocitos B infiltrantes del tumor, las cuales podrian contribuir a la activacién de las

células iNKT en el tumor [50].

Los co-cultivos entre células INKT vy [a linea tumoral K562 demostraron que
células iINKT expandidas desde pacientes con CG presentan diferentes capacidades:
anti-tumorales que las células iINKT de donantes sanos (Figura N° 15). Por ejemplo, se
detectaron diferencias en la capacidad de presentar en superficie el factor de
degranulacion CD107a entre células iNKT de pacientes con CG y donantes sanos
(Figura N° 15), asi como en la proporcién de células INKT capaces de producir IFN-y. A
pesar de esto, los pacientes con CG generaron células iNKT expandidas sin diferencias
significativas en los niveles de NKG2D, pero se chserva una gran dispersion en los
niveles de este receptor entre las células iNKT tanto de pacientes con CG como
donantes sanos. Esta dispersion puede deberse a que [os niveles de expresion de
NKG2D varian en gran medida en el caso de infecciones virales y bacterianas
asintomaticas [140]. Los co-cultivos con la linea celular de adenocarcinoma gastrico
MKN-45 también exhibieron diferencias entre las células iNKT de un paciente con CG y
un individuo sano, con las células del paciente con CG presentando una poblacion muy
pequefia de células productoras de IFN-y, con menos porcentaje de células
degranulantes (CD107a*) y menoares niveles de NKG2D que el individuos sano (Figura
N° 16). La repeticion de este experimento con otros individuos sanos y pacientes con
CG seria necesario para comprobar si esta diferencia tiene significancia estadistica.

Ademas se observa que los porcentajes de células iINKT degranulantes y productoras
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de IFN-y son mayores cuando co-cultivadas con células MKN-45 que con células K562,
en el caso del donante sano analizado {co-cultivos con células K562 se realizd con el
mismo donante sano), ademas de observarse una disminucion de los niveles de
expresion superficial de NKG2D a una razén E:T 1:1 que a 10:1 de las células iNKT de
este donante, lo que indica que este receptor podria estar interactuando con sus ligandos
en las células MKN-45, o que alguna sefial de estas células podria estar induciendo su

internalizacién (Figura N° 16 C).

La incapacidad de degranular de las células iNKT de los pacientes con CG parece
no estar condicionada por el pulso inicial del antigeno a-GalCer, ni por las sefiales de IL-
2 o IL-7 que se mantienen durante las 4 semanas que las células son expandidas en
cultivo, ya que, posterior a este tratamiento, y a pesar de aumentar sus niveles de
expresion de NKG2D y la proporcion de células INKT CD8*, las células iNKT de los
pacientes con CG presentan diferencias con las células iNKT de los donantes sanos
cuando son co-cultivadas con células tumorales blanco K562. Estas diferencias se
observan a diferentes proporciones entre células efectoras y blance (razén E:T), donde
las mayores diferencias se observan a una razén 1:1. Ademas, las células INKT de
pacientes con CG parecen ho tener mayores alteraciones ante los cambios de razones
E:T, presentando porcentajes similares de células iINKT CD107a* e INF-y*, caracteristico
de una perdida de funcién biolégica al no reaccionar al estimulo de las células blanco

K562.

Dadas las caracteristicas fenotipicas de ambas células, con las células iINKT
expandidas presentando mayores niveles de NKG2D vy las células K562 expresando
altos niveles de los diferentes ligandos de NKG2D, esta via de sefializacién debiese estar

exacerbada. Otros grupos de investigacion han demostrado que células iINKT normales
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presentan una actividad citotdxica contra este tipo celular via NKG2D [75]. Aun asi, las
células iINKT de pacientes con CG no logran reaccionar ante las células blanco, pero si
responden a la estimulacion quimica con PMA e lonomicina (Figura N° 14). Esto da a
entender que, si bien la maquinaria molecular de las células INKT parece estar
funcionando a fravés de las vias de sefializacion PKC/Ps activadas por PMA
sinérgicamente con la liberacién de Ca** dependientes de calmodulina activadas por
lonomicina [141}], ia via de activacion altemativa por medic del receptor NKG2D parece
no estar activando a las células iINKT de los pacientes con CG al ser enfrentadas a la

linea celfular K562 (Figura N°15).

