
uc-H-FC_

oiofe^cf:Olobto

?%

UNIVERSIDAD DE CHILE FACULTAD DE CIENCIAS ESCUELA DE PREGRADO

"ANALISIS  DE LA EXPRESION  DE LOS LIGANDOS DE NKG2D EN

TUMOR DE PACIENTES CON CANCER GASTRICO Y SU
CORRELACION CON PARAMETROS CLiNICO-PATOLOGICOS DE LA

ENFERMEDAD"

Seminario  de  "tulo  entregado  a  la  Universidad  de  Chile  en  cumplimiento  parcial  de  los
requisites para optar al Titulo de lngeniero en Biotecnologia Molecular

KARINA LORETO KRAMM VERGARA

Directora de Seminario de Titulo:  Dra.  Maria Carmen Molina
Co-Directora de Seminario de Titulo:  Dra. Carolina  H.  Ribeiro

Profesor Patrocinante: Dra. Maria Rosa Bono

Marzo de 2014
Santiago - Chile



ESCUELA  DE  PREGRADO -FACULTAD  DE  CIENCIAS -UNIVERSIDAD  DE  CHILE

EEra

lNFORIVIE DE APROBAC16N SEMINARIO DE TITULO

Se   informa   a   la   Esouela   de   Pregrado   de   la   Facultad   de   Ciencias,   de   la
Universidad  de  Chile  que  el  Seminario  de  Titulo,  presentado  por  la  Srta.   Karina  Loreto
Kramm Vergara.

``AN^LISIS DE LA EXPRES16N  DE LOS LIGANDOS DE NKG2D EN TulvIOR DE

PACIENTES CON CANCER GASTRICO Y SU CORRELAC16N CON PARAMETROS
CLINICO-PATOLdGICOS DE LA ENFERMEDAD"

Ha sido aprobado par la Comisi6n de Evaluaci6n,  en oumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de lngeniero en Biotecnologia Molecular

Dra. Marla Carmen Molina
Directora Semlnario de Titulo

Carolina Hager Ribeiro
Co-Dlroctora

Comisl6n de Evaluaci6n

Dra. Daniela Sauma
Presldente (a) Comls[6n

Dr. Alejandro Roth
Eva[uador

Santiago de Chile, marzo 2014





BIOGRAFiA

Naci el  16 de agosto de  1986 en  Puerto
Montt,  fui  la  primera  hija  de  mjs  padres  Soledad
Vergara  y Jorge  Kramm.  Al  afio  despues  nacj6  mi
hermana   Ver6nica.   Por  cosas  de  trabajo  de   mi
padre   el   aFlo   1993   nos   fuimos   a   vivir  a   Chillan,
donde  entre  a  estudiar  al  colegio  English  School
en  el  cual  curse  hasta  septimo  basico.  Luego  me
cambie  al  colegio  Padre  Hurtado donde termine  la
ensefianza   media.   Debido  a  que  me  gustaba  el
area   de   biologia   en   el   colegio   decidi   estudiar
lngenieria     en     Biotecnologia     Molecular    en     la
Universidad   de   Chile.   Ya   habiendo   cursado   los
ultimos   ramos,   decidi   desarrollar   mi   tesis   en   el
area  de  lnmunologia,  en  el  laboratorio  de  Evasi6n
inmune  en  la  Facultad  de  Medicina,  bajo  la  tutela
de  la  Dra.  Maria Carmen  Molina.

Actualmente  me encuentro terminando el  Magister
en  Ciencias  Biol6gicas que  imparte  la  Universidad
de    Chile,     con    el    cual    espero    adquirir    mas
experiencia en el area de la ciencia.



AGRADEC]lvl[ENTOS

Primero   quisiera   agradecer   el   financiamiento   del   Proyecto   FONDECYT   Regular
1130330 y del Proyecto FONDECYT de lniciaci6n  11110456.

A  mi  papa  y  mama  por  su  apoyo,  preocupaci6n,  paciencia  y  por  regalonearme  al
maximo cada vez que voy a Chi]lan a visitarlos.

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

Agradezco  tambi6n  a  la  Dra.  Maria  Carmen  Molina.  directora  de  este  seminario  de
titulo,  por recibirme en  su  laboratorio y brindarme su apoyo y guia en el transcurso de
este trabajo.

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

A  mis  compafieros  del  laboratorio:  Maca,  Caro,  Fran,  Guille,  Bastian,  Vale,  Lorenzo,
Agnes,  Marce,  Daniel,  Felipe por su compafiia, buena onda y ayuda dentro y fuera del
laboratorio.

AI   IBT,   especialmente   a   Roberto  y  Norberto   por  ayudarme  al   comienzo   con   los
experimentos.

AI LIAM por su buena disposici6n y prestarme muchas veces los equipos.

AI  Programa  de  lnmunologia  en  general  por  hacer  que  el. transcurso  de  el  tiempo
desarrollando mi tesis sea mucho mas ameno.

A mis compafieros  de  la  Universidad  por su  amistad y  hacer estos  afios  en  Santiago
entretenidos y  llevaderos,  principalmente a  la  Pane,  Manil,  Amparo,  Nicole,  Care  P.,
Diego, Caro 0., Nacho, Pablo y Leo.

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

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

A la Edel por hacerme siempre compafiia.

A todos ustedes, MUCHAS GRACIAS!

