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RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es la segunda causa de muerte mas comiin por cancer
en todo el mundo. Las células natural killer (NK) desempefian un papel importante en
la defensa inmune del huésped contra las células transformadas. Estas células
expresan el receptor activador NKG2D, cuyos ligandos (NKG2DL), expresados en la
superficie celular, pertenecen a las familias MIC (MICA y MICB) y ULBP/RAET (ULBP-
1-6). Aunque estd bien establecido que estos ligandos son generalmente
sobreexpresados en las células tumorales, los tumores son capaces de crecer en
huéspedes inmunocompetentes debido a mecanismos de escape del tumor a la
inmunovigilancia mediada por el receptor NKG2D. Por ejemplo, el corte proteolitico de
MICA a partir de células tumorales constituye una estrategia de escape inmune que
disminuye la reactividad antitumoral de los linfocitos citotoxicos gque expresan el
receptor NKG2D. En consecuencia, los niveles séricos de MICA soluble con frecuencia
se encuentran elevados en pacientes con céncer, El objetivo de este trabajo fue
determinar una asociacion entre los niveles de expresion de NKG2DL en las células
tumorales y niveles séricos de MICA soluble y los parametros clinicos de pacientes con
cancer gastrico. Dieciséis pacientes con cancer gastrico del Departamento de Cirugia
Digestiva del Hospital del Salvador se incluyeron en este estudio. La expresion de
MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2, y ULBP-3 en células derivadas del tumor primario y de
la mucosa circundante del estomago se evalué por citometria de flujo y RT-PCR, vy se
analiz la correlacion de estos resultados con los datos clinicos de los pacientes. Los

niveles séricos de MICA soluble (sMICA) se determinaron por ELISA. Se demostré que

MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 se expresan en las células tumorales y de la




N

mucosa derivadas de adenocarcinoma gastrico, tanto a nivel de membrana celular
comoe de mRNA. Al comparar los niveles de expresion de NKG2DL entre ambos
tejidos, se observd que solo el porcentaje de células positivas para ULBP-1 y ULBP-3
es significativamente mayor en la mucosa gastrica que en el tejido tumoral, siendo la
expresion de los demas ligandos similar entre ambos tejidos en todos los pacientes
evaluados. Los niveles séricos promedio de sMICA en los pacientes con céncer
gastrico y los donantes sanos fueron de 106,1 pg/ml y 60,0 pg/ml, respectivamente. No
se encontré diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de sMICA
sérico entre los pacientes con cancer gastrico y controles sanos. Los niveles de sMICA
N
se correlacionaron inversamente con la expresion de MICA en la superficie de las
células tumorales. Por otra parte, cuando las muestras se agruparon segtn los niveles
NKGZ2DL, los tumores que mostraron mayores niveles de expresion de MICB y ULBP-1
en relacion a su respectiva mucosa correspondian a tumores en estados avanzados de
la enfermedad, mientras que los tumores cuya expresion de MICB y ULBP-1 fue menor
o similar a la mucosa gastrica sé encontraban en etapas tempranas de la enfermedad.
Nuestras observaciones sugieren que una disminucion de NKG2DL en superficie de las

células tumorales, mediante la protedlisis de MICA y posiblemente de otros ligandos,

podria corresponder a una estrategia de evasion inmune desarrollada por células de

adenocarcinoma gastrico, favoreciendo asi el establecimiento y desarrollo del tumor.




ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the second most common cause of cancer death
worldwide. Natural killer (NK) cells play an important role in the immune defense of the
host against transformed celis. NK cells express the activating receptor NKG2D, whose
ligands (NKG2DL), expressed on the cell surface, belong to the MIC (MICA and MICB)
and ULBP/RAET (ULBP-1-6) families. Although it is well established that these ligands
are generally overexpressed in tumor cells, they can grow in immunocompetent hosts
due to mechanisms of tumor escape from NKG2D-mediated immunosurveillance. For
instance, proteolytic shedding of MICA from cancer cells represents an immune escape
strategy that diminishes antitumor reactivity mediated by NKG2D-bearing cytotoxic
lymphocytes. As a consequence, serum levels of soluble MICA are frequently elevated
in cancer patients. The aim of this work was to determine an association between the
expression levels of NKG2DL on tumor cells and soluble MICA in the serum and clinical
parameters of gastric cancer. Sixteen gastric cancer patients from the Departamento de
Cirugia Digestiva, Hospital del Salvador, were enrolled in this study. Expression of
MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2, and ULBP-3 on cells derived from both, the primary
tumor tissue and the surrounding gastric mucosa of patients with gastric
adenocarcinoma was evaluated by flow cytometry and RT-PCR, and the correlation of
these results to relevant clinical patient data was analyzed. The levels of soluble MICA
(sMICA) in the serum were determined by ELISA. Here, we demonstrated that MICA,
MICB, ULBP-1, ULBP-2, and ULBP-3 are expressed at the cell membrane and mRNA
levels on tumor and mucosal cells derived from gastric adenocarcinoma. Comparing the

NKG2DL expression levels in both tissues, we observed that only the percentage of
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positives cells for ULBP-1 and ULBP-3 were significantly higher in the gastric mucosa
than in the tumor tissue. The average serum levels of sMICA in GC patients and
healthy donors were 106,1 pg/ml and 60 pg/ml, respectively. No statistically significant
difference was found between sMICA concentration in GC patients and heaithy
controls. However, sMICA levels were inversely correlated with the expression of cell
surface MICA on tumor cells. Moreover, when patient samples were grouped according
to each NKG2D ligand expression level, tumors that showed higher expression levels of
MICB and ULBP-1 in relation to their matched surrounding mucosa corresponded to
tumors at advanced stages of the disease, while tumors whose MICB and ULBP-1
expression was lower or similar than that of the gastric mucosa were at earlier stages of
the disease. Our observations suggest that a decrease on surface NKG2DL expression
on tumor cells, by proteolysis of MICA and possibly other ligands, might reflect an
immune evasion strategy evolved by gastric adenocarcinoma cells, which may

contribute to tumor establishment and development.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer gastrico

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

El prondstico del CG se relaciona directamente con el estadio de la neoplasia al
momento de [a confirmacién diagnoéstica. Los estadios tempranos de la enfermedad
con frecuencia son asintomaticos o se presentan sintomas no especificos, los cuales la
mayoria estan asociados también con otras condiciones gastricas. Debido a esto, el
diagnéstico inicial frecuentemente es tardio, y los pacientes se presentan en un estadio
avanzado de la enfermedad, por lo que el tratamiento es solo paliativo (Minsal, 2010).

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

radioterapia o una combinacién de ellas. La cirugia es el Gnico tratamiento

potencialmente curativo, lo cual involucra la reseccién quirlirgica, mas com(nmente




una gasirectomfa total o subtotal, acompariada de una linfadenectomia. En Chile, se
estima que cerca del 50% de los pacientes ya tienen metastasis ganglionares o
compromiso de drganos vecinos al momento del diagnéstico, y adn la mayoria de los
enfermos que pueden ser resecados se presentan en etapas avanzadas de la
enfermedad. Este problema se complica atin mas debido a que entre el 40% a 65% de
los pacientes resecados, con intento curativo, presentara recurrencia. Por esto, la tasa
de sobrevida a 5 afios en pacientes con CG resecable varia entre el 10% al 30%, con
un tiempo de sobrevida promedio cercano a los 24 meses (Dicken y col, 2005). Debido
a estos antecedentes, la morbilidad del CG es debida, en gran parte, a las metastasis,
y la mayorfa de los pacientes con CG avanzando mueren a causa de las
complicaciones por las metastasis, no por el tumor primario. Por lo tanto, una forma de
aminorar la carga de enfermedad por el CG seria por medio de intervenciones de
prevencion primaria o deteccién tempranas efectivas.

El CG es una enfermedad multifactorial resultado de la interaccién entre la
susceptibilidad genética del individuo y factores ambientales. Los factores de riesgo
ambientales mas importantes implicados en la carcinogénesis gastrica son la dieta yla
infeccion con Helicobacter pylori (H. pylori). Un alto consumo de alimentos salados,
ahumados y que contienen nitritos aumentan significativamente el tlesgo de desarrollar
CG, mientras que el consumo de fibras, vegetales y frutas frescas estan inversamente
asoclados con el riesgo de desarrollar cancer gastrico (Compare y col, 2010). Otro
factor de riesgo ya establecido, no dietético, corresponde al tabaquismo.

La incidencia del CG ha ido disminuyendo en la mayoria de los paises,
probablemente como resuitado de un reduccién significativa de los factores de riesgo,
incluyendo cambios en la preservacion de los alimentos y una disminuciéon en la

prevalencia de infeccion por H. pylori (Arkenau, 2008; Kandulski y col, 2010)




Sin embargo, a pesar de las considerables mejoras terapéuticas en la técnicas
quirirgicas, innovaciones en el diagnéstico clinico y el desarrollo de nuevos regimenes
de quimioterapia, esta enfermedad aun sigue siendo un desafio, debido a que el
prongstico para pacientes con CG avanzado es generalmente pobre (Arkenau, 2009).
Ademas, la tasa de sobrevida de 5 afios asociada con esta enfermedad no ha
mejorado significativamente (Kandulski y col, 2010) razén por la que el CG es atin

problema de salud publica.

1.2. Sistema Inmune y células NK

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

Dentro del sistema inmune innato, uno de los componentes mas importantes
son las células “natural killer” (NK) (células cifoliticas naturales), las cuales
corresponden a la primera [inea de defensa contra ciertas infecciones virales y tumores
(Trinchieri, 1989). Estas células son capaces de reconocer y lisar células tumorales e
infectadas con virus sin sensibilizacién previa (Cerwenka & Lanier, 2001). Las células
NK son linfocitos derivados de la medula ésea, y la mayoria se encuentra localizada en
la sangre periférica, linfonodos, bazo y médula ésea (Ferlazzo y col, 2004), aunque
pueden ser inducidas a migrar hacia el sitio de inflamacién por diferentes
quimioatractantes (Robertson, 2002). En humanos, las células NK comprenden entre

un 5-20% de los linfocitos de sangre periférica. De acuerdo a sus marcadores de




superficie celular, normalmente estan definidas como CD3CD56" y se pueden dividir
en dos sub-poblaciones principales: CD56“"CD16* y CD56""CD16". La poblacién
CD56%™ predomina en la sangre periférica (aproximadamente 95% de las células NK) y
en los sitios de inflamacién, y presenta un alto potencial citotoxico. Al contrario, la
células de la poblacién CD56"™" predominan en los linfonodos (aproximadamente 75%
de las celulas NK). Una vez activadas, producen principalmente citoquinas y poseen
baja actividad citotéxica (Farag & Caligiuri, 20086).

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

Una alternativa a la liberacion de granulos es la muerte de la célula blanco
inducida por apoptosis mediante receptores de muerte presentes en estas. Las células
NK pueden expresar ligandos de muerte de familia del factor de necrosis tumoral
(TNF), como ligando Fas, TNF-a y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado al
TNF), los cuales se unen a receptores especificos en la superficie de la célula blanco
{Zamai y col, 1998},

Ademas, como se mencioné anteriormente, las células NK pueden secretar
citoquinas, como interferén gamma (IFN-y), TNF-a y GM-CSF. Dentro de ellas, IFN-y
es la mas importante en suprimir la metastasis tumoral, las infecciones por virus y otros
patégenos por medio de distintos mecanismos, Incluyendo la estimulacion de la
presentacion de antigenos, regulacion de la proliferacién celular, la sensibilidad a la
apoptosis, activacion de la fagocitosis e inhibicion de la angiogénesis tumoral, y

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




1.3. Activacion de las células NK

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

(Caligiuri, 2008).

1.4. Receptor NKG2D (Natural Killer Group 2, type D)

Dentro de los receptores activadores de las células NK, el receptor NKG2D es
uno de los que ha sido mejor caracterizado. Este receptor es una proteina de
transmembrana de tipo Il que pertenece a la familia de lectinas de tipo C (Houchins y
col, 1991), y se expresa en células NK, células NKT, linfocitos T y0 y algunos linfocitos
T CD8" citotoxicos. El receptor NKG2D consiste en dos proteinas de transmembrana
de tipo [l unidas por un puente de disulfuro. El dominio de transmembrana posee
aminoacidos cargados positivamente; el dominio intracelular es muy corto y no tiene
propiedad de sefalizacion, por lo que, para la transduccion de sefiales, NKG2D se
asocia, como muchos otros receptores activadores, con proteinas adaptadoras por
medio de los residuos ITAMs cargados en su dominio de transmembrana. En
humanos, el receptor NKG2D forma un complejo con la molécula adaptadora DAP10
(proteina activadora DNAX de 10 kDa), la cual se asocia con el receptor NKG2D como

homodimeros (Wu y col, 1999). El complejo de sefalizacion NKG2D forma una

estructura hexamérica debido a que cada homodimero de NKG2D se une dos




homodimeros de moléculas adaptadoras (Garrity y col, 2005). DAP10 tiene en su cola
citoplasmatica un motivo Tyr-lle-Asn-Met (YINM), que, al ser fosforilado, recluta la
subunidad p85 de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y a la proteina adaptadora Grb2
{proteina 2 de unidn al receptor de factor de crecimiento), la cual interacciona con Vav1
(ver Figura 1) (Upshaw y col, 2006). Esta seiial estimula la proliferacion y citotoxicidad
de las celulas NK, y provee de co-estimulacién a los linfocitos T activados (Chang y caol,
1998; Wu y col, 2000; Wu y col, 1999).