La via de sefalizacion de NKG2D en humanos depende de una molécula
adaptadora que se une a los dominios intracelulares del homodimero de NKG2D,
conocida como DAP10 (DNAX-activating protein 10 kDa), DAP10 posee un motivo
tirosina YXXM que recluta la subunidad p85 de la fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) y
también Grb2 [80]. Grb2 se asocia con las proteinas Vav-1 y Sos-1, las que colaboran
para fosforilar @ SLP-76 y PLC-y2, las que, en conjunto con PI3K, permiten la
degranulacion de células NK, que estas ejerzan su funcién citotéxica, que activen
sefiales de sobrevida y produccidn de citoquinas [77, 78, 142, 143]. La activacién de
diferentes fosfatasas que impidan [a transduccién de sefiales de la via de NKG2D
pudiesen estar presentes en las células INKT de los pacientes con CG, pero también hay
que considerar que esta inhibicion perduraria después de 4 semanas en cultivo celular,
por lo que la inhibicién de esta via pudiera estar ocurriendo a nivel genético o
epigenético, por lo cual las sefiales via IL-2 o IL-7 no lograrian revertir esta inhibicion,
los cuales podrian haber sido condicionados a partir de sefiates cronicas de inhibicién

debido a la inflamacion crénica (sefiales Th2 que aumenten la expresion de fosfatasas
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o que bajen la expresidn de diversos factores de la via de sefializacién) o de moléculas
inmunosupresoras, como TGF-8, liberado por las células tumorales [144]. Incluso, estas
celulas iINKT de pacientes con CG podrian estar presentando un perfil méas bien

regulador, llegando a activar selectivamente linfocitos T reguladores [145].

La comprension de la biologia detras del cancer y mecénica de la vigilancia
tumnoral por parte del sistema inmune, asi como la inmunoevacion, es importante para
poder avanzar en proponer nuevos fratamientos para el CG. Avances clinicos
importantes han ocurrido en términos del uso de inmunoterapias; incluso, se ha
incorporado ei uso del “Immunoscore” a la clasificacion TNM de la AJCC/UICC en &l
caso de los canceres colon-réctales para determinar la estrategia terapéutica, lo que
demuestra la importancia de determinar el accionar del sistema inmune dentro de las

enfermedades neoplasicas como informacion relevante para la clinica [146].

Tomando en cuenta que las células iINKT se encuentran aumentadas en
pacientes con CG pero con capacidades disminuidas de liberar granulos citotoxicos y
producir IFN-y (Figura N° 17), y la alta mortalidad de los pacientes con CG en el pais, se
hace imprescindible el realizar una mayor investigacion cientifica acerca del rol
especifico de este brazo del sistema inmune en el proceso de inmunovigilancia y evasién

de esta enfermedad.
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5 e ge”
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IFN-y Granzima B IFN-y",
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Figura N° 17: Esquema de la activacion de células iNKT en pacientes con CG y
donantes sanos. Células iINKT de individuos sanos (a la izquierda) son activadas al
detectar los ligandos del receptor NKG2D, el cual transduce la sefal por la via PI3K para
la liberacién de IFN-y y granulos citotoxicos con Granzima B y Perforina. El IFN-y liberado
transactiva otras celulas del sistema inmune, como las células NK, las cuales ejercen su
funcion citotoxica contra las células tumorales. En el caso de las células iNKT de los
pacientes con CG (a la derecha), estos presentan menores niveles de producciéon de
IFN-y asi como de liberacion de granulos citotoxicos (medido por CD107a en superficie),
lo que pudiera estar comprometiendo la respuesta anti-tumoral, permitiendo el escape
inmune del tumor.
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CONCLUSIONES

Pacientes con CG presentan mayores frecuencias de células iNKT en
circulacién que donantes sanos,

En la mayoria de los casos analizados, [as células iNKT circulantes de los
pacientes con CG expresan menores niveles del receptor NKG2D que
células iINKT circulantes de donantes sanos.

El protocolo de expansion de. células iNKT permite generar células iINKT
con un fenotipo caracteristico de un perfil citotéxico, con altos niveles de
NKG2D, una mayor proporcion de células iNKT CD8*, y menor proporcién
de CD4*, desde PBMC tanto de pacientes con CG como de donantes
sanos.