Plm



iNDICE  DE CONTENIDO

iNDICE DE TABLAS

iND[CE DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMEN

ABSTRACT

1.      INTRODUCC16N

1.1.     Cancergastrico

1.2.     Sistema  lnmune y c6lulas  NK

1.3.     Activaci6n de las celulas NK

1.4.     ReceptorNKG2D  (Natural  Killer Group 2, type D)

1.5.     Ligandos del recepfor NKG2D

1-6.      MICA

1.7.     Expresi6n de  NKG2DLs

1.8.     Evasi6n  del sistema inmune

1.9.      Hip6tesis

1.10.   Objetivos

1.11.   Objetivo  general

1.12.   Obj.etivos especificos

2.      IVIATERIALES Y METODOS

2.1.     Pacientes

2.2.     Analisis de expresi6n de
de mucosa gastrica

NKG2DLs en la  superficie de c6lulas tumorales y

2.2.1. Preparaci6n de suspensiones celulares desde el tejido tumoral y de
mucosa gastrica adyacente al tumor

2.2.2. Citometria de flujo

2.3.     Analisjs     de     los     njveles     de     mRNA     de     NKG2DLs     por     RT-PCR
semicuantitativo

2.3.1. Extracci6n  de RNA total

retrotranscrita (sqRT-PCR)

15

15

17

17

17

18

18
2.3.2. Electroforesis  de  RNA en  geles  de agarosa-formaldehido ....................... 19

2.3.3.Reacci6n      semicuantitativa      en      cadena      de      la      polimerasa

2.3.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa
2.4.     Determinaci6n  de la  expresi6n  de  MICA soluble  en  el  suero de  pacientes

con cancer gastrico
2.4.1. Cepa de Escher/.ch/.a co//. y plasmjdio

2.4.2. Expresi6n  de  rMICA en  E.  co//. BL21(DE3)  [pET15b-sMICA] ........ „ ....... „.21

2.4.3. Purificaci6n de rMICA

2.4.4. SDS-PAGE

lv



2.4.5. Western  Blot

2.4.6. Tinci6n con azul de Coomassie

2.4.7. Cuantificaci6n de proteinas

2.5.     Estandarizaci6n  de  ensayo  de  ELISA  para  la  detecci6n  de  MICA  soluble
en suero de pacientes con cancer gastrico
2.5.1. Estandarizaci6n  de  anticuerpos  de  captura  y  detecci6n  del  ensayo

de  ELISA

2.5.2. Estandarizaci6n  de  soluci6n  de  bloqueo  para  ELISA .......................... „..27

2.5.3. Optimizaci6n del anticuerpo de captura

2.5.4. Estandarizaci6n de anticuerpo de detecci6n y estreptavidina-HRP ......... 27

2.5.5. ELISA estandarizado  para detecci6n  de  MICA soluble  ........................ 28

2.5.6. Kit de ELISA para detectar MICA humano (BAMOMAB)..„ ........ 28

2.6.     Correlaci6n  entre  los  niveles  de  expresi6n  de  los  ligandos  del  receptor
NKG2D con  pafametros clinico-patol6gicos de la enfermedad ................ 29

2.7.     Analjsis estadlstico

3.     RESULTADOS
3.1.     Expresi6n  de  ligandos  de  NKG2D,  a  nivel  de  proteico  y  de  mRNA,  en

celulas derivadas del tumor primario de pacientes con cancer gastrico ............ 31

3.2.     Medici6n  de  la  expresi6n  de  MICA  soluble  en  el  suero  de  pacientes  con
cancer gastrico
3.2.1. Expresi6n y purificaci6n de SMICA

3.2.2. Purificaci6n de SMICA recombinante

3.2.3. Estandarizaci6n de ELISA de  captura para  detectar SMICA en suero
de pacientes con cancer gastrico

3.2.4. Detecci6n  de SMICA en el suero de pacientes con  cG .................... 44

3.2.5.Correlaci6n  de  la  expresi6n  de  SMICA  y  la  expresi6n  MICA  en  la
supemcie de c6lulas derivadas del tejido tumoral

3.3.     Correlaci6n   de   la  expresi6n  de   NKG2DL  y  SMICA  con   los  parametros
clinico patol6gicos de la enfermedad

3.4.     Correlaci6n  de  la  expresi6n  de  NKG2DL y SMICA con  la  sobrevida de  los

pacientes con CG

4.      DISCUS16N

4.1.     Expresi6nde  NKG2DLen  cG

4.2.     Evasion de la respuesta inmune en cG

4.3.     Expresi6n  NKG2DL  y  su  correlaci6n  con  pafametros  clinico  patol6gicos

5.      CONCLUSIONES

6.     ANEXOS

7.      BIBLIOGRAFiA



iNDICE DE TABLAS

Tabla  1.      Caracteristicas clinico-patol6gicas de los pacientes con cancer gastrico .......... 16

Tabla 2.     Partidores  y  condiciones  de  amplificaci6n  usados  para  el  analisis  de

RT-PCR semicuantitativo

Vl



iND[CE DE FIGURAS

Figura  1.            Esquema  representativo de sefializaci6n del receptor NKG2D .............. 7

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura  10.

Figura  11.

Figura  12.

Fjgura  13.

Figura  14.

Figura  15.

Figura  16.

Figura  17.

Fjgura  18.

llustraci6n representatjva de los NKG2DL humanos en comparaci6n  con
la  mol6cula  MCH  de clase  I

Organizaci6n ex6n/intr6n del gen  MICA

Representaci6n  esquematica del vector de expresi6n pET15b-SMICA ......... 22

NKG2DLs   son   expresados   en   celulas   tumorales   y   de   mucosa   de
est6mago de pacientes con  CG

Expresi6n  de  NKG2DLs  en  c6lulas  derivadas  del  tumor primario  y  de  la
mucosa adyacente al tumor de pacientes con CG

Expresi6n  de  mRNA  de  NKG2DLs  en  c6lulas  tumorales  y  de  mucosa
gastrica en pacientes con CG

Expresi6n  de SMICA en  E.  co//. BL21 (DE3)  [pET15b-sMICA] .............. 37

Distribuci6n  de  SMICA en  E.  co//. BL21(DE3)  [pET15b-sMICA] .............. 38