El grado de respuesta del receptor NKG2D no sélo depende de la unidn con
sus respectivos ligandos, sino que también de otros estimulos que pueden influenciar
el estado de activacién de la via NKG2D-DAP10, tales como la presencia de IL-12, IL-
15, IL-18, IL-21, entre otras citoquinas (Burgess y col, 2006; Horng y col, 2007; Sengy

col, 2006a; Zhang y col, 2008).

1.5. Ligandos del receptor NKG2D

Una de las caracteristicas mas notables del sistema NKG2D es la diversidad de
ligandos que se pueden unir a este receptor invariante. Los ligandos de NKG2D
(NKG2DL) son homélogos estructurales de las moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad {MHC) de clase | (MHC-I), pero estan lejanamente relacionados.
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Figura 1. Esquema representativo de sefalizacién del receptor NKG2D.
Estimulacion de las células NK via receptor NKG2D: La unién del receptor NKG2D a su
ligando en la célula blanco resulta en la fosforilacion de DAP10 y reclutamiento de PI3K
y Grb2-Vav1. Posteriormente, la sefal rio abajo es desencadenada, y las células NK
son activadas para eliminar las células blanco que portan los ligandos de NKG2D.
Adaptado de (Lopez-Larrea y col, 2008).



En humanos, se han descrito dos familias de NKG2DL: la familia de proteinas
relacionadas con la cadena de MHC-I (MIC), MICA y MICB, cuyos genes se codifican
dentro del complejo principal de histocompatibilidad clase | (Bauer y col, 1999) vy la
familia de proteinas de unién a la molécula UL16 del citomegalovirus, la cual contiene 6
miembros descritos (ULBP1-6) {Champsaur & Lanier, 2010). Del mismo modo que las
moléculas de MHC-I, las proteinas MIC poseen 3 dominios extracelulares (a1, a2, y
a3), una region transmembrana y un dominio citoplasmatico corto. Los miembros de Ia
familia ULBP son estructuralmente similares a MIC, pero carecen del dominio a3. Sin
embargo, a diferencia de las moléculas de MHC-], los NKG2DL no se asocian a la

molecula B2-microglobulina y tampoco unen péptidos (Figura 2) (Li y col, 2001).

1.6. MICA

El gen de MICA es transcrito en un RNAm de 1.382 pb, originando un
polipéptido de 383 aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa (Bahram y col,
1994). La proteina MICA es altamente glicosilada, ya que tiene 8 sitios potenciales de
N-glicosilacién ubicados a lo largo de los 3 dominios extracelulares, por lo que la
proteina madura tiene un peso molecular 65 kDa (Groh y col, 1996) (Figura 3).

Ademas, MICA es una proteina altamente polimérfica: 91 alelos han sido identificados

hasta ahora (base de datos IMGT).
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Figura 2. llustracion representativa de los NKG2DL humanos en comparacion
con la molécula MCH de clase I. Como las moléculas MHC-I, MICA y MICB tiene los
dominios extracelulares a1, a2 y a3 y un dominio de transmembrana. Las moléculas
ULBPs carecen del dominio a3. Dentro de la familia de proteinas ULBP, ULBP4-5
también tienen dominios transmembrana, mientras que las proteinas ULBP1-3 y
ULBP6 se encuentran unidos a la membrana celular a través de GPI. a1-a3, dominios
tipo Ig, B2m, cadena liviana B2 microglobulina. Adaptada de (Nausch & Cerwenka,
2008).

Péptido lider al a2 a3 Regién TM Cola citoplasmdtica
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Figura 3. Organizacién exoén/intrén del gen MICA. El gen MICA contiene 6 exones
que codifican para un péptido lider (Region L, exén 1), 3 dominios extracelulares (a1-3)
(exones 2,3 y 4, respetivamente), un dominio de transmembrana (exo6n 5), y un dominio
citoplasmatico (exén 6). El largo de los exones e intrones estan representados en
pares de bases. Adaptada de (Frigoul & Lefranc, 2005).
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1.7. Expresion de NKG2DLs

Aunque el mRNA de MICA/B y ULBPs puede ser encontrado en algunas células
normales (Cosman y col, 2001; Schrambach y col, 2007), los niveles de expresion de
NKG2DLs en la superficie celular de la gran mayoria de células sanas son nulos o
bajos, y claramente por debajo de lo necesario para activar las células inmunes que
expresan receptores NKG2D. En cambio, la expresion en superficie de estas moléculas
aumenta en diversos tipos celulares bajo condiciones de estrés (como el shock
termico), infeccién y frecuentemente durante la tumorigénesis (Cerwenka y col, 2001,
Gasser y col, 2005; Groh y col, 2001).

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

Debido a que los tumores se desarrollan a partir de céluias propias, son
generalmente poco inmunogénicos y muchas veces no son reconocidos eficientemente
por el sistema inmune. Por lo tanto, estos ligandos, presentes en la superficie de
celulas tumorales, actuarian como una sefal de peligro para su deteccion.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que las células NK pueden eliminar
celulas tumorales (Stagg & Smyth, 2007). Ademas, la expresion de NKG2DL en

tumores los hace susceptibles a su eliminacion por las células NK in vitro (Bauer y col,

1999), y la formacion de tumores puede ser prevenida a través de la sefializacion via




11

receptor NKG2D (Smyth y col, 2005). Estudios in vivo han demostrado que la
expresion de NKG2DLs en las células tumorales luego de ser transplantadas en raton,
resulta en la eliminacion del tumor mediada por NKG2D (Cerwenka y col, 2001
Diefenbach y col, 2001). Ademas, se ha demostrado que la regulacion negativa o &l
knockout del receptor NKG2D en ratones resulta en una respuesta inmune
comprometida contra células tumorales, un mayor nivel de expresién de los ligandos de
NKG2D y una elevada incidencia de ciertos tumores (Guerra y col, 2008; Wiemann y
col, 2005).

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

crecimiento tumoral por una eficiente respuesta inmune contra el tumor.

1.8. Evasidn del sistema inmune

Aunque los tumores expresen NKG2DL, estos son capaces de crecer
progresivamente debido a muiltiples mecanismos de evasién de la respuesta inmune
(Oppenheim y col, 2005). Las células tumorales utilizan diversas estrategias para
prevenir su eliminacién mediada por el receptor NKG2D. Una de estas corresponde a
la regulacion negativa de los NKG2DL. Se ha demostrado gque muchos tumores inhiben
activamente la expresion de NKG2DL. (Sers vy col, 2009). Un mecanismo importante
para la regulacion negativa de los NKG2DL seria la produccion de citoquinas
inmunomoduladoras, como el TGF-B, el cual puede ser secretado directamente por las

propias células tumorales o por células inmunoregulatorias que se expanden durante la

progresion del tumor (Eisele y col, 2006; Ghiringhelli y col, 2005). En nuestro
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laboratorio, se demostré que IL-10, una citoquina inmunosupresora, también reduce la
expresion de NKG2DL en la superficie de células de melanoma, afectando la
citotoxicidad mediada por las células NK (Serrano y col, 2010).

En celulas tumorales, la expresion en superficie de NKG2DL también puede
disminuir por la accion de metaloproteasas que son secretadas por las células
tumorales. Estas enzimas son capaces de proteolizar los ligandos de NKG2D
expresados en la superficie celular, resultando en la liberacion de formas solubles de
los ectodominios de estos ligandos (Tamaki y col, 2009). De hecho, se han encontrado
ligandos de NKG2D solubles (sNKG2DL), como el MICA soluble (sMICA), en el
sobrenadante de lineas celulares tumorales positivas para NKG2DL y en el suero de
pacientes con diferentes tipos de tumores malignos (Holdenrieder y col, 2006b). Por
ejemplo, se ha detectado sMICA en el suero de pacientes con cancer de prostata,
cancer de colon, cancer de pancreas, neuroblastoma, osteosarcoma y tumores
hematopoyéticos severos (Groh y col, 2002).

Debido al hecho de que altos niveles de sMICA en el suero de pacientes con
algunos tipos de cancer se correlacionan significativamente con el estadio del cancer,
diferenciacién y metastasis, este ligando soluble podria ser usado como marcador para
la progresion del tumor (Salih y col, 2008).

Por otro lado, se ha descrito que sMICA facilita la internalizacion y consecluente
degradacion lisosomal del receptor NKG2D, disminuyendo asf sus nhiveles de expresion
en superficie en células NK y linfocitos T CD8" (Raffaghello y col, 2004). Como
resultado, la capacidad de las células efectoras en reconocer y, consecuentemente,

lisar la célula tumoral se ve afectada, lo que favoreceria la evasién inmune por el

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

En pacientes con cancer gastrico, se ha observado que existen defectos
inmunes sistémicos y locales, los cuales se correlacionan con la progresion de la
enfermedad y el mal pronéstico. Por ejemplo, se ha demostrado que, en estos
pacientes, las células NK, linfocitos T CD8" y linfocitos T y3, tanto de sangre petiférica
como aquellos infiltrados en tumores, expresan bajos niveles del receptor NKG2D, lo
que compromete la funcion efectora de estas células citotéxicas, contribuyendo a Ia
severidad de la enfermedad (Kuroda y col, 2012; Osaki y col, 2007; Saito vy col, 2012).

Debido a que se ha asociado una disminucion del receptor NKG2D con la
presencia de sMICA en suero de pacientes con diferentes tumores malignos (Groh y
col, 2002; Raffaghello y col, 2004; Salih y col, 2003; Wu y col, 2004), es posible que
esto también esté pasando en los pacientes con cancer géstrico.

Por lo tanto, es de gran interés estudiar la expresion de NKG2DL tanto en
superficie de células derivadas del tumor gastrico como en forma soluble, y asi poder
entender mejor los mecanismos mediante los cuales el cancer gastrico evade Ia
respuesta inmune antitumoral, ya que estos podrian contribuir al desarrollo de nuevos

métodos de diagndstico y farmacos para el tratamiento de esta enfermedad.
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1.9. Hipotesis

En adenocarcinoma gastrico humano, una alta expresion de NKG2DL en
células derivadas del tumor o en forma soluble en el suero se asocia con la progresion

de la enfermedad y/o la sobrevida del paciente.

1.10. Objetivos

1.11. Objetivo general

Evaluar la expresion de ligandos de NKG2D en células derivadas del tumor, asi
como cuantificar MICA soluble en el suero en pacientes con adenocarcinoma géstrico y
correlacionar estos pardmetros con las caracteristicas clinico-patolégicas de los

pacientes.

1.12. Objetivos especificos

i Evaluar patrones de expresion de MICA vy otros ligandos de NKG2D, tanto a
nivel de mRNA como de expresion protéica, en células derivadas de tumor de

pacientes con cancer gastrico.
1. Medir la expresion de MICA soluble en el suero de pacientes con cancer
gastrico.

lil. Correlacionar los niveles de expresion de los ligandos de NKG2D (en superficie
celular y, en el caso de MICA, su variante soluble) con parametros clinico-patologicos

de la enfermedad.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Pacientes

Para realizar este estudio, se reclutaron 16 pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico, sometidos a gastrectomia en el Hospital Salvador en
colaboracion con el Dr. Marco Bustamante, Director del Departamento de Cirugia de
este Hospital. Previamente a la recoleccion de muestras, se obtuvo una autorizacion
firmada por el paciente a través de un Consentimiento Informado (Anexo 1). Para el
estudio, se incluyeron pacientes con fumores localizados: tanto las muestras tumorales
como fejido de la mucosa gastrica adyacente al tumor, se recolectaron durante la
cirugia. Ademas, se obtuvieron muestras de suero para cada paciente con CG y de 16
voluntarios sanos (grupc control), los que también firmaron un Consentimiento
Informado (Anexo 2). El criterio de exclusion de los pacientes fue haber tenido un
tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia previo a la cirugia. El protocolo de estudio
se aprobé por el Comité de Etica Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano Oriente
del Gobierno de Chile {Anexo 3) vy por el Comité de Etica de Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Anexo 4). La Tabla 1

indica los datos demograficos y clinico-patologicos de los pacientes, reclutados en el

presente esiudio.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con cancer gastrico.

n

(pacientes) %

Género

Masculino 1 68.8

Femenino 5 31,3
Tamaiio tumor

<4cm 6 37,5

>4 cm 10 62,5
Diferenciacién tumoral

alta/mediana 6 42,9

baja/ninguna 8 57,1
Profundidad de invasién®

T1,T2 5 31,3

T3, T4 11 68,8
Metastasis nodos linfaticos

Ausente 6 37,5

Presente 10 62,5
Estadio TNM®

L 8 50,0

i, v 8 50,0

a

Profundidad de invasiéon corresponde a la invasion del tumor hacia el epitelio o
mucosa de lamina propria, muscularis mucosae o submucosa (T1), muscuiaris propia o
subserosa (T2), serosa (T3) y organos adyacentes (T4). ’Estadio de acuerdo a la
clasificacion TNM para el cancer géstrico (AJCC).
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2.2. Analisis de expresion de NKG2DLs en la superficie de células tumorales y
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de mucosa gastrica

2.21. Preparacién de suspensiones celulares desde el tejido tumoral y de

mucosa gastrica adyacente al tumor

Las muestras de tejido tumoral y mucosa adyacente se transportaron en forma
separada en medio HBSS (Gibco, EE.UU.)  suplementando con
penicilina/estreptomicina al 1% (Hyclone, EE.UU.). Los tejidos se cortaron en pequefias
piezas usando hojas de bisturi estériles y se disgregaron mecanicamente mediante el
uso de agujas y émbolos de una jeringa en medioc RPMI suplementando con 1%
penicilina/ estreptomicina y 3% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, EE.UU.). El tejido
disociado se filiré por un “cell strainer” de 70 uym (BD Falcon, EE.UU.). Las células se
centrifugaron a 805% g por 10 min a 4°C y el pellet se incub6 con buffer de lisis de
eritrocitos por 10 min a temperatura ambiente. Luego, las céiulas se lavaron con medio
RPMI suplementado SFB al 3% y se evalué la viabilidad celular mediante Ia tincién con

azul de Tripan.