Células iINKT expandidas desde PBMC de pacientes con CG presentan
menores porcentajes de células CD107a* y menor capacidad de producir
IFN-y al ser co-cultivadas con células K562 que células iINKT expandidas

desde PBMC de donantes sanos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto: “Uniendo 1a inmunidad innata y adaptativa: rol de las células NKT y linfocitos T
reguladores en la regulacidn de la respuesta inmune contra el cancer gastrico”

investigador principal: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Institucidan: Universidad de Chile

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Uniendo la inmunidad
innata y adaptativa: rol de las células NKT y linfocitos T reguladores en la regulacion de la respuesta
inmune contra el cancer gastrico”.

Esta investigacidn pretende estudiar alguncs mecanismos que estarfan involucrados en la
formacién de tumores, lo que permitiria, 2 largo plazo, mejorar los tratamientos para esta
enfermedad.

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

El estudio y andlisis de estas células y sustancias moduladoras se hard “in vitro”, esto es, en
un laboratorio de investigacién de la Facuitad de Medicina de la Universidad de Chile, y no
constituyen ninguna intervencién en su organismo.

Este estudio se hard con un niimero de 30 pacientes del Haspital Salvador, Santiago, Chile.

Si Ud, acepta participar en este estudio, se {e pedird que acepte donar una pequefia muestra
del tumor, del tamafio de una tableta de paracetamol obtenida en la operacién. El procedimiento
no tendrd méas riesgos para Ud. que la cirugia misma.

Ademas, se le pedird una muestra de sangre equivalente a una cucharadita de té, lo que
tampoco presenta riesgos para Ud., salve en algunos casos un pequefio moretén, dolor y rara vez
infeccidn.

La participacién en este estudio no le significard a Ud. ningdn beneficio directo. Su
contribucion a esta iniciativa beneficiara el progreso del conocimiento y el mejor tratamiento de
futuros pacientes.

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

Ud. no recibird ninguna compensacion econdmica por su participacidn en este estudio.

Confidencialidad

Las muestras de tumor y sangre donadas por Ud. no se rotularan con su nombre o identidad,
sino que con cédigos utilizados en el laboratorio (por ejemplo, “CG20” mas la fecha de la operacion).

La Investigadora Principal de este estudio se responsabilizara por el almacenamiento y uso
de las muestras donadas por Ud.

Toda la informacién derivada de su participacidon en este estudio sera conservada con
estricta confidencialidad. A sus datos solo tendrén el acceso los investigadores y los Comités de Etica
Cientificos.

La eventual publicacidn de los resultados de la investigacidn en revistas cientificas no incluird
si nombre o identidad.

Su participacién en esta iniciativa es totalmente voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento, comunicéndolo al investigador y a su médico tratante,




sin que ello signifique modificaciones en el estudio o tratamiento de su enfermedad.
En el caso de gue se estime necesario utilizar las muestras donadas por Ud. en otros
estudios, se pedira nuevamente su autorizacién, o de su representante legal.

Si Ud. necesita cualquier otra informacion sobre este estudio o acerca de su participacion,
puede llamar a:
Investigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro
Teléfono: (2) 978-6088
Autoridad de la Institucion: Dr, Marco Bustamante Zamorano
Teléfono: (2) 265-5278

En caso que Ud. lo necesite, también puede contactar a los representantes de los Comités de
Etica que aprobaron este estudio:
Dr. Manuel Oyarziin
Departamento de Bioética y Humanidades Médicas
Facuitad de Medicina - Universidad de Chile
Teléfono: (2) 274-1560
Dr. Andrés Stuardo
Centro de Bioética del 5.5.M. Oriente
Teléfono: {2) 575-3735

Este documento resume lo que los médicos me explicaron anteriormente, resolviendo todas
mis dudas, y teniendo yo conocimiento de todos los procedimientos que me seran realizados.

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Uniendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células NKT y linfocitos T reguladores en la
regulacion de la respuesta Inmune contra el cancer gastrico”.

Nombre del Paciente Firma Fecha

Nombre del Informante Firma Fecha

Carolina Hager Ribeiro

Nombre del Investigador Responsable Firma Fecha




CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Carolina Hager Ribelra
INSTITUCION: Universidad de Chile
TELEFONO: {2) 978-6088

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Uniendo la inmunidad
innata y adaptativa: rol de las células NKT y linfocitos T reguladores en la inmunoregulacién de la
respuesta inmune contra el cancer gastrico”.