Expresi6n  y  purificaci6n  de  SMICA  por autoinducci6n  por  SDS-PAGE  al

Combinaciones     de     ELISA    de    tipo     sanc/w/.ch     utilizando     distintos
anticuerpos de captura

Estandarizaci6n de ELISA de tipo sandw/.ch

Curva estandar de rMICA

Detecci6n de SMICA en el suero de pacientes con CG

Correlaci6n   entre   la   expresi6n   de   MICA   en   la   superficie   celular   de
c6lulas   derivadas   del   tumor  y  los   niveles   de   SMICA  en   el   suero   de
pacientes con CG

Raz6n  de  la  expresi6n  y frecuencia  de  NKG2DLs  entre  tejido  tumoral  y
la  mucosa  de pacientes con  CG asociados con el estadio tumoral ........... 47

Curvas  de  sobrevida  en  pacientes  con  CG  de§pu6s  de  la  gastrectomia

Sobrevida de pacientes con CG

vii



LISTA DE ABREVIATURAS

ACMo

AcPo

DNA

Akt

BSA

CDNA

CG

DAP10

dNTPs

EDTA

EpCAM

ELISA

ERK

Fas

FITC

GM-CSF

GPI

Grb2

HBSS

IFN-y

19

lL

IPTG

ITAMs

kDa

LB

MEK

MHC-I

MICA/B

Anticuerpo monoclonal

Anticuerpo  policlonal

Acido  Desoxirribonucleico

Proteina quinasa a

Albtlmina s6rica  bovina

DNA codificante

Cancer gastrico

Proteina de activaci6n de DNAX de  10 kDa

Desoxirribonucleotido trifosfato

Acido etilendiaminotetrac6tico

Molecula de adhesj6n celular epitelial

Ensayo por inmunoabsorci6n ligado a enzimas

Quinasa reguladas por sefiales extracelulares

Receptor 6 de  la superfamlia TNF

Isocjanato de Fluoresceina

Factor estimulante de colonias de granulocitos-macr6fagos

Glicosjl fosfatidil  inositol

Proteina 2 de  uni6n al receptor del factor de crecjmiento

Soluci6n salina equilibrada de Hanks

lnterfer6n gamma

lnmunoglobulina

lnterleuquina

lsopropil tio-P-galactosido

Motivos de activaci6n en inmuno receptores basados en tirosina

Kilodalton

Medjo de  cultivo  Luria  Bertani

MAPK/ERK quinasa

Complejo  principal de  histocompatibilidad  de  clase  I

Proteina relacionada con  la cadena AVB de la molecula de clase I

del  MHC

viii



MFI

MOPS

mRNA

NK

NKG2D

NKG2DL

NKT

p85

pb

PBS

PCR

PFA

P13K

Rae

rMICA

RNA

RPMI

RT-PCR

SDS

SDS-PAGE

SFB

SMICA

TBE

TGF-P

TNF-a

TRAIL

Tris

ULBP

Mediana de la intensidad de fluorescencia

Acido  3-(N-morfolino) propanosulfonico

RNA mensajero

Natural  Killer

Receptor de activaci6n de celulas NK, grupo 2,  miembro D

Ligando de NKG2D

Natural  Killer T

Subunidad  regulatoria p85 de la P13K

Pares de bases

Tampon fosfato salino

Reacci6n en cadena de la Polimerasa

Paraformaldehido

Fosfoinositol 3-quinasa

Proteina G  monom6rica de la familia Rho

MICA recombinante

Acido  Ribonucleico

Medio Roswell Park Memorial  Institute

PCR de transcripci6n  reversa

Dodecil Sulfato de Sodio

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Suero Fetal Bovino

MICA soluble

Tris Borato EDTA

Factor de crecimiento transformante beta

Factor de necrosis tumoral alpha

Ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF

Tris-(hidroximetil)-aminometano

Proteinas de union a  UL16

lx



RESUMEN

El cancer gastrico (CG) es  la segunda causa de  muerte mss comtin  por cancer

en todo  el  mundo.  Las  c6lulas  natural  killer (NK)  desempefian  un  papel  importante  en

la   defensa   inmune   del   hu6sped   contra   las   c6lulas   transformadas.   Estas   celulas

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     esta     bien     establecido     que     estos     ligandos     son     generalmente

sobreexpresados  en  las  c6lulas  tumorales,   los  tumores  son  capaces  de  crecer  en

hu6spedes   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  c6lulas  tumorales  constituye  una  estrategia  de  escape  inmune  que

disminuye   la   reactividad   antitumoral   de   los   ljnfocitos   citot6xicos   que   expresan   el

receptor NKG2D.  En consecuencia,  los  niveles s6ricos de  MICA soluble con frecuencia

se  encuentran   elevados   en   pacientes  con  cancer.   El  objetivo   de  este  trabajo  fue

determinar  una  asociaci6n  entre  los  niveles  de  expresi6n  de  NKG2DL  en  las  c6lulas

tumorales y niveles s6ricos de MICA soluble y los parametros clinicos de  pacientes con

cancer gastrico.  Diecis6is  pacientes  con  cancer gastrico  del  Departamento  de  Cirugia

Digestiva  del   Hospital  del   Salvador  se  incluyeron  en  este  estudio.   La  expresi6n  de

MICA,  MICB,  ULBP-1,  ULBP-2,  y  ULBP-3  en  c6lulas derivadas  del  tumor primario  y  de

la  mucosa  circundante  del  est6mago  se  evalu6  por citometria  de flujo y  RT-PCR,  y  se

analiz6  la  correlaci6n  de  estos  resultados  con  los  datos  clinjcos  de  los  pacientes.  Los

niveles s6ricos de MICA soluble (SMICA) se determinaron por ELISA.  Se demostr6 que