2.2.2. Citometria de flujo

Las suspensiones celulares obtenidas de los tejidos de tumor ptimario y de la
mucosa adyacente se resuspendieron en 1% de paraformaldehido (PFA) en PBS con
SFB al 1% (PBS-SFB 1%) e incubaron en hielo por 30 min. Las células se transfirieron
a una placa de 96 poclllos con fondo en “V" {(Nunc Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y
se centrifugaron a 805 % g por 3 min a 4°C. Al menos 2 x 10° células se tifieron

individualmente con anticuerpos monoclonales (AcMo) purificados de ratén anti-MICA,

MICB, MICB, ULBP-1, ULBP-2, y ULBP-3 humanos (todos de R&D Systems, EE.UU.)
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a una dilucién de 1:25 en PBS-SFB 1%, como también con el mAb anti-CD44 humano
(BD Pharmingen, EE.UU.) a una dilucién de 1:100 en PBS-SFB 1%. El anticuerpo
purificado de raton IgG2b (Santa Cruz Biotech, EE.UU.) se utilizd come control de
isotipo. Las células se incubaron a 4°C toda la noche. Luego de tres lavados con PBS-
SFB 1%, se agregd el anticuerpo secundaric de cabra anti raton conjugado a
isocianato de fluoresceina (FITC) (KPL, EE.UU.) en un dilucién 1:50 en PBS-SFB 1%,
y las células se incubaron por 30 min a 4°C. Otro paso de lavado se llevé a cabo, y las
células se fijaron finalmente en 1% de PFA previo al analisis mediante citometria de
flujo. Esta se realizé usando el citémetro FACScalibur, los datos se adquirieron con el
programa CellQuest (ambos de Becton-Dickinson, EE.UU.) y se analizaron usando el
software FlowJo v7.6 (Tree Star). Las células muertas se excluyeron de acuerdo a sus
caracteristicas de tamario (side scatter (SSC)) y granularidad (forward scatter (FSC)).

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

23. Anilisis de los niveles de mRNA de NKG2DLs per RT-PCR

semicuantitativo

2.3.1. Extraccidn de RNA total

Se obtuvieron muestras frescas de los tejidos tumorales y de mucosa
adyacente de aproximadamente 3 mm?, las cuales se obtuvieron igualmente durante la
gastrectomfa, se transportaron de forma separada en 1 ml de RNAlater® RNA
Stabilization Reagent (Qiagen, Alemania) en hielo, y mantuvieron a -20°C hasta su uso.
El RNA f{otal de las muestras se extrajo usando el kit RNAeasy (Qiagen, Alemania),

segun las instrucciones del fabricante, y la concentracion de RNA se determind en un

espectrofotémetro (Biotek, EE.UU.).
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2.3.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido

La integridad del RNA se verificd mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1,5% en tampén MOPS (MOPS 20 mM, acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM),
formaldehido (2,2 M} y bromure de etidio (0,1 pg/ml). Para cada muestra, 1 Hg de RNA
se mezcld con el tampdn de carga de RNA 5X, el que fue preparado segun lo descrito
en el protocolo del kit RNeasy Mini. Luego, se incubé por 5 min a 65°C e

Inmediatamente se enfrid en hielo; el gel se corrié a 50 V durante 45 min.

2.3.3. Reaccién semicuantitativa en cadena de la polimerasa retrotranscrita

{sqRT-PCR)

El RNA se tratd con DNAasa | (Fermentas, EE.UU.) para remover el DNA
contaminante. Se llevdé a cabo la reaccion usando 5 pg RNA, 1X de tampoén de
reaccion con MgCly, 5U de DNAasa | en un volumen final de 50 ul. Se incubd durante
30 min a 37°C y después se agrego EDTA a una concentracién final de 1mM; luego, se
llevé la mezcla a 60°C por 10 min. Posteriormente, 1 Hg de este RNA se someti6 a la
reaccion de transcripcion reversa usando la enzima del virus de leucemia murina
Moloney (M-MLV RT) vy oligo(dT) (ambos de Promega, EE.UU.), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El ¢DNA resuitante se amplificd en el termociclador
Mastercycler® gradient PCR (Eppendorf, EE.UU.) usando partidores indicados en Ia
Tabla 2. Los partidores disefiados para los NKG2DLs fueron sintetizados en Integrated
DNA Technologies (IDT, EE.UU.). Se preparé la reaccion de PCR que incluia 2 pl de
cDNA, 1,25 U de DNA Polimerasa Pag5000™ (Stratagene, EE.UU.), 0,8 mM de
dNTPs, 1X Tampén de reaccién Pag5000™ (Stratagene, EE.UU.) ¥y 0,2 uM de cada

uno de los partidores especificos para cada gen en un volumen final de 25 pl. En

general, fas condiciones para el PCR fueron las siguientes: un pasc inicial de
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denaturaciéon de 3 min a 95°C, seguido por 25-3 ciclos de 20 s a 95°C, 20 s a 55-58°C
(dependiendo del par de partidores, ver Tabla 2}, y 15 s a 72°C, con un paso final de
elongacion de 5 min a 72°C. Para cada gen, el niimero de ciclos de PCR indicado en la

Tabla 2 corresponde al 50% de la curva de saturacion de los productos de PCR.

Tabla 2. Partidores y condiciones de amplificacién usados para el andlisis de RT-
PCR semicuantitativo.

Gen Secuencia 5-3' Tamafio Temperatura Numero
del de Annealing de ciclos
Partidor Directo Partidor Reverso P'?::;“' Q) PCR
B -
actina | GGACTTCGAGCAAGAGATGG | AGCACTGTGTIGGCGTACAG 234 55 25
ACTB)
MICA | TOTAAGAAGAARACATCAGCT | araGGTCAGGAAACTGAGGCAC | 248 55 32
MICB | TCACGGGTTTCATTICAGTTGGC | 4-accACCATGAGGTTGTAACG 166 58 36
ULBP1 | ACGGAGCTCCAGGTCTACAATG | oo e AGGTCTGGACTTAGS | 161 58 36
uLBpz | CTCTCCTTCCATCAAGTCTC TGGTCCAGGTCTGAACTTAG 186 56 36
uLBp3 | AGAGTGGGAGAAGGATAGCE | 46GeTaATGGCTITGEGTIGAG 165 56 36

ph: pares de bases

2.3.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
2% en TBE (Tris 89 mM, 4cido borico 80 mM, EDTA 2 mM) con bromuro de etidio (0.5
pg/ml). Alicuotas (10 pl) de cada reaccién de PCR se mezclaron con el tampoén de
carga 6X (glicerol 60%, Tris-HCI (pH 7,6) 10 mM, azul de bromofenol 0,03%, xileno
cianol 0,03%). Los geles se visualizaron en un transiluminador ultravioleta,
fotografiados con una cédmara digital SONY®, modelo Cyber-shot DSC-W220, vy la

intensidad de fluorescencia de las bandas se analizé usando el software ImagedJ 1.43u

(National Institutes of Health, EE.UU.). Los niveles de expresion de mRNA para cada
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muestra se determinaran como la razén entre la intensidad de banda de cada NKG2DL

y de B-actina.

24. Determinacién de la expresién de MICA soluble en el suero de pacientes

con cancer gastrico

2.4.1. Cepa de Escherichia coli y plasmidio

La cepa bacteriana usada en este trabajo fue Escherichia coli BL21(DE3). Esta
cepa posee una copia cromosomal del gen de la RNA polimerasa del bacteriéfago T7
que esta bajo el control de un promotor inducible por IPTG, por lo que son capaces de
expresar los genes regidos por el promotor T7.

Anteriormente, en el laboratorio, se construyo el vector de expresion pET15b-
sMICA (Figura 4) y se transformé E. coli BL21(DE3) con este plasmidio. Este vector
deriva del vector pET15b, en el cual se clond el cDNA que codifica para el dominio
extracelular de MICA, el que queda bajo el control del promotor de T7/ac. El vector
PET15b permite agregar una secuencia de residuos de histidina en el extremo amino
terminal de la proteina expresada, lo que va permitir su posterior purificaciéon. Ademas,

como marcador de seleccién, posee un gen de resistencia a ampicilina (Amp®).

2.4.2. Expresion de rMICA en E. coli BL21{DE3) [pET1 5h-sMICA]

Para obtencién de MICA recombinante (rMICA), se inoculé 2 ml de medio LB
(peptona 10 g/l extracto de levadura peptona 5 gfl, NaCl 5 g/l) suplementado con
antibidtico (100 pg/ml de ampicilina) con E. cofi transformada con el vector pET15b-
MICA o pET15b y se dejaron crecer a 37°C en agitacion (150 rpm) durante toda la

noche. Con este cultivo, se inoculé medio LB suplementado con ampicilina y se dejo
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incubando a 37°C en agitacién hasta que alcanzd una densidad optica de 0,6,
aproximadamente. Cada cultivo se dividi® en dos: a un cultivo se agregé 1 mM
isopropil-sopr1-tiogalactopiranésido (IPTG) (US Biological, EE.UU) mientras que al otro
no y se incubaron durante 3 h a 37°C con agitacion de 150 rpm. Luego, se
centrifugaron los cultivos a 805 x g por 30 min, y el pellet se resuspendid con el
tampon de lisis (Tris 50 mM, Triton 1%, DOC 0,2 %, Glicerol 5%, pH 8.0). Una vez
lisado, se centrifugd la mezcla para separar las fracciones solubles e insolubles, y se
tomaron alicuotas del lisado y de la fracciones solubles e insolubles, las que se

analizaron por SDS-PAGE.

‘Terminador T7
— __BamHI
__SMICA

_ Nddel
Bx His tag

IHPromotor T7

pET15b-sMICA

6585 bp
origen pBR322,,,‘\'\r ’
\

\
A\
R,

W e
N, lacl

Figura 4. Representacion esquematica del vector de expresién pET15b-sMICA.
Vector disefiado para la expresion del dominio extracelular de MICA. En el esquema
del plasmidio, se indican los sitios de restriccion Ndel y BamHI, los cuales
corresponden a los utilizados para clonar el cDNA de sMICA. Este, esta bajo el control
del promotor T7lac. Ademas, el plasmidio contiene un gen de resistencia a ampicilina
(AmpR), el gen Lacl, y el origen de replicacién de pBR322.
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2.4.3. Purificacion de rMICA

Se inocul6 5 ml de medio LB suplementado con 100 pug/mi de ampicilina con E.
coli transformada con el vector pET15b-MICA y se dejo crecer a 37°C con agitacion de
200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente, con este medio, se inocularon 200 ml
de medio de autoinduccion (peptona 1%, extracto de levadura 0,5%, Na;HPO, 25 mM,
KH:PO4 25 mM, NH4Cl 50 mM, Na;S0,; 5§ mM, MgS04 2 mM , citrato trisodico 1mM,
traza de metales 1X, glicerol 0,5%, glucosa 0,05%, lactosa 0,2%) y se dejo incubando
a 25°C por aproximadamente 24 h (Studier, 2005). Se centrifugd el cultivo a 3220 x agy
4°C y luego el pellet celular se resuspendid en tampén de lisis (NaH;PO,4 25 mM, pH
8.0, NaCl 250 mM, imidazol 20 mM, Triton 0,1%), al cual se agregd una pastilia de
inhibidores de proteasas (Roche, Suiza). La suspension se sometid a 6 ciclos de 20 s
de sonicacion en hielo, seguido de 1 min de reposo entre cada ciclo. Luego, el lisado
se centrifugd a 3220 x g por 30 min a 4°C y el sobrenadante se dejo incubando con 1
ml de resina de agarosa Ni-NTA (Invitrogen, EE.UU.) en agitacién a 4°C toda la noche.
Al dia siguiente, se centrifugd a 201 x g por 5 min, se removid el sobrenadante vy la
resina se lavo con el tampon de lavado (NaH.PO, 25 mM pH 8.0, NaCl 250 mM,
imidazole 30 mM) 4 veces. Finalmente, se agregd la resina con tampédn de lavado en
una columna. Una vez eluido el tampon de lavado, se agregaron 5 ml de tampon de
elucion (NaH,PO,4 25 mM, pH 8.0, NaCl 250 mM, imidazole 30 mM), ¥ se recolectaron
fracciones de 500 pl. Posteriormente, las fracciones eluidas se separaron por SDS-
PAGE y analizadas mediante Western blot usando un anticuerpo anti-MICA y anti-poli-

histidina.
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2.4.4. SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se realizo
segln el procedimiento descrito por Laemmli (Laemmli y col, 1970) en un sistema
minigel vertical Mini-PROTEAN® Tetra cell {Bio-Rad, EE.UU.), Se prepararon geles de
poliacrilamida discontinuos, con un gel de separacién de poliacrilamida al 12% o 15% vy
un gel de apilamiento de poliacrilamida al 5%. Las muestras a analizar se mezclaron
con el tampén de carga de proteina 5X (Tris 150 mM pH 6.8, glicerol 50%, SDS 10%, B-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,02%) vy se llevd a 95°C durante 5 min. Se
cargaron las muestras y el marcador de peso molecular en el gel, seguido de la corrida
electroforética, la cual se llevé a cabo en buffer de corrida (Tris 25 mM, Glicina 190
mM, SDS 0,1%, pH 8.3) durante 15 min a 50 V y luego a 90 min a 100 V. Se utiliz6 el
marcador de peso molecular de proteinas pretefiido (10 a 170 kDa) (Thermo Scientific,

EE.UU.).