Esta investigacién pretende estudiar algunos mecanismos que estarfan involucrados en la
formacién 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 ([lamadas células T reguladoras y
células “natural killer 7" (NKT)) y otras sustancias llamadas “moduladoras” influyen en la respuesta
del organismo frente al tumaor.

Fl andlisis de estas células y sustancias moduladoras se hara “in vitro”, esto es, en un
laboratorio de investigacién de la Faculiad de Medicina de la Universidad de Chile, y no constituye
ninguna intervencién en su organismo.

Este estudio se hard con un nimero 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, lo que no
presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio moreton, dolor y rara vez infeccién.

La participacién en este estudio no le significard a Ud. ningin beneficio directo. Su
contribucion a esta iniciativa beneficiard 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 habra
consecuencias negativas para Ud. Adicionalmente, Ud. no recibird ninguna compensacion
econdmica por su participacion en este estudio.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio sera
conservada con estricta confidencialidad. A sus datos solo tendrén el acceso los investigadores y los
Comités de Etica Cientfficos.

La eventual publicacidn de los resultados de la investigacién en revistas cientificas no incluird
su nombre o identidad.

Su participacién en esta iniciativa es totalmente voluniaria. Por {o tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento, comunicandole al investigador responsable, sin que
ello signifique modificaciones en el estudio.

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

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

Investigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Teléfono: {2} 978-6088




Este documento resume lo que la investigadora responsable me explico anteriormente,

resolviendo todas mis dudas, y teniendo yo conocimiento de todos los procedimientos que me
seran realizados.

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Uniende la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células iNKT y linfocitos T reguladores en |a
inmunoregulacion de la respuesta inmune contra el cancer gastrico”.

Nombre del donante Firma Fecha
Nombre de! informante Firma Fecha
CAROLINA HAGER RIBEIRO
Nombre del Investigador Firma Fecha




Comisién .Naciuna{_ de Investigacién
Cientifica y Tecnoldgica-- CONICYT

018/FONDECYT/ BIQLGGTA 2/ 361

Santiago,

Sefiora

Carolina Ribeiro

Investigadora. Respcnsabie Proyecto N°11110456
Uniiversidad de Chile

Facultad de Medicina / ICBM

Prog.- Disciplinario de: Inmunolog:a

Avda. Independencsa 1027

Santiago

Estimada Sra, Ribeiro:

2 ABR 2012

Me dirijo. a Ud., a fin de informar que en su sesidn del 30 de
Enero de 2012, €l Comilté Asesor de Bioética de Fondecyt-Conicyt ha revisado los
antecedentes envuados en respuesta a las observaciones realizadas Y ha considerado

quela informacién presentada stbisaoa los reparos pfanteados

Adjunto. se envia copia del consenfimiento informado visado; ef

cual deberd ser utilizado durapte su investigacion.

Estos antecederites pasaran a formar parte de St proyecto.

Sin otro particular, saluda stentamente a Ud,,

MARiA ELENA BOISIER
‘ Directora )
Programa FONBECYT

eé UGBE
Archivo

LFF/nnj,




din

Hag

WMETRGS
'\}50 coMTE O
/¥ ENCO-CENTIFICO 3N

w %
2 4 ENE 2812
7‘}% ﬁ‘w“""? g

Titulp del Proyecto: “Uniendo Ja inmunidad innata y adaptativa: rol de as células NKT y linfocitos T
reguladores eh la regulacién de la respuesta inmune contra el.cincer gastrico™

investigador principal: Dra: Carolina Hager Ribeiro

Institucion: Univérsidad-de Chile

CONSENTIMIENTO INFORMADOC

Le estamos invitando a participar en, ] proyecto de investigacién “Uniendo la inmunidad
Iffata y adaptativa: fol dé las células NKT ¥ linfocitos T reguladores en Ja regulacién de la. respuesta
inmupe contra el cancer gastrico”.