MICA,  MICB,  ULBP-1,  ULBP-2 y ULBP-3 se expresan  en  las c6lulas tumorales  y de  la



mucosa  derivadas  de  adenocarcinoma  gastrico,  tanto  a  nivel  de  membrana  celular

como  de   mRNA.   Al  comparar  los   niveles   de   expresi6n   de   NKG2DL  entre  ambos

tejidos,  se  observ6  que  solo  el  porcentaje  de  c6lulas  positivas  para  ULBP-1  y  ULBP-3

es  significativamente  mayor  en  la  mucosa  gastrica  que  en  el  tejido  tumoral,  siendo  la

expresi6n  de  los  demas  ljgandos  similar  entre  ambos  tejidos  en  todos  los  pacientes

evaluados.   Los   niveles   s6rjcos   promedio   de   SMICA   en   los   pacientes   con   cancer

gastrico y los donantes sanos fueron de  106,1  pg/ml y 60,0 pg/ml,  respectivamente.  No

se  encontr6   diferencia   estadisticamente   significativa   en   la  concentraci6n   de  SMICA

s6rico entre  los pacientes con cancer gastrjco y controles sanos. Los  niveles de SMICA

se  correlacionaron   inversamente  con   la  expresi6n  de   MICA  en  la  superficie  de   las

c6ILilas tumorales.  Por otra  parte,  cuando  las  muestras  se  agruparon segtln  los  niveles

NKG2DL,  los tumores que  mostraron  mayores niveles de expresi6n de MICB y ULBP-1

en relaci6n a su respectiva mucosa correspondian a tumores en estados avanzados de

la enfermedad,  mientras que los tumores cuya expresi6n de MICB y ULBP-1  fue  menor

o similar a  la  mucosa gastrica se encontraban en etapas tempranas de la enfermedad.

Nuestras observaciones sugieren que una disminuci6n de NKG2DL en superficie de  las

c6lulas  tumorales,  medjante  la  prote6lisis  de  MICA  y  posiblemente  de  otros  ligandos,

podria  corresponder  a  una  estrategia  de  evasi6n  inmune  desarrollada  por  celulas  de

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

Gastric   cancer   (GC)   is   the   second   most   common   cause   of  cancer   death

worldwide.  Natural  killer (NK)  cells  play an  important role  in  the immune defense  of the

host against transformed cells.  NK cells express the activating  receptor NKG2D, whose

ligands  (NKG2DL),  expressed  on the  cell surface,  belong to the  MIC  (MICA and  MICE)

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

adenocarcjnoma  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

xii



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   healthy

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   jn  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.                     INTRODUCC16N

1.1.       Cancergastrico

EI   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  segdn  el  MINSAL  (Minsal,   2010).  El  cancer  gastrico  (CG)  es  el

cuarto  cancer mas  comtin  en  el  mundo y la  segunda  causa  de  muerte  relacionada  con

el cancer,  con 989,600  casos nuevos y 738,000 muertes  por afro, abarcando cerca de

un 80/o 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  altas,  junto  a  Jap6n,  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 pron6stico del CG se relaciona directamente con  el estadio de la  neoplasia al

momento  de  la  confirmaci6n  diagn6stica.  Los  estadios  tempranos  de  la  enfermedad

con frecuencia son asintomaticos o se  presentan sintomas no especificos,  los cuales la

mayoria  estan  asociados  tambi6n  con  otras  condiciones  gastricas.  Debido  a  esto,  el

diagn6stico 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,   quimioterapja,

radioterapja    o    una    combinaci6n    de    ellas.    La    cirugia    es    el    unico    tratamiento

potencialmente  curativo,   lo  cual  involucra   la  resecci6n  quirtlrgica,  mss  comdnmente



una  gastrectomia  total  o  subtotal,  acompafiada  de  una  linfadenectomia.  En  Chile,  se

estima   que   cerca   del   50%   de   los   pacientes  ya   tienen   metastasis   ganglionares   o

compromiso  de  6rganos  vecinos  al  momento  del  diagn6stico,  y adn  la  mayoria  de  los

enfermos   que   pueden   ser   resecados   se   presentan   en   etapas   avanzadas   de   la

enfermedad.  Este problema se complica aun mas debido a que entre el 40°/o a 65% de

los  pacientes  resecados,  con  intento  curativo,  presentara  recurrencja.  Por esto,  la tasa

de sobrevida  a  5  afios  en  pacientes  con  CG  resecable varia  entre  el  10°/o  al  30%,  con

un tiempo de sobrevida  promedio cercano a  los 24  meses (Dicken y col,  2005).  Debido

a  estos antecedentes,  la  morbilidad  del  CG  es debida,  en  gran  parte,  a  las  metastasis,

y    la    mayoria    de    los    pacientes    con    CG   avanzando    mueren   a    causa   de    las

complicaciones  por las  metastasis,  no  por el tumor primario.  Por lo tanto,  una forma  de

aminorar  la  carga  de  enfermedad  por  el  CG  seria  por  medio  de  intervenciones  de

prevenci6n primaria o detecci6n tempranas efectivas.

EI  CG   es   una   enfermedad   multifactorial  resultado  de  la   interacci6n  entre   la

susceptibilidad  gen6tica  del  indMduo  y  factores  ambientales.  Los  factores  de  riesgo

ambientales  mss  importantes  implicados en  la carcinog6nesis gastrica son la dieta y  la

infecci6n  con  He//.cobacfer py/or/.  (H.  py/or/).  Un  alto  consumo  de  alimentos  salados,

ahumados y que contienen  nitritos aumentan significativamente el  riesgo de desarrollar

CG,  mientras que el consumo de fibras, vegetales y frutas frescas estan  inversamente

asociados  con  el  riesgo  de  desarrollar  cancer  gastrico  (Compare  y  col,  2010).  Otro

factor de riesgo ya establecido,  no dietetico,  corresponde al tabaquismo.