2.4.5. Western Blot

Ya corrido el gel de poliacrilamida, las proteinas se detectaron mediante la
tincion con azul de Coomassie o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE
Healthcare, Suecia) en tampén de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 180 mM y
metanol 20%) a 100 V durante 1 h a 4°C para analisis por Western blot. Luago, se
bloqueé la membrana usando una solucién de leche descremada al 3% en TBS-Tween
0.1 % (NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM, pH 7,5 y Tween-20 0,1%) durante 1 h a
temperatura ambiente. Para detectar TMICA o la cola de histidina de la proteina
recombinante, se incubd la membrana durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo
paliclonal {AcPo) de conejo anti-MICA (ab63709, Abcam, Inglaterra) o un anticuerpo

monoclonal (AcMo) de ratoén anti-poli-histidina (clon HIS-1, Sigma, EE.UU.) diluido
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1:3000 y 1:1000, respectivamente, en TBST-Leche 3%. Las membranas fueron
lavadas con TBST, y luego se agregé un anticuerpo (IgG) de cabra anti conejo o ratén
conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) (ambos de Sigma, EE.UU.) diluido 1:6000 en
TBST-Leche 3%. Finalmente, se procedié a la deteccion usando el reactivo ECL

(Thermo Scientific, EE.UU.), segin las indicaciones dal fabricante.

2.4.6. Tincidn con azul de Coomassie

Terminada la electroforesis, los geles de poliacrilamida se dejaron 1 h
incubando en la solucién de tincion (metanol 50%, acido acético 10%, azul de
Coomasie brillante R-250 0,25%) en agitacion. Luego, la destincién del gel se realizd
por medio de varios lavados con solucién de destincién {metanol 15% y acido acético
10%), hasta que el contraste de las bandas correspondientes a las proteinas y el fondo

fuera adecuado.

2.4.7. Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteina tolal se determind utilizando el kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EE.UU.) de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.
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2.5. Estandarizacion de ensayo de ELISA para la deteccion de MICA soluble en

suero de pacientes con cancer gastrico

2.5.1. Estandarizacion de anticuerpos de captura y deteccién del ensayo de

ELISA

Con el fin de desarrollar el ensayo de ELISA de captura para la deteccion de
MICA en el suero de pacientes, previamente en el laboratorio se generaron AcFPo que
fuesen capaces de detectar la fraccién soluble de MICA. Los AcPo generados se
purificaron a partir del suero de un conejo Inmunizado con rMICA mediante absorcién
por proteina A. Se sensibilizé una placa de poliestierno de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc,
EE.UU.) con un AcMo comercial de captura de ratdén anti-MICA (clon 159233, R&D
Systems, EE.UU.) o con AcPo anti-MICA (generados anteriormente en el laboratorio)
en una concentracion de 4 ug/ml y 10 pg/ml, respectivamente, en tampoén carbonato-
bicarbonato 0.05 M pH 9.6. Se incubo durante 18 h a 4°C. Al dia siguiente, se bloqued
con una solucién de tampén fosfato y albumina al 1 % (PBS-BSA 1%) durante 2 h a
37°C; luego, se lavo 4 veces con PBS-Tween 20 0.05% (PBST). Se prepararon
diluciones seriadas del estandar de rMICA para la curva de calibracion en la solucién
de blogueo, al igual que los controles, y se incubaron durante 2 h a 37°C.
Posteriormente, se lavaron las placas 4 veces con PBST y se anadi6 el anticuerpo de
deteccién: un AcPo biotinilado de cabra anti-MICA humano (BAF1300, R&D Systems,
EE.UU.) 0,2 yg/ml en PBS-BSA 1% y se dejé durante 1 h a 37°C. Después de 4
lavados con PBST, se incub6 con estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano
(HRP) (Sigma, EE.UU.) diluida en PBS-BSA 1% a temperatura ambiente durante 30

min. Finalmente, se realizaron 7 lavados, se agrego el sustrato TMB (3,3'5,5'

Tetrametil-bencidina, Thermo Scientific, EE.UU.) y se dej6 incubando por 30 min. La
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reaccion se detuvo agregando acido sulfirico 2N~y Tinalmente se leyd la densidad

Optica a 450 nm en un lector de ELISA (TECAN, Suiza).

25.2. Estandarizacién de solucién de bloqueo para ELISA

Se sensibilizé una placa de poliestireno de 96 pocillos (Nunc, EE.UU.) con el
AcPo anti-MICA en una concentracion de 10 pg/ml; como blanco, se agregd solamente
tampén carbonato. Se utilizaron distintas soluciones para bloquear: PBS-BSA 1%,
PBS-SFB 10% y PBS-caseina 1%. Se incubd con 1000 gg/ml de rMICA diluido en la
respectiva solucién de blogueo. Luego, se incubo con 0,2 pg/mi del AcPo biotinilado de
cabra anti-MICA humano y después con la estreptavidina-HRP diluido en la solucion de
bloqueo correspondiente. Las condiciones de incubacién y lavado fueron [as mismas

previamente descritas para el ELISA sandwich anteriormente (Seccion 4.4.1).

2.53. Optimizacion del anticuerpo de captura

Se sensibilizé la placa con 5, 10 y 20 yg/m! de AcPo anti-MICA humano. Se
blogueé con PBS-caseina 1% y se incubd con 10 ng/ml, 100 ng/ml 6 1000 ng/ml de
rMICA. EI anticuerpo de deteccién AcPo biotinilade de cabra anti-MICA humano se
agregd a una concentracién de 0,3 pg/ml, seguido de incubacién con estreptavidina-
HRP diluida 1:2000. Lo anterior se realizé utilizando las mismas condiciones de

incubacién y lavado antes mencionadas para el ELISA sandwich (Seccion 4.4.1).

2.5.4. Estandarizacién de anticuerpo de deteccién y estreptavidina-HRP

El ELISA se llevo a cabo segtn las condiciones ya mencionadas. La placa se
sensibilizé con 20 pg/ml de AcPo anti-MICA humano. Ya bloqueada, se incubd con

1000 ng/ml de rMICA. En este caso, se utflizaron distintas concentraciones para el
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anticuerpo de deteccion: 0,6 pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,15 pg/ml y 0,075 pg/ml. Ademas, se

incubo con estreptavidina-HRP en una dilucién 1:2000 y 1:4000.

2.5.5. ELISA estandarizado para deteccion de MICA soluble

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos (Nunc, EE.UU.) con el anticuerpo de
captura AcPo anti-MICA humano a 20 ug/ml en buffer carbonato pH 9,6 toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, se bloques con 2,5% caseina-PBS por 2 h a 37°C y se lavé 4
veces con PBST. Las muestras de suero de paci;ntes, controles y estandares se
incubaron en las placas hasta el dia siguiente a 4°C. Se lavo la placa 4 veces con
PBST y se agregé el anticuerpo de deteccion (AcMo anti-MICA humana biotinilado) a
0,3 pg/mt en PBS-caseina 1% y se incubé durante 2 h a 37°C. Se volvi6 a realizar otro
lavado, se agregé estreptavidina-HRP en PBS-caseina 1% diluido 1:2000 y se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 6 lavados, se
agrego el sustrato TMB; después de 30 min, se detuvo la reaccién agregando acido

sulfarico 2N y finalmente se leyeron los resultados a 450 nm en un lector de ELISA.

2,5.6. Kit de ELISA para detectar MICA humano (BAMOMAB)

Finalmente, para la deteccion de MICA soluble en el suero de pacientes con
cancer gastrico y controles sanos, se ocupd el kit de ELISA para sMICA humano
(BAMOMAB, Alemania) y se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones indicadas a continuacion. En resumen, las placas se sensibjlizaron con
el AcMo de captura ant-MICA AMO1 a 5 pg/ml en PBS durante la noche. Luego, se
bloquearon con PBS-BSA 15% y se incubd durante 1 h a 37°C, se lavaron e incubaron
con la proteina estandar (sMICA*004 recombinante producida en E. coli) o suero de

paciente (o controles), los cuales se dejaron incubando durante la noche. Los sueros
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se diluyeron 1:3 en PBS-BSA 7,5%. Después, las placas se lavaron, se incubaron con
el AcMo de deteccién BAMO3 a 1 pg/ml durante 2 hr a 37°C, se lavaron de nuevo, se
afiadi6 el anticuerpo anti-ratén IgG2a conjugado a HRP (dilucién 1:3000) (Southemn
Biotechnologies, EE.UU.) y se incubd durante 1 h a 37°C. Finalmente, las placas se
lavaron y revelaron usando TMB y la absorbancia se midié a 450 nm en un lector de

ELISA.

2.6. Correlacion entre los niveles de expresién de los ligandos del receptor

NKG2D con parametros clinico-patolégicos de la enfermedad

Se analizaron las fichas clinicas de cada paciente con adenocarcinoma gastrico
incluidos en este estudio, y se clasificaron de acuerdo al resuitado obtenido en las
respectivas biopsias para el tamaiio del tumor, estadio de invasion tumoral, metastasis
hacia linfonodos y estado TNM (los cuales se refieren a la extension del tumor primario,
la propagacion del tumor cercana a los linfonodos y a la presencia de metastasis a
otros organos) (Tabla 1). Sistema de clasificacion propuesto por la AJCC 72 edicién
(Washington, 2010). Se determind la asociacién entre los niveles de expresion y
células positivas para los NKG2DLs estudiados o CD44 en superficie celular por
citometria de flujo, la presencia de MICA soluble en el suero de pacientes y los

distintos parametros clinico patdlogicos de la enfermedad.
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2.7. Anadlisis estadistico

Primero se llevé a cabo el test de nomalidad Kolmogorov-Smirnov en cada
grupo para determinar si los datos muestran una distribucién normal. La evaluacion
estadistica de la diferencia de la expresion y frecuencia de NKG2DLs entre el tumor y
la mucosa se llevé a cabo usando el test de Wilcoxon o test t pareado. Las diferencias
entre la expresion y frecuencia de NKG2DLs del tumor entre los grupos
correspondientes al tamafio del tumor y otros parametros clinico patologicos se
avaluaron utilizando el test de Mann-Whitney o test t no pareado.

Las curvas de sobrevida fueron generadas segtn el método de Kaplan-Meier y
la diferencia entre las curvas de sobrevida se analizaron por el test log-rank. Todos los
pacientes cuyas muertes fueron asociadas con el CG, incluyendo aquellos que
murieron de complicaciones post operativas, se incluyeron en el andlisis de sobrevida.

Todos los datos se analizaron con el software GraphPad Prism, versién 5

(EE.UU.}, y los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Expresién de ligandos de NKG2D, a nivel de proteico y de mRNA, en

células derivadas del tumor primario de pacientes con cancer gastrico

Durante este estudio, se analizaron 16 pacientes con adenocarcinoma gastrico
sometidos a gastrectomia total, 5 mujeres y 11 hombres, con un promedio de edad de
61,1 afios. La Tabla 1 resume lo diversos datos demograficos, clinicos, patolégicos y
operatorios correspondientes a los 16 pacientes.