Esta investigacion pretende estudisr alguhps mecaniSmos que ‘estarian involucrados en la
formacidn de tumares, lo que permitifia, a largo plazo, mejorar los: tratamientos para -esta
enfermedad:

Se pretende estudiar §i Unos tipos detefminados de cElulas {(lamadas céfulas T reguladoras v

oélulas “natural Killer 77 {NKTi}y otras sustancias llamadas “moduladoras” influyen en la respuesia

del organismo-frente al cdncer,

£l estudio y.analisis de estas. células y sustancias maduladoras se hard “in vitre”; estores, en
ufi, laboratorio de investigacion de la Facultad de Medicinz de la Universidad de Chile; y no
constituyen ninguna: intervencion en: su orgamsmo

Este e&tud:o se hard conun numero -de'30 pacientes del Hospital Salvaduor; Santlago, Chile:

si Ud. acepta participar en este estudio, se le pedird.que: acepte donar una pequéna muestra
deltumor, del tamafio de Una tableta de paracetamai obtenida .en 3 opéracion; El procedimiento
no tendrd mids Fiesgos para Ud. que la cirugia mismas;

Ademds; se Je pedird una muestra de sangre equivalente & uha cucharadita de 18, 10 gue
tampGco: Prasenta riesgos pata Ud., salvo ei algunos casos un pequeﬁo moretsn; dolot ¥ rara vez

'mfeccmn

La participacién en este estudio no e significard a Ud. ningun beneficio directo, Su
cofitribucién a esta initiativa beneficiara el progréso del r:onaamzento vel mejor tratamiento de

“futuros pacnentes

Ud. es fibre de no participar én €sta investigacion. '$i Ud. decide no partitipar, ‘no habra
coriseciificias negativas para Ud. virecibird 12 misma atencidn previamente acardada con sumédico
tratante.

Ud, norecibird ninguna compensacion econdimica poriu part:capacaon en este estudio,

Contidencialidad

Eas Mdestras.de timof ysangre donadas por Ud. no se rotulardn con su nombre o identidad,

sino que con codigos utilizados en-el iaboratorio (por ejemplo, “CG20" mdsla fechadela operacidni.

La Investigadora Principal de esté estudio se fesponsabilizara por €l alfacenamiénto ¥ uso
de:lasmuestras donadas por Ud.

Toda fa informacién derivada de su participacién en este estudio serd conservada con
estricta confidentialidad. A sus datos solo téndraii el'atcese I6s Investigadores v fos Comitds-de Etica

-Cientificos,

La eventual publicacion.de los resultados deia investigacion en favistas cientificas no incliird

Su nombre.o ientidad,

Su. participacion en .esta fniciativa es' totalmente. voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento, comunicandolo-al investigador y a su rédiéd fratants,

COMITE ASESOR’
DE BIOETICA
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estucﬁtos, se ped:ré nuevamente -84 auzorizacaon orde su representante iega[

St Ud. necesita cualgiier otra informacidn sobte este estudio o acerca’ de su parficipacién;
puede Hamar &
investigador responsabie Dra. Carolina Hager Ribeiro.
Teléfono: {2)978-6088
Autoridad de la institucion: Dr. Marco Bustamante Zamorane
Teléfono: (2} 269-9278

En caso que. Ud. fo necesite, también puede contactar a los representantes:de 105 Cmités de

Etica que aprobaron este-estudio:
Dr. Manuel Oyarzdn
o Departamento de Bioéticay Humanidades Médicds

Facultad de Medicina - Universidad de Chile

Teléfono: {2 274-1560

D, Andrés Stuardo

Centfa-de Biodtics del $:5.M. Oriente

Teléfonow{2}575-3735

Este.documento resume Jo que los médicos me'explicaran antericrmente, resglviendotodas
nils dudas, y-teniendoyo conocimientu detodos los procedimientos:que me serdn.realizados.

Despusés de haber recibido y comprendido. la informatitn de este documento y de haber
pnd:do -aclarar todas mis-dudas, otorgd mi conseéntimientovoluntatio} pars patticiparen el ployedto
"Umendo la inmunidad innata y adaptativa; rol de las células NKTy linfocitos T regu}adorea en lg
-regulacion: de’la respuesta inmune contra el-céncer gastrico”..