La   incidencia   del   CG   ha   ido   disminuyendo   en   la   mayoria   de   los   paises,

probablemente  como  resultado  de  un  reducci6n  significativa  de  los  factores  de  riesgo,

incluyendo   cambios   en   la   preservaci6n   de   los   alimentos   y   una   disminuci6n   en   la

prevalencia de infecci6n por H. py/on. (Arkenau, 2009;  Kandulski y col,  2010)



Sin  embargo,  a  pesar de  las  considerables  mejoras  terapeuticas  en  la  tecnicas

quirtlrgicas,  innovaciones en el diagn6stico clinico y el desarro"o de  nuevos  regimenes

de  quimioterapia,   esta  enfermedad  atln  sigue  siendo  un   desafl.o,   debjdo  a  que  el

pron6stico  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)  raz6n  por  la  que  el  CG  es  atln

problema  de salud  publica.

1.2.       Sjstema lnmuneyc6lu[as NK

El   sistema   immune   provee   de   mecanismos  esenciales   para   la  vigilancia   del

tejldo estresado, de la transformaci6n celular y oncogenesis,  como tambien participa en

la   eliminaci6n  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 hu6sped contra el desarrollo de tumores (Dunn y col, 2004).

Dentro  del  sistema  inmune  innato,  uno  de  los  componentes  mas  importantes

son     las    celulas    ..natural     killer..    (NK)    (c6lulas     citoliticas     naturales),     Ias    cuales

corresponden a  la  primera  llnea de defensa  contra ciertas infecciones virales y tumores

(Trinchieri,1989).  Estas  celulas  son  capaces  de  reconocer y  lisar c6lulas  tumorales  e

infectadas  con  virus  sin  sensibilizaci6n  prevja  (Cerwenka  &  Lanier,  2001 ).  Las  c6lulas

NK son  linfocitos derivados de la  medula 6sea, y la  mayoria se encuen{ra  localizada en

la  sangre  periferica,  linfonodos,  bazo  y  m6dula  6sea  (Ferlazzo  y  col,  2004),  aunque

pueden    ser    inducidas    a    migrar    hacia    el    sitio    de    inflamaci6n    por    diferentes

quimioatractantes  (Robertson,  2002).  En  humanos,  las  celulas  NK  comprenden  entre

un  5-20%  de  los  linfoci{os  de  sangre  periferica.  De  acuerdo  a  sus  marcadores  de



superficie  celular,  normalmente  estan  definidas  como  CD3-CD56+  y  se  pueden  dMdir

en   dos   sub-poblaciones   principales:   CD56d`mcD16+  y   CD56bnohtcD16-.   La   pob|aci6n

CD56d'm predomina en la sangre  periferica (aproximadamente 95%  de  las celulas NK) y

en  los  sitios  de  inflamaci6n,  y  presenta   un  alto  potencial  citot6xico.  Al  contrario,   la

celulas de  la  poblaci6n CD56bright predominan en los linfonodos  (aproximadamente 75°/o

de  las  c6lulas  NK).  Una  vez  activadas,  producen  principalmente  citoquinas  y  poseen

baja actMdad citot6xica (Farag & Caligiuri, 2006).

Las   c6Iulas    NK   eliminan   las   c6lulas   blanco   (c6lulas   tumorales   o   c6lulas

infectadas  por  virus)  mediante  diversos  mecanismos.  Uno  de  ewos  corresponde  a  la

liberaci6n   de   gfanulos   citoplasmaticos   que   contienen   proteinas   como   perforina   y

granzimas,  las  cuales  promueven  lisis  celular  por osmosis  e  inducen  apoptosis  de  las

c6lulas blanco,  respectivamente (Dennert y col,  1987;  Podack & Dennert,  1983).

Una  alternativa  a  la   liberacl6n  de  gfanulos  es  la   muerte  de  la  c6lula  blanco

inducida  por apoptosis  mediante  receptores de  muerte  presentes  en estas.  Las celulas

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  superficje  de  la  celula  blanco

(Zamai y col,  1998).

Ademas,   como  se  mencion6  anteriormente,   las  c6lulas  NK  pueden  secretar

ci{oquinas,  como  interfer6n  gamma  (lFN-v),  TNF-a  y  GM-CSF.  Dentro  de  ellas,  lFN-v

es la mss importante en suprimir la  metastasis tumoral,  las infecciones por virus y otros

pat6genos   por   medio   de   distintos   mecanismos,   incluyendo   la   estimulaci6n   de   la

presentaci6n  de  antigenos,   regulaci6n  de  la  proliferaci6n  celular,  la  sensibiljdad  a  la

apoptosis,   activaci6n   de   la   fagocitosis   e   jnhibici6n   de   la   angiogenesis   tumoral,   y

estimulaci6n de la respuesta  inmune adaptativa (Smyth y col, 2002).



1.3.       Activaci6n de lasc6Iulas NK

El   reconocimiento   de   las   celulas   blanco   por   las   celulas   NK   involucra   una

alteraci6n  en  el  balance  entre  sefiales  activadoras  e  inhibitorias.  Estas  sefiales  son

entregadas  simultaneamente   a   las   c6lulas   NK   por  distintas  familias  de   receptores

presentes en estas celulas y que se  unen a ligandos expresados por las c6lulas blanco

(Smyth y col,  2002).  EI  resultado de esta  interacci6n va a determinar si  la celula  NK es

finalmente  activada,   si  se  producen  citoquinas  y/o  si  la   c6lula   blanco  es  eliminada

(Caligiuri,  2008).