La expresion en superficie celular de los NKG2DLs se analizé mediante
citometria de flujo en células derivadas de muestras frescas del tejido tumoral y de la
mucosa gastrica adyacente al tumor de los pacientes con adenocarcinoma gastrico
sometidos a gastrectomia (Tabla 1), como se describe en Materiales y Métodos. En Ia
Figura 5 se muestran density plots representativos de las células derivadas del tumor y
mucosa gastrica, ademas de la poblacién seleccionada a evaluar (circulo rojo). En la
Figura 6, se muestra la intensidad mediana de fluorescencia (MFI) y el porcentaje de
celulas positivas para MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en células derivadas
del tumor primario y de la mucosa adyacente al tumor. La MFI especifica para los
ligados estudiados se determind restando el control de isotipo correspondiente, la cual
se muestra en los histogramas correspondientes (Figura 5). Como control positivo para
las células tumorales, se analizé la expresién en superficie de CD44, una molécula de
adhesion la cual se ha descrito que se sobreexpresa en varios tipos de tumores,

incluyendo el CG (Ghaffarzadehgan y col, 2008; Ko y col, 201 1).
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Figura 5. NKG2DLs son expresados en células tumorales y de mucosa de
estomago de pacientes con CG. Graficos de densidad, obtenidos por citometria de
flujo, representativos del tumor primario (A) y del tejido de mucosa adyacente al tumor
(B) de un paciente con CG. La expresion de CD44, MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y
ULBP-3 se analizo en la poblacion seleccionada (circulo rojo), se midié como MFI y
estan representados en los histogramas (lineas de color). Histograma rojo: control de
isotipo. Los valores de MF| estan indicados en la leyenda coloreada (para NKG2DLs y

CD44).
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Como se muestra en la Figura 6, tanto las células derivadas de la mucosa
adyacente al tumor como las del tefido tumoral expresan, en la superficie celular, los
NKG2DL analizados, a distintos niveles. Se observé que el porcentaje de células
positivas para ULBP-1 y ULBP-3 en el tumor fue significativamente menor en
comparacion a la mucosa adyacente (Figura 6B), pero esta diferencia no se observd
cuando se compard el MFI entre ambos tejidos para estos ligandos (Figura 6A). Para
los demas NKG2DL, no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa al
comparar tanto la intensidad de expresion de estos ligandos, como el porcentaje de
células positivas para estas moléculas entre células derivadas de ambos tejidos (Figura
6). Esto podria ser debido a que, entre los pacientes, hay una expresion muy
heterogénea de los distintos ligandos.

Como se esperaba, la expresion de CD44 fue significativamente mayor en las
celulas derivadas del tejido tumoral que en las células obtenidas de la mucosa
adyacente (p= 0.0181, Figura 6A). Sin embargo, para el porcentaje de células positivas
para CD44, no se observo diferencia significativa (p= 0,1199, Figura 6B).

Para confirmar los resultados obtenidos por citometria de flujo, también se
evaluaron los niveles de mRNA de NKG2DLs mediante analisis por RT-PCR
semicuantitativo. Los resultados mostrados en la Figura 7 demuestran que los niveles
de mRNA de ios ligandos de NKG2D en las células tumorales tienden a ser mayores
en comparacion a las células de la mucosa gastrica. Sin embargo, no se detecté una
diferencia estadisticamente significativa con relacion a esta expresién entre las células

de ambos tejidos (Figura 7).
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Figura 6. Expresion de NKG2DLs en células derivadas del tumor primario y de la
mucosa adyacente al tumor de pacientes con CG. Los graficos muestran los valores
de intensidad de fluorescencia media (MFI) (A) y porcentaje de células positivas (B)
obtenidos, por citometria de flujo, para la expresion en superficie celular de CD44,
MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en las células tumorales y de mucosa
gastrica. Las barras de error representan la desviacion estandar (SD) obtenida para 16
pacientes con CG. ***, p<0.001, **, p<0.01; *, p<0.05.
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Figura 7. Expresion de mRNA de NKG2DLs en células tumorales y de mucosa
gastrica en pacientes con CG. (A) Figura representativa de los productos
amplificados de un paciente con CG. Los productos fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa y visualizados mediante la tincion con bromuro de
etidio. (B,C,D,E y F). La expresion del mRNA de MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y
ULBP-3 se evalu6 mediante RT-PCR semicuantitativo usando partidores especificos
para cada ligando (Tabla 2). Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1%. Los datos se presentan como la expresion relativa de cada

gen normalizado por un control interno (B-actina) y representan valores de 12 pacientes
+ SD.
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3.2. Medicion de la expresion de MICA soluble en el suero de pacientes con

cancer gastrico

Debido a que se a detectado sMICA en el suero de pacientes con diferentes tipos
de enfermedades malignas y varios estudios han indicado a sMICA como un marcador
de prondstico (Holdenrieder y col, 2008a; Li y col, 2009; Tamaki y col, 2008). Es de
gran importancia probar si los niveles de sMICA séricos puedes ser usado como un
marcador de pronéstico en pacientes con CG. Por lo que, se decidio evaluar los niveles
de sMICA en el suero de estos pacientes. Para esto, se desarrollé un ELISA de captura
para medir la concentracion de sMICA en el suero de pacientes con CG y compararla

con la de individuos sanos.

3.21. Expresiény purificacién de sMICA

El primer objetivo correspondio a expresar la proteina recombinante rMICA, la
cual es necesaria para realizar una curva estandar para el ELISA. Para esto, se utilizd
un clon de E. coli BL21(DE3) transformado con el plasmidio pET15b-sMICA (Figura 4).
Las bacterias fransformadas se crecieron y se indujo la expresidn de rMICA. Para
verificar la expresion y solubilidad de la proteina recombinante, se analizo tanto el
lisado celular como la fraccion soluble e insoluble de! lisado, mediante SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12% seguido de la tincién con azul de Coomassie. Se
observd una banda de sobreexpresién cercana a 35 kDa sélo en el lisado de E. coli
BL21 (DE3) [pET15b-sMICA] inducido con IPTG (linea 5, Figura 8A), correspondiente
al peso molecular esperado de sMIC}-\ (34 kDa), la cual no estd presente en los
controles negativos (lineas 2,3 y 4, Figura 8A). Para comprobar que esta banda

correspondia a sMICA, se realizd un analisis por Western blot del SDS-PAGE

mostrado en la Figura 8 ocupando un anticuerpo comercial especifico para MICA
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(Abcam, EE.UU.), mediante el cual se pudo detectar esta banda solo en el lisado
bacteriano (BL21 (DE3) [pET15b-sMICA]) inducido (linea 4, Figura 8B). Ademas, esta
banda fue reconocida por un anticuerpo anti-polihistidina (Sigma) en el lisado
bacteriano inducido (linea 2, Figura 8C).

Al analizar las fracciones del lisado bacteriano, podemos ver tanto en fraccion
total como insoluble, inducidas con IPTG, una banda correspondiente a la proteina
inducida (lineas 5 y 7, respectivamente, Figura 9A). Al realizar un analisis de Western
blot utilizando un anticuerpo anti-MICA humano, se detectd una banda correspondiente
a sMICA en las fracciones total e insoluble (lineas 4 y 6, respectivamente, Figura 9B) e,

incluso, en la fraccion insoluble (linea 5, Figura 9B), pero de menor intensidad.

pET15b  PET15b-sMICA pET15b PET15b-sMICA DET15b-sMICA
kDa - kpa ___+ - *
70 70
55
55
40
. 40 m—
25 35
25
1

2 3 4 5

Figura 8. Expresion de sMICA en E. coli BL21(DE3) [pET1 5b-sMICA]. (A) Analisis
por SDS-PAGE de lisado bacteriano de E. coli transformada con el plasmidio pET15b y
PET15b-sMICA, sin IPTG (-) (linea 2 y 4) y con IPTG (+) (linea 3 y 5). Linea 1:
Marcador de peso molecular. La banda correspondiente a sSMICA se sefiala con una
flecha. (B) Analisis por Western blot del SDS-PAGE mostrado en A, utilizando un
anticuerpo policlonal anti-MICA en dilucion 1:1000. (C) Analisis por Western blot del
SDS-PAGE de lisado de E. coli BL21(DE3) [PET15b-sMICA] sin inducir (linea 1) e
inducido con IPTG (linea 2), utilizando anticuerpo anti-poli-histidina.
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Figura 9. Distribucién de sMICA en E. coli BL21(DE3) [PET15b-sMICA]. (A) Analisis
por SDS-PAGE del lisado celular (L), con la fraccion soluble (S) e insoluble (I) de E. coli
BL21(DE3) [pET15b-sMICA] sin y con IPTG. (B) Analisis por Western Blot del gel en A,
utilizando un anticuerpo anti-MICA humano.

3.2.2. Purificacién de sMICA recombinante

Lo siguiente consistio en purificar la proteina recombinante, mediante el uso de
una resina de agarosa Ni-NTA, a partir de la fraccion soluble del lisado. Las fracciones
eluidas se analizaron mediante SDS-PAGE y se determiné que la elucion 2 y 3 eran las
que poseian mayor cantidad de proteina recombinante (lineas 6 y 7, Figura 10B). Por
esto, ambas fracciones se dializaron contra PBS durante 24 h a 4°C y luego se
determin6é que la concentracién de proteinas totales fue de 206 pug/ml. Se puede
observar que, junto con proteina recombinante, co-eluyeron otras proteinas, las cuales
podrian corresponder a proteinas nativas de E. coli (linea 3, Figura 10C) (Bolanos-
Garcia & Davies, 2006). A partir de este resultado, se midié la intensidad de las bandas
mediante densitometria (Image J), y se obtuvo la proporcién de sMICA de las proteinas
contaminantes, la cual correspondio a un 30% aproximadamente. Finalmente, se

determiné que la concentracion de sMICA correspondia a aproximadamente a 63 na/ul.
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Figura 10. Expresion y purificacién de sMICA por autoinduccién por SDS-PAGE
al 12%. (A) Expresion por autoinduccion de E. coli BL21(DE3) [pET15b-sMICA]. M:
marcador de peso molecular (Fermentas); linea 1: lisado no inducido; linea 2: lisado
autoinducido,; linea 3: fraccion soluble del lisado autoinducido: linea 4: fraccién
insoluble del lisado autoinducido. (B) Purificacion de sMICA en columna de Ni-NTA. M:
marcador de peso molecular, linea 1: lisado autoinducido; linea 2: fraccién soluble del
lisado autoinduccion; linea 3: lineas 4-9 fracciones de elusion. (C) linea 1: lisado no
inducido; linea 2: lisado autoinducido; linea 3: purificacion de sMICA después de la
dialisis. (D) Analisis por Western blot de gel en C utilizando anticuerpo anti-polihistidina
(Sigma).

3.2.3. Estandarizacién de ELISA de captura para detectar sMICA en suero de

pacientes con cancer gastrico

Ya obtenida sMICA recombinante, se procedid a realizar un ELISA de tipo
sandwich, en el cual se utilizo un AcMo de captura anti-MICA de origen murino (Clone
159233, R&D Systems) y un AcPo de deteccion anti-MICA de cabra biotinilado (R&D
Systems). En la Figura 11 se muestra una curva estandar de sMICA, en la cual se

observa que, con la combinacién de anticuerpos anteriormente mencionada, es similar
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a la curva del blanco (sin anticuerpo de captura), por lo que esta combinacién de

anticuerpos no detecta sMICA.

Por esta razon, se prob6 una nueva combinacion de anticuerpos: como
anticuerpo de captura, se utilizé una combinacién de anticuerpos policlonales
(generados previamente en nuestro laboratorio) y, como anticuerpo de deteccién, se
utilizé el mismo AcPo de cabra anti-MICA biotinilado previamente mencionado (R&D
Systems). Al comparar' ambas combinaciones de anticuerpos utilizadas en el ELISA
sandwich, se obtuvo una mejor sensibilidad cuando se utiliza el AcPo de conejo para
capturar (Figura 11). Segun la literatura, la concentracién promedio de sMICA en el
suero de ios individuos sanos esta en el orden de los picogramos (Holdenrieder y col,
2006a). Por esta razon, para poder detectar sMICA en el suero de pacientes con CG,
se debe tener un sistema de ELISA con una sensibilidad dentro de este orden de

magnitud.
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Figura 11. Combinaciones de ELISA de tipo sandwich utilizando distintos
anticuerpos de captura. Se utilizaron dos anticuerpos de captura: 4 Hg/ml de AcMo
anti-MICA (Clone 159233, R&D Systems) y 10 pg/ml de AcPo anti-MICA generado en
el laboratorio; como control, no se sensibilizé la placa con los anticuerpos de captura.
El ensayo se hizo por triplicado y se grafica el promedio de cada determinacion + SD.
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A pesar de que se logré una mejor sensibilidad cuando se utiliza el AcPo de
conejo anti-MICA humano para capturar la proteina, esta no es suficiente y, ademds,
se observd un alto background (sefial de fondo alta), por lo que se probaron distintas
soluciones de bloqueo, entre ellas caseina 1%, SFB 10% y BSA 1%, todos en PBS
(Figura 12). Utilizando la solucién de bloqueo caseina 1%, se obtuvo un menor
background en comparacion a las ofras soluciones (Figura 12A). Ademas, para
aumentar la sensibilidad del ELISA para detectar sMICA, se evaluaron distintas
concentraciones del Ac de captura, Ac de deteccion y de estreptoavidina peroxidasa-
HRP. Se determiné que la concentracion éptima del anticuerpo de captura fue de 20
Hg/ml, ya que es con la que se obtuvo un mayor valor en la lectura espectrofotométrica
(Figura 12B). Con respecto al anticuerpo de deteccion, como se observa en la Figura
12C, la concentracion mayor de este Ac (0,6 Hg/mtl) es la que permite una mayor sefal.
Sin embargo, se decidio utilizar la concentracion de 0,3 ug/ml de este Ac, con la cual
es suficiente para obtener una buena sefial. Ademas, la dilucién optima de Ia
estreptoavidina-HRP es de 1:2000, segun lo que se observa en la Figura 12C.