{ZM’”
Nombre del:Paciente Firma Fetha
Nombre del.informants Firma Fechd
Caroling Hager Ribeiro
Nombre-del Investigador Responsable i—“irmas Facha
" COMITE ASESOR
DE BICETICA
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'Ser.viciﬂzdes‘xtud ‘Metropolitane Oriente
Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

Con fecha 24 de Enero de 2012, & CEC del S.8.M. Oriedte analizé ¥ apfobé &l Provecto de
Tnvestigacién Concurso FONDECYT 2011, titulado:

““Liniendo la inmunidad innatd y adaptanva ol de las células NKT y linfocitos T reguladores de la
inmunoregulacion de la respuesta-inmune contra el céneer gastrico; P

¥ que conducira como Investigador Principal la Dra. Carolina Hager Ribeiro én el Laboratorio de
Innnovigilancia y Evasién Inmune, Progtatha Disciplinario de Inmunologia, ICBM,, Facultad de
Medicina de la Uhiversidad de Chile v 1a ¢olaboracidn del Dr: Maréo Bustamante: Jefe dei Equipo. de
Cimgia ngestwo Alto del Servicio de Clrugm del Hospital del Salvador,

;Se;-;ma}i;?;ﬁ y aprobé los siguientes dodumentos del estudio:
» Proyecto FONDECYT N°11110456 in exienso; eninglés;
» Conséntimiento Informado, firmade por ¢ CEC del $.8.M. Oriente ¢l 24 de Enero de 2012,
» CVdel Investigador Principal: Dra. Carolina Hager R.

Ademds.tomé conocimientd de:

¢ Informe de.aspectos biogticos .Concurso Nacional de Proyectos FONDECYT hniciacién2011;

» Acta de Aprobacién def Comité de Efica de fa Facultad de Medicina -Universidad de Chile;
fechada 08 Julic 2011;

¢ Carta de Autorizacion del Dr..Juan Lombardi Jefe Servicio de Cirugia~Hospital del Salvador,
fechadd 08 Noviembre 261 15

*  V/B.de la Directorardel Hospital del Satvador Q.F Marfa Elena Septilveds; 08 Noviembre 201 1.
Considerasiones éticas:
- Los Investigadores poseen expeériencia.en ¢l témay calidad como Tnvestigadores;

~ Lafindamentacién del proyecto es adecuada y se'cansidera fue constituye un apoite para i

conidhidad-clentifica; ﬁ 3 A, / 2087
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- Los participantes del estudio no enfrentan riesgo innecesario-y hay salvagiarda de sus datos;

participantes del éstudio, quienés entregan libremente su declaracién de parficiparen €L

Envio la némina de los miembros permanentes del CEC del S.S.M. Oriente

analisis ¥ aprobacion del Proyecto antes sefialado:

El documents Consentimiento Informado entrega informacion pertinente y relevante a las

gue. participaron del

Dr. Rémulo Melo Monsalve | Nedrotirujano hist: Nac. deNeurocirugfa  #
Dra. Marfa Esther Meroni | Geriatra (Secretaria) Inst. Nag, de Geriatria

Dr. Manuel Sedano Lorca | Gineco-Obstetra Hogpital Dr. Luis Tisné

Dr. Jorge Plasser Troncoso | Cirnjano- Oncslogo Haospital del Salvador
Dr.-Ricardo Sepiilveda M. | Broncopulmonar Inst, Nacional.del Térax #
Dr. Luis Soto Romin Dtislogo | Inst, Nacional del Torax '
Dr: Andrés Stuardo Luengo  [Neurdlogo ( Presidente) 1 Hospital del Salvador-
Dr..RicardoVacarezza Yavar | Hematélogo (-Secretario S) Hospital del Salvador

Sra. Elena Nufiez Migone . | Enfermera ( Coordinadora) | No institucional.

Sra.. Angélica Sotomayoi- | Abogado No institucional

$t. Hugo Giitiéreez Guierra:

fgépreseniai}fe‘ de la Comunidad

No institacional

e No participd eh.la discusion.

Sintiago, 26 de Enero.de 2012




UNIVERSIDAD DE CHILE-FACUL TAQ&E MEDI CINA .
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION o .
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS ‘

&

Con fecha 07 de julio de 2011, el Comité de Ftica de Investigation. en Seres Humanos.
dela Facultad de Medicina, Umvers;dad de Chile, integrade por los siguientés, miembros:

.