1.4.       Receptor NKG2D (Natural  KillerGroup 2, type D)

Dentro  de  los  receptores  activadores  de  las  c6lulas  NK,  el  receptor  NKG2D  es

uno   de   los   que   ha   sido   mejor   caracterizado.   Este   receptor   es   una   proteina   de

transmembrana  de  tipo  11  que  pertenece  a  la  familia  de  lectinas  de  tipo  C  (Houchins y

col,1991),  y se expresa en celulas  NK,  c6lulas  NKT,  linfocitos T y5 y algunos  linfocitos

T  CD8+  citot6xicos.  El  receptor  NKG2D  consiste  en  dos  proteinas  de  transmembrana

de  tipo   11   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  sefializaci6n,  por  lo  que,   para  la  transducci6n  de  sefiales,  NKG2D  se

asocia,  como  muchos  otros  receptores  activadores,  con  proteinas  adaptadoras  por

medio   de   los   residuos   lTAMs   cargados   en   su   dominio   de   transmembrana.   En

humanos,  el  receptor  NKG2D  forma  un  complejo  con  la  mol6cula  adaptadora  DAP10

(proteina activadora  DNAX de  10  kDa),  Ia cual se asocia  con  el  receptor NKG2D  como

homodfmeros   (Wu   y   col,   1999).   El   complejo   de   seFializaci6n   NKG2D   forma   una

estructura   hexam6rica   debido   a   que   cada   homodimero   de   NKG2D   se   une   dos



homodimeros de  molecLilas  adaptadoras  (Garrity y  col,  2005).  DAP10  tiene  en  su  cola

citoplasmatica   un   motivo   Tyr-Ile-Asn-Met   (YINM),   que,   al  ser  fosforilado,   recluta   la

subunjdad  p85  de  la  fosfoinositol  3-quinasa  (P13K)  y  a  la  protefna  adaptadora  Grb2

(proteina 2 de uni6n al receptor de factor de crecimiento),  la cual interacciona con Vavl

(ver Figura  1 )  (Upshaw  y col,  2006).  Esta  serial  estimula  la  proliferaci6n  y citotoxicidad

de las c6lulas NK, y provee de co-estimulaci6n a  los linfocitos T activados (Chang y col,

1999; Wu y col,  2000; Wu y col,1999).

EI  grado  de  respuesta  del  receptor  NKG2D  no  solo  depende  de  la  uni6n  con

sus  respectivos  ligandos,  sino  que  tambien  de  otros  estimulos  que  pueden  influenciar

el estado de  activaci6n  de  la via  NKG2D-DAP10, tales  como  la  presencia  de  lL-12,  lL-

15,  IL-18,  lL-21,  entre otras  citoquinas  (Burgess y col,  2006;  Horng y col,  2007;  Song y

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

1.5.       Ligandos del receptorNKG2D

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   hom6logos   estructurales   de   las   mol6culas   del   complejo   mayor  de

histocompatibilidad (MHC) de clase  I (MHC-I),  pero estan lejanamente relacionados.
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Figura    1.    Esquema    representativo    de    sefializaci6n    del    receptor    NKG2D.
Estimulaci6n de  las celulas  NK via  receptor NKG2D:  La  uni6n del receptor NKG2D a su
ligando en  la  celula  blanco  resulta  en  la fosforilaci6n de  DAP10 y  reclutamiento  de  P13K

y  Grb2-Vavl.  Posteriormente,  la  serial  rio  abajo  es  desencadenada,  y  las  c6lulas  NK
son  activadas  para  ellminar  las  celulas  blanco  que  portan   los  ligandos  de  NKG2D.
Adaptado de (Lopez-Larrea y col,  2008).



En  humanos,  se  ham  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   I  (Bauer  y  col,   1999)  y  la

familia de proteinas de union a  la molecula UL16 del citomegalovirus,  la cual contiene 6

miembros  descritos  (ULBP1-6)  (Champsaur &  Lanier,  2010).  Del  mismo  modo  que  las

mol6culas  de  MHC-I,  las  proteinas  MIC  poseen  3  dominios  extracelulares  (al,  a2,  y

a3),  una  region transmembrana y  un  dominio citoplasmatico cor[o.  Los  miembros  de  la

familia  ULBP  son  estructuralmente  similares  a  MIC,  pero  carecen  del  dominio  a3.  Sin

embargo,  a  diferencia  de  las  mol6culas  de  MHC-I,   los  NKG2DL  no  se  asocian  a  la

molecula  P2-microglobulina y tampoco unen  p6ptidos  (Figura 2)  (Li y col,  2001 ).

1.6.        MICA

El   gen   de   MICA   es   transcrito   en   un   RNAm   de   1.382   pb,   origjnando   un

polipeptido  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-glicosilaci6n   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  polim6rfica:  91  alelos  nan  sido  identificados

hasta ahora (base de datos  lMGT).
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MICA/B                 ULBP1 -3          ULBP4-5
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Figura  2.  Ilustraci6n  representativa  de  los  NKG2DL  humanos  en  comparaci6n
con  la  mol6cula  MCH  de  clase  I.  Como  las  mol6culas  MHC-I,  MICA y MICB tiene  los
dominios  extracelulares  al,  cl2  y  a3  y  un  dominio  de  transmembrana.  Las  mol6culas
ULBPs  carecen  del  dominio  a3.   Dentro  de   la  familia  de   proteinas   ULBP,   ULBP4-5
tambien   tienen   dominios   transmembrana,   mientras   que   las   proteinas   ULBP1-3   y
ULBP6  se  encuentran  unidos  a  la  membrana  celular a  trav6s  de  Gpl.  al-a3,  dominios
tipo   1g,   P2m,   cadena   livlana   P2  microglobulina.  Adaptada  de  (Nausch   &  Cerwenka,
2008).