Ya estandarizado el ELISA de captura, se realizo una curva estandar ocupando
rMICA comercial (Abcam, EEUU} para determinar la sensibilidad del sistema (Figura
13A). Si bien este ensayo detecta hasta 1 ng/ml de rMICA, este no fue Io
suficientemente sensible para detectar sMICA de las muestras de pacientes. Este
ensayo se trat6 de mejorar mediante la utilizacién de un método de deteccién mas
sensible que el colorimétrico, como la quimioluminiscencia. Sin embargo, con el
sustrato quimiolumiscente, la sensibilidad fue similar que con el sustrato colorimétrico
(Figura 13B).

Finalmente, se utiliz6 una combinacion de anticuerpos comerciales

(BAMOMABY): como anticuerpo de captura, se utilizé un AcMo anti-MICA (clon AMO1)
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IgG1, y como anticuerpo de deteccion, un AcMo anti-MICA/B (clon BAMO3) IgG2a,

luego de un anticuerpo de cabra anti-lg2a conjugado a HRP. Con esta nueva

combinacion, se pudo obtener una sensibilidad de 20 pg/ml (Figura 14A). Por lo tanto,

ahora fue posible medir sMICA en el suero de pacientes con CG.
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Figura 12. Estandarizacién de ELISA de tipo sandwich. (A) Comparacion de
soluciones de bloqueo. Se sensibilizé con el ®  AcPo de captura anti-MICA (10 pg/ml)
0 A sin anticuerpo de captura (solo buffer carbonato); luego, se incubo con distintas
soluciones de bloqueo. Se agregd sMICA recombinante 1000 ng/ml y luego se detecto
con el AcMo anti-MICA biotinilado y estreptoavidina-HRP. (B) Estandarizacion AcPo de
captura. Se sensibilizd con ® 20, 4 100, 5 ug/ml de AcPo anti-MICA o ¢ solo con
buffer carbonato. (C) Estandarizacion de anticuerpo de deteccion y estreptoavidina-
HRP. Se utilizaron distintas concentraciones del anticuerpo de deteccién (0.6, 0.3, 0.15
y 0.075 ug/ml) y diluciones 1:2000 y 1:4000 de estreptoavidina-HRP. Los resultados de
DO se muestran como promedios + SD de los triplicados.
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Figura 13. Curva estandar de rMICA. Se utilizd rMICA comercial (Abcam) y como
sustrato (A) TMB (Thermo Scientific) o (B) quimioluminiscente para ELISA (Thermo
Scientific). Los resultados de DO se muestran como promedios + SD de los triplicados.
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Figura 14. Deteccién de sMICA en el suero de pacientes con CG. (A) Curva
estandar de rMICA con combinacion Ac AMO1 de captura y BAMO3 de deteccion (B)
Niveles de sMICA en suero de pacientes con CG y en controles sanos. Se analizaron
14 sueros de pacientes con CG y 14 controles sanos. En A se grafica el valor promedio
de tres determinaciones + SD. @, ™, valores individuales para sMICA en el suero.
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3.2.4. Deteccidn de sMICA en el suero de pacientes con CG

Se analizé el suero de 14 pacientes con CG como también de 14 controles
sanos de una edad similar. La presencia de sMICA solo fue detectable en 10 pacienies
(> 20 pg/ml) y en 8 controles sanos. El promedio de sMICA fue de 106,2 pg/ml y 60,0
pg/ml en pacientes con CG y contfroles sanos, respectivamente. Sin embargo, no se
observd diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de sMICA

en el suero de pacientes y controles sanos (Figura 14B).

3.25. Correlacion de la expresién de sMICA y Ia expresion MICA en Ia

superficie de células derivadas del tejido tumoral.

Un aumento en los niveles de MICA soluble podria deberse a que esta molécula
es clivada de las células tumorales, lo que disminuiria MICA en la superficie de las
celulas tumorales al mismo tiempo en que aumentan los niveles séricos de su forma
soluble. Por esta razon, evaluamos si los niveles de sMICA se correlacionaban con la
expresion celular de MICA (tanto por MFI como por porcentaje de células positivas
para MICA).

Se pudo observar una correlacién negativa entre los niveles de MICA soluble y
los niveles de expresidén (MFI) y porcentaje de células positivas para MICA en Ilas

celulas derivadas del tumor primario de pacientes con CG (Figura 15),
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Figura 15. Correlaciéon entre la expresion de MICA en la superficie celular de
células derivadas del tumor y los niveles de sMICA en el suero de pacientes con
CG. (A) Correlacion entre el MFI para MICA y los niveles de sMICA, analizada por el
test de correlacion Spearman. (B) Correlacion entre el porcentaje de células positivas
para MICA y los niveles de sMICA, analizada por el test de correlacién Pearson. Curva
regresion lineal n=14.

3.3. Correlaciéon de la expresién de NKG2DL y sMICA con los parametros

clinico patolégicos de la enfermedad

Debido a que los NKG2DL se expresan en células derivadas del tumor primario
de los pacientes con CG analizados (Figura 6), se evalué si la expresion de NKG2DL
podria ser utilizada como un posible marcador en el diagnostico diferencial y estadio
del cancer. Para esto, se asociaron los niveles de expresion o el porcentaje de células
positivas para los ligandos estudiados con los distintos parametros clinico-patologicos
de la enfermedad.

Se ha descrito, por ejemplo, que el tamario del tumor esta relacionado con el
prondstico del adenocarcinoma gastrico (Adachi y col, 1997: Jun y col, 2009), por lo
que se decidio correlacionar la expresion de los NKG2DL con el tamafio del tumor. Los
pacientes se dividieron en dos grupos basados en el tamafio del tumor: en un grupo
cuyo tumor era menor o igual a 4 cm y otro grupo con tumores mayores a 4 cm.

Distintos estudios sugieren que el tamafio tumoral en CG sirve como un indicador de
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pronostico independiente, algunos trabajos han determinado que el punto de corte
6ptimo para el tamafio tumoral es de 4 cm, que corresponde al tamafio tumoral mas
frecuente entre pacientes con CG (Guo y col, 2013). En base a esto, se comparo la
expresion y el porcentaje de células positivas para NKG2DL entre tumores de tamafio
menor o igual 4 cm y mayor a 4 cm. Sin embargo, no se encontrd una diferencia
estadisticamente significativa entre los dos grupos de tamario de tumor (no mostrados).

Dada la alta variabilidad interindividual de la expresion de NKG2DL observada
en este estudio (Figura 15), se decidio correlacionar la razén de la intensidad de
expresion y el porcentaje de células positivas para NKG2DL entre el tumor primario v la
mucosa adyacente al tumor con el estadio de la enfermedad. Se observe gque la
proporcion de la expresion (MFI) entre el tumor y la mucosa para MICB y ULPB-1 era
significativamente mayor en estadios tardios del cancer gastrico que en estadios
tempranos. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa cuando se comparo la
razon entre el porcentaje de células positivas para MICB y ULBP-1 entre los estadios
temprano y avanzado (Figura 16A). Para los ligandos MICA, ULBP-2, ULBP-3 y CD44
(Figura 16A y B), no se detect6 una diferencia significativa cuando se analizd la razén
de la expresion y el porcentaje entre células tumorales y de la mucosa comparandolos
entre las etapas temprana y avanzada del tumor.

Ademas, se determiné que la expresién (MF! o porcentaje de células positivas
para NKG2DL} y razén de expresion de NKG2DL y CD44 entre las células derivadas
del tumor versus las células de la mucosa no se asocia con otros parametros clinico-
patolégicos de la enfermedad, como el tamafo del tumor, extension tumoral, o
metastasis hacia ios linfonodos. Tampoco se encontré asociacién entre los niveles de

sMICA y los parametros clinico-patolégicos de pacientes con CG (datos no mostrados).
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Figura 16. Razén de Ia expresién y frecuencia de NKG2DLs entre tejido tumoral y
la mucosa de pacientes con CG asociados con el estadio tumoral. Expresion (MFI)
(A) y porcentaje de células positivas (B} de MICA/B, ULBP-1-3 y CD44 entre el tejido
tumoral y de mucosa se agruparon de acuerdo al estadio tumoral, definido como 1,1l

(temprano) o LIV (tardio). Los datos re

con CG  SD. *, p<0.05.

presentan valores obtenidos de 16 pacientes
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3.4. Correlacion de la expresion de NKG2DL y sMICA con la sobrevida de los

pacientes con CG

Finalmente, se estudié la sobrevida de los pacientes con CG durante un
periodo de 19,4 meses después de haberse realizado la operacion. De los 16
pacientes que se realizé la gastrectomia total, 10 de ellos (65,5 %) fallecieron durante
el periodo analizado (Figura 17A). Se comparé la sobrevida entre el grupo de pacientes
con CG con tamaio de tumor rr:enor o igual a 4 cm y mayor a 4 cm, asi como entre
pacientes cuyos tumores que presentaban una diferenciacién alta/moderada y
baja/indiferenciado, una extensién tumoral T1/T2 y T3/T4, un estadio LIty I IV, v
metastasis hacia los linfonodos NO y N1/2/3. Para esto, se realizé un analisis de
sobrevida seg(in el método de Kaplan-Meier, y las curvas de sobrevida se compararon
utilizando la prueba de Log-rank. En los analisis realizados, se observé una mayor
sobrevida en los pacientes con menor extension tumoral (T1/T2) (p= 0.023, Figura
17D), estadios tempranos de la enfermedad (I,Il) (p= 0.0242, Figura 17E}, v en
ausencia de metastasis de linfonodos (NO) (p= 0.0049, Figura 17F). Sin embargo, no
se encontrd una diferencia significativa al comparar la sobrevida post-operatoria con
relacién al tamafio del tumor, tampoco respecto a la diferenciacién tumoral (Figura 17B
y C).

Para evaluar si la expresion de los ligandos de NKG2D tenia correlacion con ia
sobrevida de los pacientes, estos se dividieron en dos grupos segun los niveles de
expresion de cada NKG2DL. Para determinar los niveles de expresion como altos y
bajos, el punto de corte se establecié como la mediana de los valores obtenidos para la
intensidad de expresion (MFI) o porcentaje de células positivas para cada ligando. El

analisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier para cada NKG2DL reveld gque no hay una
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diferencia significativa en la sobrevida entre los pacientes que expresan altos y bajos
niveles de NKG2DL (Figura 18A y B). También se analizo si la expresion de sMICA se
correlacionaba con la sobrevida de los pacientes con CG. Los pacientes se agruparon
de acuerdo a los valores de expresion de sMICA alto y bajo. El punto de corte se
determiné como la mediana, que corresponde a 180 pg/ml. Tampoco se observo una
diferencia en la sobrevida entre los pacientes con niveles elevados y bajos en el suero

de sMICA (p= 0.1347, Figura 18B).
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Figura 17. Curvas de sobrevida en pacientes con CG después de la gastrectomia
total. (A) Curva de sobrevida general (Kaplan-Meier) de 16 pacientes con cancer
gastrico después de la gastrectomia total. (B) Curva de sobrevida de Kaplan-Meier
para los pacientes con CG mostrando la progresion de acuerdo al tamafio del tumor
(s4 0 >4 cm de diametro). Sobrevida de pacientes con CG segun (B) la diferenciacion
(bien/moderadamente o poco/indiferenciado), (D) la extensién tumoral (T1/T2 6 T3/T4),
(E) el estadio del CG (1,11 6 111,1V), (F) metastasis en nodos linfaticos (NO 6 N1/2/3).
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Figura 18. Sobrevida de pacientes con CG. (A) Grafico de Kaplan-Meier para los
pacientes con CG representando sobrevida general de acuerdo a los niveles de
expresion NKG2DL MFI (A) o porcentaje de células positivas (B), alto o bajo. Los
pacientes se agruparon de acuerdo a los valores de expresion de NKG2DL o sMICA.
Las diferencias estadisticas se calcularon por el test de log-rank. (C) Grafico de
Kaplan-Meier para los pacientes con CG representando sobrevida general de acuerdo

a los niveles de expresion de MICA soluble, alto o bajo. n=16.
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4, DISCUSION

4.1. Expresion de NKG2DL en CG

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

En este estudio, se demostré que MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3,
ligandos del receptor activador NKG2D, son expresados y frecuentemente
coexpresados en células derivadas del adenocarcinoma gastrico y de la mucosa

gastrica adyacente al tumor. Sin embargo, hemos observado la presencia

significativamente mayor de células que expresan los ligandos ULBP-1 y ULBP-3 en Ia
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mucosa gastrica no tumoral en comparacién al tejido tumoral (Figura 6 B). La gran
mayoria de los pacientes estudiados expresa bajos niveles de todos los ligandos
analizados, y los pocos pacientes que expresan niveles altos de estas moléculas en el
tejido tumoral también expresan altos niveles en la mucosa gastrica. Esta expresion
elevada de ligandos en la mucosa adyacente podria deberse a que el tejido obtenido
de la mucosa correspondiente a estos tumores esté infiltrado con células tumorales o
también al hecho que muchos pacientes presentan gastritis cronica, y puede que este
proceso inflamatorio preduzca un aumento en la expresiéon de NKG2DL. Ademas, los
pacientes que presentan una alta expresion de NKG2DLs en la mucosa también
poseen una alta expresion de CD44, una molécula de adhesioén altamente expresada
en adenocarcinoma gastrico (Ghaffarzadehgan y col, 2008).