Dr. Manuel:Oyarzdn G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra, Marlanne Gaudlitz'H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente

Dr. Hugo Amigo C., Ph. D,, Especialista en Salud Piblica ' T )
Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista : )
Dra, Lucia Cifuentes ., Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz C., Socidioge, Mg. Bioética

Dra. Marfa Eugenia Pinto C., Médico Infectdlogo

Sra. Claudia Marshall F., Representante de [d comunidad

-

Ha revisado el Proyecto de Investigacién  titulado: “Uniendo la inmunidad innata y
adaptativa: rol de las células NKT Y linfocitos T reguladores en la inmuneoregulacién
de Ia respussta inmune contra el cancer géstrico” y cuyo investigador responsable es fa
Dra. Carolina Hager, quien desempefia funciones en el Laboratorio de Inmunovigilancia
vy Evasién Inmune, Programa Disciplinario de Inmunoclogia, ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile,

El Comité reviso Jos siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informado
CV det investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromiso del investigador para comuricar los resultados del estvdio tna vez
finalizado éste,

¢ a 6 ¥

Ef proyecto y los documentos sefialados en el pdrrafo precedente han sido analizadoes a
la luz de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacién Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Gufas de Buena Practica
Clinica de ICH 1996,

Feldéfono: B785922 Fax: 9786182 Emaif: cetha@med.uchile.cf

m B




UNIVERSIDAD DE CHILE-FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Humanos de Ia Facultad de Medicina de la Univers:daci de Chile se ha prnuncuadcx de la
siguiente manera sobre los aspectes del proyecto que a continuacidn se sefialan:

a) Cardcter de la poblacion estudiada: Poblacldn no cautiva, investigacion no
terapéutica.

b} Utilidad del Proyecto: Estudio de los factores que permiten a la células de Clncer
Géastrico, eludir la vigilancia inmunoldgica

) Riesgos y Beneficios: Riesgos m;’nimos, ya que , los Investigadores trabajardn en
muestras de Céancer Géstrico obtenidas en la intervenddn quirdrgica realizada en
razén de la patologia, y con muestras de sangre periférica.

d) Proteccién de los participantes: Existe un formulario de Consentimiento Informado
bien redactado para pacientes y para donantes de muestra de sangre sin Cancer

Gastrico.
€) Notificacion oportuna de reacciones adversas: no aplica.
f) La investigadora responsable se ha comprometido a entregar los resultados del

estudio a este Comité al finalizar el proyecto.

Por 16 tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado v que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizé ¥ aprobo €l correspondiente documento de Consentimiento
Informadao en su versidn corregida del 05 de julio de 2011, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por ef CEISH,

En virtud de las consideraciones anterlores el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizaclon del estudio propiesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Santiage, 07 de julio de 2011,

Comité de Btica en Thvestigacién
en Seres Humanos
MGH/mva.
c.c.: Archivo Proy, 025-2011

Teléfono: 9788923 Fax: 9786188 Email: ceiha@med.achile.cl




CONSENTIMIENTO INFORMADO

o o
08 Jub. 20T e
Bl penEts
TITULO DEL PROYECTO: “Uniendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las Telulas NKT ¥

linfocites T reguladores en la inmunoregulacion de la respuesta inmune contra el eéncey gastrice”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Carolina Hager Ribeiro
INSTITUCION: Universidad de Chile
TELEFONO: (2) 978-56088

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Uniendo la inmunidad
innata v adaptativa: rof de las células NKT y linfocites T reguladores en la inmunoregulacion de la
respuesta iInmuhe contra el cancer gastrico”,

Fsta investigacion pretende estudiar alguncs mecanismos que estarian involucrados en fa
formacién de tumores, o que permitiria a largo plazo mejorer fos tratamientos gue se aplicardn en
esta shfermedad,

. Se pretende estudiar sl unos tipos determinados de células {llamadas células T reguladoras y
célutas “natural kifler T {NKT)} y otras sustancias llamadas “moduladoras” influyen en la respuesta
del organismo frente al tumor.

£l estudio v andlisis de éstas células v sustancias moduladoras se hard “in vitro”, esto es, en

un lahoratorio de investigacion de la Faculad de Medicina de la Universidad de Chile, y no

constitiyen ninguna intervencion en su organisme.

Este estudio se hard con un ndmero total de 30 pacientes del Hospitat Salvador, Santiaga,
Chile, S Ud. acepta participar en este estudio, se le pedird que acepte donar una pequefia muestra
del tumor, del tamafic de una tablete de paracetamol obtenida en la biopsia u operacién, El
procediniento no tendrd mds riesgos para Ud. gue la cirugfa misma.

Ademas, se le pedird una muestra de sangre equivalente a una cucharadita de 8, lo que
tampoco presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio moreton, dolor y rara vez
infeccion. '

La participacion en este estudio no le significard a Ud. ningdn beneficio directo. Su
contribucién a esta iniciativa beneficiard el progreso del conocimiento v el mejor tratamiento de
futuros patientes.