al&2
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Figura  3.  Organizaci6n  ex6n/intr6n  del  gen  MICA.  El  gen  MICA  contlene  6  exones
que codifican  para  un  peptido  lider (Regi6n  L,  ex6n  1 ),  3 dominios extracelulares  (al-3)
(exones 2,3 y 4,  respetivamente),  un dominio de transmembrana  (ex6n 5), y  un dominio
citoplasmatico  (ex6n  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.       Expresi6n de NKG2DLs

Aunque el mRNA de MICA/B y ULBPs puede ser encontrado en algunas c6lulas

normales  (Cosman  y  col,  2001;  Schrambach  y  col,  2007),  Ios  niveles  de  expresi6n  de

NKG2DLs  en  la  superficie  celular  de  la  gran  mayorl.a  de  celulas  sanas  son  nulos  o

bajos,  y  claramente  por  debajo  de  lo  necesario  para  activar  las  c6lulas  jnmunes  que

expresan receptores NKG2D.  En cambio,  Ia expresi6n en superficie de estas moleculas

aumenta   en   diversos   tipos   celulares   bajo   condiciones   de   estfes   (como   el   shock

termico),  infecci6n  y frecuentemente  durante  la  tumorig6nesis  (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,  los  ULBPs se  expresan  en  una variedad de tumores,

jncluyendo    neuroblastoma,    gliomas    malignos,    leucemias   y    carcinomas    ovaricos

(Sutherland   y   col,   2006).    MICA/B   se   expresan   en   melanomas,    neuroblastomas,

Ieucemias,  carcinomas  (mama,  pulm6n,  pr6stata,  colon,  renal,  ovarico) y distintos tipos

de neoplasias hematopoyeticas (Femandez-Messina y col,  2010).

Debido   a   que   los  tumores   se   desarrollan   a   partir  de   celulas   propias,   son

generalmente  poco inmunogenicos y muchas veces no son reconocidos eficientemente

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

c6lulas tumorales,  actuarian como una sefial de peligro para su detecci6n.

Estudios  /.n  v/.vo  e  /.n  v/.fro  nan  demostrado  que  las  c6lulas  NK  pueden  eliminar

celulas   tumorales   (Stagg   &   Smyth,   2007).   Ademas,   la   expresi6n   de   NKG2DL   en

tumores  los  hace susceptibles a  su eliminaci6n  por las celulas  NK /.n  v/.fro (Bauer y col,

1999),  y  la  formaci6n  de  tumores  puede  ser  prevenida  a  traves  de  la  sefializaci6n  via
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receptor   NKG2D   (Smyth   y   col,   2005).   Estudios   /.n   v/.vo   ham   demostrado   que   la

expresi6n de  NKG2DLs en  las  celulas tumorales  luego de ser transplantadas  en  raton,

resulta   en   la   eliminaci6n   del   tumor   medjada   por   NKG2D   (Cerwenka   y   col,   2001;

Diefenbach  y  col,  2001).  Ademas,  se  ha  demostrado  que  la  regulaci6n  negativa  o  el

AnocAouf   del    receptor    NKG2D    en    ratones    resulta    en    una    respuesta    inmune

comprometida contra c6lulas tumorales,  un  mayor nivel de expresi6n 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  desarrollo  del  tumor  como  tambien  su

progresi6n   (Dunn   y   col,   2002).    Este   debe   ser   un    mecanismo   para   impedir   el

crecimiento tumoral por una eficiente respuesta inmune contra el tumor.

1.8.       Evasi6n delsistema inmune

Aunque    los   tumores    expresen    NKG2DL,    estos    son    capaces   de    crecer

progresivamente  debido  a  mtlltiples  mecanismos  de  evasi6n  de  la  respuesta  inmune

(Oppenheim   y   col,   2005).   Las   celulas   tumorales   utilizan   diversas   estrategias   para

prevenir su  eliminaci6n  mediada  por el  receptor NKG2D.  Una  de  estas  corresponde  a

la  regulaci6n negativa de los NKG2DL.  Se ha demostrado que muchos tumores inhiben

activamente  la  expresi6n  de  NKG2DL  (Sers  y  col,  2009).  Un  mecanismo  importante

para    la    regulaci6n    negativa   de    los    NKG2DL   seria    la    producci6n   de   citoquinas

inmunomoduladoras,  como el TGF-P,  el cual  puede ser secretado directamente  por las

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

progresi6n   del   tumor   (Eisele   y   col,    2006;    Ghiringhelli   y   col,    2005).    En    nuestro
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laboratorio,  se  demostr6 que  lL-10,  una  citoquina  inmunosupresora,  tambien  reduce  la

expresi6n   de   NKG2DL   en   la   superfjcie   de   celulas   de   melanoma,   afectando   la

citotoxicidad  mediada por las c6lulas NK (Serrano y col, 2010).

En  celulas  tumorales,   la  expresi6n  en  superficie  de  NKG2DL  tambi6n  puede

disminuir   por   la   acci6n   de   metaloproteasas   que   son   secretadas   por   las   c6lulas

tumorales.    Estas   enzimas   son   capaces   de   proteolizar   los    ligandos   de   NKG2D

expresados  en  la  superficie  celular,  resultando  en  la  liberaci6n  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  pr6stata,

cancer   de   colon,   cancer   de   pancreas,   neuroblastoma,   osteosarcoma   y   tumores

hematopoyeticos 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,

diferenciaci6n y metastasis,  este ligando soluble podria ser usado como  marcador para

la  progresi6n  del tumor (Salih y col,  2008).