Para poder evaluar si hay una mayor expresion de NKG2DL durante las
diversas etapas de desarrollo del cancer gastrico, habria que analizar [a expresién de
NKG2DL en la mucosa géstrica de individuos sanos como un control basal de los
niveles de expresidon de estas moléculas. Sin embargo, conseguir una muestra de
mucosa gastrica de individuos sanos es un proceso complejo, ya que se debe realizar
mediante endoscopia, procedimiento que, en general, se realiza cuando existe algin
problema de salud. Como se explico anteriormente, MICA se expresa
constitutivamente en el tracto gastrointestinal y se sobreexpresa en respuesta al estrés
y transformacién celular. Por ello, es posible que la mucosa gastrica adyacente al
tumor también esté alterada en estos pacientes, por lo que no seria un buen control de
expresion de estos ligandos.

También es importante destacar que la molécula CD44, también evaluada en
este estudio, no es un buen marcador para definir la poblacién tumoral, debido a que

los linfocitos también la expresan. Por lo tanto, para poder definir la poblacién de las




53

células tumorales, se deberia ocupar otro marcador tumoral, como EpCAM, el cual
usualmente no se expresa en la mucosa gasitrica sana pero si es expresado
frecuentemente en cancer gastrico (Balzar y col, 1999). Ademas, se deberia utilizar un
marcador que permita excluir del estudio los leucocitos, como el CD45 (antigeno
comun leucaocitario).

En este estudio, también se pudo demostrar, mediante PCR semicuantitativo,
que los ligandos del receptor NKG2D se expresan a nivel de mRNA, lo que confirma
adicionalmente que los NKG2DL se expresan en las células derivadas del tejido
tumoral y mucosa gastrica de pacientes con adenocarcinoma gastrico. Sin embargo, no
se observé una diferencia entre los niveles de RNA de los NKG2DL entre el tumor yla
mucosa adyacente (Figura 7), similar a lo que hemos observado a nivel proteico, por

citometria de flujo.

4.2. Evasidn de la respuesta inmune en CG

El hecho que las células derivadas del tejido tumoral expresen simultaneamente
los diferentes ligandos de NKG2D, y habiéndose demostrado que el receptor NKG2D
participa en la inmunovigilancia y eliminacién de células tumorales {Bauer y col, 1999),
se esperaria que estas células fueran mas susceptibles a la citotoxicidad mediada por
linfocitos NK, NKT, T CD8" o Ty3, resultando en el contro! del crecimiento tumoral ¥ un
prondstico mas favorable para la enfermedad. Sin embargo, estos tumores han podido
progresar, lo cual implicaria que las interacciones entre el receptor NKG2D y sus
ligandos podrian estar alteradas en el microambiente tumoral. Esto podria explicarse,

ya que, si bien los ligandos de NKG2D estan presentes en las células derivadas del

tumor, sus niveles de expresién en la superficie celular no serian 6ptimos para
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estimular adecuadamente la respuesta antitumoral mediada por los linfocitos
citotoxicos. Se ha descrito que la capacidad de una linea celular que expresa NKG2DL
para estimular la respuesta antitumoral depende criticamente de los niveles de
superficie NKG2DL expresados en las células tumorales (Diefenbach y col, 2001).
Debido a que esta actividad est4d guiada por el balance de sefiales activadoras e
inhibidoras, y asf como una expresién de NKG2DL elevada es capaz de gatillar que las
ceélulas NK superen las sefiales inhibitorias y se activen, una modesta disminucion de
NKG2DL puede influenciar criticamente en la reactividad de las células NK (Bauer y
col, 1999; Cosman y col, 2001).

Lo mencionado anteriormente podria deberse también a que células tumorales
emplean distintos mecanismos para evadir la inmunovigilancia mediada por el receptor
NKG2D. Uno de estos mecanismos es el corte proteolitico de los NKG2DL de Ia
superficie celular, resultando en liberacion de ligandos solubles, los cuales se han
detectado en el suero de pacientes con cancer (Eisele y col, 2006; Groh y col, 2002;
Holdenrieder y col, 2008a; Salih y col, 2002). Distintos estudios demuestran que la
presencia de sMICA en el suero de pacientes con cancer interfiere con la inmunidad
antitumoral por medio de la regulacién negativa del receptor NKG2D en los linfocitos
citotdxicos, llevando a una funcion citotéxica defectuosa (Groh y col, 2002; Jinushi y
col, 2005). Formas solubles de ULBP-1 y ULBP-3 se han descrito en sobrenadantes de
lineas celulares tumorales (Fernandez-Messina y col, 2010; Song y col, 2006b). Sin
embargo, esto no se ha podido demostrar en pacientes con cancer. Debido a lo
anteriormente mencionado, se evaluaron los niveles de MICA soluble en los sueros de

los pacientes con CG y se correlacionaron con los niveles de expresion de MICA en

células derivadas del tumor primario en los mismos pacientes.
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Se disefid un sistema de ELISA de captura para detectar sMICA:; en esta
metodologia, se utilizé AcPo anti-MICA de captura (desarrollado en nuestro laboratorio)
y un AcPo anti-MICA de deteccion (comercial). Para poder realizar la curva estandar
que permita determinar la concentracion de sMICA, se utilizd MICA recombinante
humano, que fue producido y purificado en el laboratorio. Uno de los mayores
problemas enfrentados durante la purificacion de MICA fue que Ia proteina
recombinante co-eluia con otras proteinas contaminantes (Figura 10), las cuales
podrian corresponder a proteinas de E. cofi que se unian a la resina. Esto Gltimo se
postula en base a que se ha descrito que proteinas nativas de E. colf poseen alta
afinidad por el niquel, por lo que pueden ser co-purificadas en cromatografia
de afinidad en columnas con niquel (Bolanos-Garcia & Davies, 2006). Luego, debido a
que MICA recombinante obtenida en este estudio no estaba totaimente pura, sélo se
pudo determinar una concentracion aproximada de esta. Por lo mismo, esta proteina
se utilizd sélo para estandarizar las concentraciones optimas de anficuerpos de
captura, de deteccion y de estreptavidina-peroxidasa, ya que es necesario tener la
concentracion exacta de la proteina en estudio para realizar la curva estandar. Por lo
tanto, para hacer la curva estandar del experimento, se utiizé MICA recombinante
comercial; sin embargo, con la primera combinacion de anticuerpos, no se obtuvo una
sensibilidad suficiente para detectar sMICA en el suero — ni con el sustrato TMB ni con
el quimioluminiscente, con el cual se deberia obtener una mayor sensibilidad (Figura
13). Como resultado, se utilizd otra combinacion de anticuerpos comerciales anti-MICA:
AMO1 y BAMOS3, con los cuales se pudo obtener una sensibilidad del orden de los
picogramos (Figura 14A), ya que sMICA se ha detectado en el suero en otros
pacientes con cancer dentro de este rango de concentracion (Holdenrieder y col,

2006a).
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Nuestros resultados indican que en 11 de 14 pacientes con CG (se disponia de
14 sueros de un total de 16 pacientes estudiados) se detectd sMICA en el suero. Sin
embargo, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
concentracion de sMICA entre los pacientes con cancer gastrico v los controles sanos
(Figura 14B). A diferencia del promedio de sMICA descrito en la literatura para
controles sanos (30 pg/ml) (Holdenrieder y col, 2006a), en este estudio se detectoé
niveles mas altos de sMICA en varios individuos sanos. Esto podria explicarse debido
a que numerosas enfermedades benignas han sido asociadas con elevados niveles de
sMICA (Holdenrieder y col, 2006a), lo que estaria limitando la capacidad diagnéstica de
sMICA para el cancer. Ademas, se han detectado aitos niveles de sMICA en individuos
con enfermedades infecciosas, hepaticas y renales (Holdenrieder y col, 2007).
Tambien se han encontrado altos niveles de sMICA en el suero de pacientes celiacos,
mientras que sueros controles de pacientes con enteropatias no celiacas fueron
negativos para MICA. Interesantemente, pacientes bajo una dieta que contiene gluten
poseen niveles significativamente mas altos de sMICA comparados con pacientes con
una dieta libre de gluten (Hue y col, 2004). Otro estudio reporté elevados niveles de
sMICA/B en el suero de mujeres embarazadas (Mincheva-Nilsson y col, 2006). Por lo
tanto, la liberacién de NKG2DL soluble no es un fenémeno exclusivo de neoplasias,
sino que también ocurre bajo varias condiciones fisiologicas y situaciones
patofisioldgicas no malignas, por lo que es necesario tener un criterio mas estricto en la
seleccion de los controles sanos. También es posible que no se haya detectado sMICA
en algunos pacientes debido a problemas técnicos, ya que MICA posee mas de 91

alelos descritos (base de datos IMGT), y es posible que la combinacion de anticuerpos

utilizada no haya detectado algunos de estos alelos.
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No obstante, se pudo observar una correlacién negativa entre los niveles de
MICA soluble y los niveles de expresion o porcentaje de células positivas para MICA en
las células derivadas del tumor (Figura 15). Los pacientes que poseen mayores niveles
de MICA soluble poseen bajos niveles de expresion de MICA en la superficie, y esta
disminucion de los ligandos en superficie podria estar determinando que la respuesta
antitumoral sea menos eficaz. Ademas, la liberacidon de MICA hacia el medio
extracelular podria afectar también la funcién del receptor NKG2D en las células
citotoxicas efectoras, por lo que hubiera sido interesante haber evaluado la expresian
del receptor NKG2D en células NK vy linfocitos T CD8" circulantes e infiltrantes de
tumor y ver si una disminucién de este receptor se asociaba con la presencia de sMICA
en el suero.

Asimismo, aunque no se encontré una correlacién entre sMICA y los
parametros clinico-patolégicos de la enfermedad, es posible que la presencia de
sMICA se deba a la inflamacion de la mucosa géastrica que presentan los pacientes, ya
que se ha demostrado que, en condiciones de inflamacion crénica, hay un aumento
moderado de sMICA en el suero (Groh y col, 2003; Holdenrieder y col, 2007).

Estudios recientes del laboratorio han detectado MICA y MICB soluble en
sobrnadantes de cultivo, en donde se habia dejado incubando un trozo de tumor de un
paciente con CG durante 24 h, por lo que es posible que mas de un ligando se pueda
estar liberando en forma soluble de manera de evitar al respuesta anti-tumoral. En este
estudio, el porcentaje de células positivas para ULBP-1 y ULBP-3 es significativamente
mayor en la mucosa en comparacién al tumor, lo cual nos estaria indicando que hay
una disminucion de la expresion de NKG2DL en el tumor, o que podria deberse a la
protedlisis de los ligandos de la superficie de las células tumorales. Por esta razon,

también serfa interesante evaiuar la expresion de los otros ligandos en el suero de los
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pacientes con cancer gastrico, ya que, ademas, o alternativamente a MICA soluble,
otros ligandos, como el mas cercano relativo MICB, o los ULBPs, podrian estar siendo

liberados desde la superficie de las células tumorales, disminuyendo la expresion en

superficie de los ligandos.

4.3. Expresién NKG2DL y su correlacién con parametros clinico-patolégicos

en CG

Al comparar la sobrevida entre grupos de pacientes con CG con los parametros
clinico-patolégicos, se encontré que una mayor extensién del tumor, estadios
avanzados del CG y metastasis presente en los linfonodos se asocian con una menor
sobrevida. Esta respuesta era esperable, ya que estos son indicadores del prondstico
de la enfermedad (Siewert y col, 1998). Distintos estudios han relacionado a los
tumores gastricos de mayor tamario con un peor pronéstico (Guo y col, 2013; Zu y col,
2013). Ademds, se ha determinado en algunos trabajos que los pacientes con
adenocarcinoma bien y moderadamente diferenciados tienen un mejor pronostico que
los adenocarcinomas poco diferenciados (Adachi y col, 2000; Wang y col, 2010). Sin
embargo, en este estudio, no se encontrd una asociacién significativa entre la
sobrevida y el tamafio del tumor o entre la diferenciacién tumoral.