Ud. es libre de no participar en esta investigacian. 5i Ud. dedde no participar, no habrd
consecuencias negativas pafa Ud. y recibird la misma atencidn previamente acordada con su médico
tratante.

* Ud. no recibirs ninguna compensacién econdrmica par su participacion en este estudio.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacién en este estudio serd
conservada con estricta confidenclalidad, A sus datos solo téndran el acceso los investigadores y los
Comités de Etica Clentificos.

1La eventual publicacidn de los resultados de la investigacién en revistas cientificas no incluird
su nombre o identidad.

Su participacion en esta iniciativa s totalmente voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualguier momento, comunicandelo al investigader v a su médico tratante,
sin que ello signifique modificaciones en g estudio y tratamiento de su enfermedad.

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




kY

pusde llamar a:

{nvestigador responsable: Dra, Carolina Hager Ribeiro

Teléfono; (2} 978-6088

Autoridad de la institucig Dr. Marco Bustamante Zamorand

Teléfono: {2) 269-9278

Este documents resume fo que los médicos me explicaron anteriormente, resolviendo todas

mis dudas, y teniendo yo conocimiento de todos los procedimientos que me serdn realizados
P .

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podide aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Uniendo fa inmunidad innata y adaptativa: rol de las células INKT y linfocitos T reguladores en ia
inmunoregulacién de la respuesta inmune contra el cdncer gastrico”.

Nambre def paciente. Firma Fecha

Hombire del informante Firma fecha

; CARQLING HAGER RIBEIRCY
ftombre del Investigador Firma fecha




CONSENTIVIENTO INFORMADOQ

08 Ju. 201 —
TITULD DEL PROYECTO: “Uniendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células NKT y

finfacitos T reguladores en la inmunoregulacién de la respuesta inmune contra el cancer gastrico”
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Carolina Hager Ribeiro
INSTITUCION: Universidad de Chile

TELEFONO: {2) 978-6088

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacién “Uniendo la inmunidad
innata y adaptativa: rol de las célufas NKT y linfocitos T reguladores en la inmunoregulacion de la
respuesta inmune contra el cancer gastrico”.

Esta investigacidn pretende estudiar algunos mecanismos que estarian involucrados en la
formacién 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 céfulas {lamadas células T reguladoras y
células “natural kiffer 7% {NKT}) y otras sustancias lamadas “moduladoras” influyen en la respuesta
del organismo frente al tumor.

£l andlisis de estas células y sustancias moduladoras se hard “in vitro”, esto es, en un
laboratorio de investigacion de la Facuitad de Medicina de la Universidad de Chile, y no constituye
ninguna intervencién en su organismo..

Este estudio se hard con un ndmero total de 30 individuos sanos. Si Ud. acepta pariicipar en
este estudio, se le pedird una muestra de sangre equivalente a una cucharadita de t&, lo que no
presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio moreton, dolor y rara'vez infeccion,

La participacién en este estudio no le significard a Ud. ningin beneficio directo. Su
contribucion a esta iniciativa beneficiard el progreso del conocimiento y el mejor tratamiento de
futuros pacientes con cdricer.

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

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacidn en este estudio serd
conservada con estricta confidenclalidad. A sus datos solo tendran ef acceso los investigadores y los
Comités de Etica Clentificos.

La eventual publicacidn de los resultados de la investigacidn 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 cualguier momento, comunicandolo al investigador responsable, sin que
ello signifigue madificaciones en el estudio.

En el caso de gue se estime necesario utilizar la muestra donada por Ud. en otros estudios,
se pedird nuevamente su autorizacidn o de $u reprasentante jegal.

Si Ud, necesita cualquier otra informacién sobre este estudic o acerca de su participacion,
puede llamar a;

Investigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Teléfono: (2) 978-6088




Este documento resume lo que la investigadora responsable me< ‘c%& EHormente,
resolviendo todas mis dudas, y teniendo yo conocimiento de todas los procedimiontos que me
seran realizados.

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorge mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Uniendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células INKT v linfocitos T reguladores en la
inmunoregulacion de la respuesta inmune contra el cincer gastrico”.

Moembre del donante Firma Fecha

Nombre del Informante Firma Fecha

CAROLINA HAGER RIBEIRO

Nombre dal Investigador Firma Facha.

ey