En este estudio, también se analizé si existe una asociacion entre los niveles de
expresion (MFI) o el porcentaje de células positivas para los NKG2DL estudiados y los
distintos parametros clinico-patolégicos de la enfermedad. No se observé ninguna
correlacién entre la expresion de ligandos de NKG2D tanto en superficie celular como

MICA soluble con los factores clinico-patoldgicos (datos no mostrados).
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Sin embargo, al evaluar la razén de los niveles de expresion (MFI) para MICB y
ULBP-1 entre el tumor y la mucosa con relacién al estadio del cancer gastrico,
observamos que los tumores cuya expresion de estos NKG2DL era mayor que en la
mucosa adyacente correspondian a tumores en estadios avanzados, mientras que
aquellos tumores que posefan una expresién de NKG2DL similar o menor al de la
mucosa se caracterizaban como tumores diagnosticados en fase avanzada de la
enfermedad (Figura 16B).

La eliminacién tumoral mediada por NKG2D se considera efectiva en estados
temprano del crecimiento tumoral (Diefenbach y col, 2001; Guerra y col, 2008; Siewert
y col, 1998). De este modo, los niveles de expresion de ligandos de NKG2D en Ila
superficie de células tumorales puede determinar la eficacia de la respuesta
antitumoral, por lo que una disminucién de la expresion de estos ligando en etapas
tempranas del tumor podria evitar la inmunovigilancia mediada por NKG2D durante el
desarrollo tumoral. Ademés, si esta disminucién es debida a la expresién de los
ligandos solubles, estos pueden actuar también sobre el receptor NKG2D, evitando la
eliminacién del tumor. De este modo, podrian seleccionarse y crecer células tumorales
que expresen ligandos de NKG2D, aumentando la disponibilidad de la expresion de
ligandos en los estados tardios, lo que también puede afectar la funcion del receptor
NKG2D, ya que se ha descrito que la expresion sostenida de los NKG2DL en los
tumores puede también promover la disminucion de la expresion del receptor NKG2D
de las células efectoras, comprometiendo asi su citotoxicidad {Oppenheim y col, 2005).

Ademas, no se encontré una relacion entre la expresion de los ligandos y la
sobrevida de los pacientes, tampoco para la expresion de MICA soluble (Figura 18).
Por esta razén, postulamos que la expresién de NKG2DL en superficie celular o MICA

soluble en el suero no se correlacionan con un mal pronostico en CG.
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Estudios han demostrado que en algunos tipos de cancer, como el de ovario,
carcinoma de cuello y cabeza, mieloma mtltiple y leucemia, los niveles elevados de
SMICA en el suero estarfan asociados con un peor pronéstico para los pacientes
(Jinushi y col, 2008; Lt y col, 2009; Salih y col, 2003; Tamaki y col, 2008). También se
ha demostrado que los niveles de sSMICA aumenta con la progresion tumoral para sl
cancer de prostata y hepatocarcinoma, entre otros (Holdenrieder y col, 2006a; Jinushi y
col, 2005; Jinushi y col, 2008; Wu y col, 2004). En algunos tumores, como el cancer de
pulmon, alios niveles de sMICA son detectables ya en etapas tempranas de la
enfermedad sin un aumento durante la progresién (Holdenrieder y col, 2006a), por lo
que es posible que este también pueda ser el caso del cancer gastrico, cuyos niveles
de sMICA no se correlacionan con la progresién de la enfermedad.

En general, el efecto de la expresion en superficie celular de NKG2DL vy la
presencia de ligandos solubles en el suero en CG requiere una evaluacion mas a
fondo, debido a que se observan distintos grupos de pacientes: unos gque expresan
altos niveles de NKG2DL en superficie y ofros que expresan niveles muy bajos de los
ligandos. Es necesario el andlisis de un mayor nimero de pacientes para corroborar
estos resultados y quizas para poder obtener alguna correlacion significativa con el
desarrollo y progresion de la enfermedad.

También es necesario investigar si la expresién de NKG2DL en la superficie de
las células tumorales y/o la expresion de NKG2DL soluble tienen alguna influencia en
el microambiente inmunolégico en el cancer gastrico, ya que altos niveles de ligandos
de NKG2D solubles podria llevar a una regulacién negativa del receptor NKG2D en
celulas citoliticas y, de este modo, una insensibilidad o anergia de las células del
sistema inmune, lo que podria resultar en la evasion del ataque inmune por tumores

que expresen los ligandos solubles del receptor NKG2D.
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En resumen, los resultados obtenidos en este estudio nos permiten corroborar
parte de la hipotesis propuesta. Se observd una correlacidn entre la expresion de MICB
y ULBP1 en las células derivadas del tumor con la progresion tumoral (determinada por
el estadio de la enfermedad {Csendes y col, 1992)). Sin embargo, la expresion de
NKG2DL en células derivadas del tumor o MICA en forma soluble en el suero no se
correlaciona con una menor sobrevida en los pacientes con CG.

Finalmente, los mecanismos por los cuales los NKG2DL median la funcion o
disfuncidn inmune pueden ser diversos en diferentes tumores o diferir de acuerdo al
microambiente tumoral. Los resultados obtenidos en la presente Tesis nos permiten
postular que el aumento de los niveles de superficie de ligandos de NKG2D en la
superficie de células tumorales en estadios avanzados de la enfermedad podria ser
uno de los mecanismos por el cual el adenocarcinoma gastrico escapa de la vigilancia

inmune.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio demuestran que los ligandos de NKG2D se
expresan tanto en células derivadas de adenocarcinoma gastrico como en la mucosa
gastrica adyacente al tumor. Se observé la mayor presencia de células positivas para
los ligandos ULBP-1 y ULBP-3 en la -mucosa en comparacion al tejido turmnoral; sin
embargo, para los demas ligandos estudiados, no hay una diferencia estadisticamente
significativa en la expresion entre el tumor y la mucosa géastrica.

El 71 % de los pacientes evaluados expresa MICA soluble en el suero. No
obstante, no se encontré diferencia estadisticamente significativa respecto a la
concentracién de sMICA sérico entre los pacientes con cancer gastrico y controles
sanos.

Los niveles de MICA soluble se correlacionaron inversamente con la expresion
en superficie celular de MICA y con el porcentaje de células positivas para este ligando
presentes en el tumor,

Los tumores en estadios tardios (Il y IV) expresaron significativamente mayores
niveles de MICB y ULBP-1 (con respecto a la mucosa) en comparacién a los estadios
temprano (I y 1l), por lo que este aumento de la expresién de estas moléculas podria
estar asociado a la progresién del tumor. .

La expresion de MICA, ULBP-2 y ULBP-3, asi como sMICA sérico no se
correlaciona con los parametros clinico-patologicos analizados, tampoco con la
sobrevida de los pacientes, por lo que su expresion no se relaciona ni con el prondstico

ni con la progresidn del cancer géstrico.
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TITULO DEL PROYECTO: “Estudio de células T regulatorias y su efecto en la regulacion de la funcién
de células NK y expresion de ligandos de NKG2D en cancer gastrico”

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

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Estudio de células T
regulatorias y su efecto en la regulacion de la funcion de células NK y expresion de ligandos de
NKG2D en céncer gastrico”.

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

El objetivo de este proyecto es verificar si células T regulatorias y la molécula IL-10 modulan
la funcion de las células NK durante la respuesta inmune contra el cancer gastrico.

Este estudio se hara con un numero total de 30 pacientes del Hospital Salvador, Santiago,
Chile. Si Ud. acepta participar en este estudio, se le pedira que done una pequeiia muestra de tejido
de estomago, del tamafio de una pastilla de paracetamol, que sera extraida durante la cirugia. E|
procedimiento no tendra mas riesgos para Ud. que la cirugia misma.

Ademds, se le pedira una muestra de sangre del tamafo de una cuchara de te, lo que
tampoco presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio hematoma.

La participacidn en este estudio no le significard a Ud. ningun beneficio directo. Sin embargo,
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 investigacion. 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 economica por su participacion en este estudio,

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

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

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

En el caso de que se estime necesario utilizar las muestras donadas por Ud. en otros
estudios, se 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:
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Investigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro (o Dra. Maria Carmen Molina)
Teléfonos: (2) 978-6347
{2) 978-6724

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

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

Dr. Manuel Oyarzin

Departamento de Bioética y Humanidades Médicas
Facultad de Medicina - Universidad de Chile
Teléfono: (2) 274-1560

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

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

Nombre del paciente Firma Fecha

Nombre del Informante Firma Fecha

Nombre del Investigador Firma Fecha
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

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

Le estamos invitanda a participar en e} proyecto de investigacion “Uniendo la intmunidad
innata y adaptativa: rol de las células NKT vy linfocitos T reguladores en la inmunoregulacién de Ia
respuesta inmune contra el cdncer gastrico”,

Esta investigacién pretende estudiar algunos mecanismos que estarfan involucrados en la
formacidn de tumores, lo que permitiria a largo plazo mejorar los tratamientos que se aplicardn en
esta enfermedad,

Se pretende estudiar si unos tipos determinadas de ¢élulas (Ilamadas células T reguladoras ¥
células “natural killer 7" (NKT}) y otras sustancias llamadas “moduladoras” influyen en la respuesta
del organismo frente al tumor.

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

Este estudio se hard con un ndmero 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 gue no
presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio moretdn, dolor y rara vez infeccidn.

La participation en este estudio no le significard a Ud. ningtn beneficlo directo. Su
contribucién a esta iniclativa beneficiara el progreso del conocimiento y el mejor tratamiento de
futuros pacientes con cancer.

Ud. es libre de no participar en esta investigacidn, St Ud. decide no participar, no habrd
consecuencias negativas para Ud. Adicionalmente, Ud. no recibird ninguna compensacion
econdrmica por su participacion en este estudio.

Confidencialidad: Toda la informacidn derivada de su participacién en este estudio sera
conservada con estricta confidencialidad, A sus datos solo tendran el acceso los investigadores ylos
Comités de Etica Cientificos.

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

Su participacién en esta iniciativa es totalmente voluntaria. Por lo tanto, Ud. es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento, comunicdndole al investigador responsable, sin que
ello signifique maodificaciones en el estudio.

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

St Ud. necesita cualquier otra informacion sobre este estudio o acerca de su participacién,
puede lamar a:

Investigador respansable: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Teléfona: (2) 978-6088
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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.

Despues ce haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber
podide aclarar todas mis dudas, otorge mi consentimiento voluntario para participar en el proyecto
“Uniendo Iz inmunidad innata y adaptativa: rol de las células iNKT y linfocitos T reguladores en Ia
inmunoregulacion de Ia respuesta inmune contra el cancer gastrico”.

Nombre del donante Firma Fecha
Nombre del informante Firma Fecha
CAROLINA HAGER RIBEIRO

Nombre del Investigador Firma Fecha
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Anexo 3

GOBIERNO DE CHILE
Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

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

“Estudio de células T regulatorias y su efecto en la regulacion de la funcion de células NK y expresion de

ligandos de NKG2D en cancer gastrico™

¥ que conducira como Investigador Principal la Dra. Carolina Hager Ribeiro en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y la colaboracion del Dr. Marco Bustamante Jefe del Equipo de Cirugia Digestivo Alw del
Servicio de Cirugia del Hospital del Salvador.

Se analizo y aprobé los siguientes documentos del estudio:
* Proyecto FONDECYT in extenso. en inglés .
*  Consentimiento [nformado, firmado por ¢l CEC del $.5.M. Oriente el 03 de Noviembre de 2009,

e CVdel Investigador Principal: Dra. Carolina Hager R.

Envio la ndmina de los miembros permanentes del CEC del $.8 M. Oriente que participaron del analisis \

aprobacion del Proyecto antes seialado:

Dra. Maria Esther Mcroni Geriatra Inst. Nac. de Geriatria

Dr. Manuel Sedano Lorca Gineco-Obstetra Hospital Dr, Luis Tisné ——l
Dr. Jorge Plasser Troncoso Cirujano- Oncélogo Tlospital del Salvador -

Dr. Luis Soto Roman Utidlogo Inst. Nacional del Torax

Dr. Andrés Stuardo Luengo Neur6logo- Presidente Hospital del Salvador

 Dr. RicardoVacarezza Yavar | Hematélogo- Secretario | Hospital del Salvador

Dra. Liliana Vicherat Mauro Inmundloga Inst. Nac. del Torax '
Sra. Elena Nufez Migone Enfermera- Coordinadora SSM.O. B

Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra Representante de la Comunidad | No institucional o
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Anexo 4

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA , 0 g JuL. 2003
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

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

Dr. Manuel Oyarzun G., Médico Neumélogo, Presidente

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

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg. Bioética

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Pediatra Infectdlogo

Dr. Julio Pallavicini, Médico Psiquiatra

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

£/ Comite reviso los siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informade
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromise del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

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

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

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

a)
D)

9
d)

e)
N

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

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

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

Notificacion oportuna de reacciones adversas: no aplica.

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

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

minimos.

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

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

MGH/mva.

~/ Vicepresidenta
Comité de Etica dn Investigacion
en Sn:rcsi Humanos

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

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