Por otro  lado,  se  ha descrito que SMICA faciljta  la  internalizaci6n y consecuente

degradaci6n lisosomal del receptor NKG2D, disminuyendo asi sus  niveles de expresi6n

en   superficie   en   celulas   NK  y   linfocitos   T   CD8+   (Raffaghellci   y   col,   2004).   Como

resultado,  la  capacidad  de  las  celulas  efectoras  en  reconocer y,  consecuentemente,

lisar  la  c6lula  tumoral  se  ve  afectad9,   lo  que  favoreceria  la  evasj6n   inmune  por  el

tumor.
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Otros  tumores  utilizan  una  estrategia  opuesta  para  manipular  la  sefializaci6n

mediada  por  el  receptor  NKG2D  al  presentar  mayor  expresi6n  de   NKG2DL  en  su

superficie   (MCGilvray  y  col,   2010).   La   expresi6n  sostenida   de   los   NKG2DL  en   los

tumores  puede  tambi6n  promover  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  del  receptor  NKG2D

de   las   c6lulas   efectoras,   comprometiendo   asi   su   citotoxicidad.   Por   lo   tanto,   una

exposici6n cr6nica  de  las celulas  NK a  los  NKG2DL de supehicie o  solubles  llevan  a  la

modulaci6n  del  receptor  NKG2D,  lo  que  afectaria  la  activaci6n  celular dependiente  de

este receptor (Oppenheim y col, 2005).

En   pacientes   con   cancer   gastrico,   se   ha   observado   que   existen   defectos

inmunes  sist6micos  y  locales,   los   cuales  se   correlacionan   con   la   progresi6n   de   la

enfermedad   y   el   mal   pron6stico.   Par  ejemplo,   se   ha   demostrado   que,   en   estos

pacientes,  las  celulas  NK,  linfocitos  T CD8+ y  linfocitos T v6,  tanto  de sangre  periferica

como  aquellos  infiltrados  en  tumores,  expresan  bajos  niveles  del  receptor  NKG2D,  lo

que  compromete  la  funci6n  efectora  de  estas  celulas  citot6xicas,  contribiiyendo  a  la

severidad de la enfermedad (Kuroda y col,  2012;  Osaki y col, 2007;  Saito y col, 2012).

Debjdo  a   que   se   ha  asociado   una  disminuci6n   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 tambien este pasando en los pacientes con cancer gastrico.

For  lo  tanto,   es  de  gran  inter6s  estudiar  la  expresi6n  de  NKG2DL  tanto  en

superfjcie  de  c6lulas  derivadas  del  tumor gastrico  como  en  forma  soluble,  y  asi  poder

entender  mejor  los   mecanismos   mediante   los   cuales   el   cancer  gastrico   evade   la

respuesta  inmune  antitumoral,  ya  que  estos  podrian  contribuir al  desarrollo  de  nuevos

m6todos de diagn6stico y farmacos para el tratamiento de esta enfermedad.
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1.9.        Hip6tesis

En   adenocarcinoma   gastrjco   humano,   una   alta   expresi6n   de   NKG2DL   en

celulas derivadas del tumor o en forma  soluble en el suero se asocia  con  la  progresi6n

de la enfermedad y/o la sobrevida del paciente.

1.10.     Objetivos

1.11.     Objetivo general

Evaluar la expresi6n de ligandos de  NKG2D en c6lulas derivadas del tumor,  asi

como cuantificar MICA soluble en el suero en  pacientes con adenocarcinoma gastrico y

correlacionar   estos   parametros   con   las   caracteristicas   clinico-patol6gicas   de   los

pacientes.

1.12.    Objetivos especificos

I.                   Evaluar patrones de  expresi6n  de  MICA y otros  ligandos  de  NKG2D,  tanto a

nivel   de   mRNA   como   de   expresi6n   prot6ica,   en   c6lulas   derivadas   de   tumor   de

pacientes con cancer gastrico.

11.            Medir   la   expresi6n   de   MICA  soluble   en   el   suero   de   pacientes   con   cancer

gastrico.

Ill.          Correlacionar los  niveles de expresi6n de  los ligandos  de  NKG2D  (en superficie

celular y,  en  el  caso  de  MICA,  su variante  soluble)  con  pafametros  clinico-patol6gicos

de la enfermedad.



2.                    MATERIALES Y IVIETODOS

15

2.1.       Pacientes

Para   realizar   este   estudio,   se   reclutaron   16   pacientes   diagnosticados   con

adenocarcinoma   gastrico,   sometidos   a   gastrectomia   en   el   Hospital   Salvador   en

colaboraci6n  con  el  Dr.  Marco  Bustamante,  Director del  Departamento  de  Cirugia  de

este  Hospital.  Previamente  a  la  recolecci6n  de  muestras,  se  obtuvo  una  autorizaci6n

firmada  por  el  paciente  a  trav6s  de  un  Consentimiento  lnformado  (Anexo  1).  Para  el

estudio,  se incluyeron  pacientes con tumores localizados; tanto las  muestras tumorales

como  tejido  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    (grupo   control),    Ios    que   tambi6n   firmaron    un    Consentimiento

lnformado  (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 aprob6 por el Comite de Etica  Cientifico del Servicio de Salud  Metropolitano  Oriente

del  Gobierno  de  Chile  (Anexo  3)  y  por el  Comit6  de  Etica  de  lnvestigaci6n  en  Seres

Humanos  de   la  Facultad  de   Medicina,   Universidad  de  Chile  (Anexo  4).  La  Tabla   1

indica  los  datos  demogfaficos  y  clinico-patol6gicos  de  los  pacientes,  reclutados  en  el

presente estudio.



Tabla 1. Caracteristicas clinico-patol6gicas de los pacientes con cancer gastrico.

n
(pacientes)

Genero
Masculino

Femenino
Tamafio tumor

S4cm
>4cm

Diferenciaci6n tumoral

alta/mediana
baja/ninguna

Profundidad de invasi6na

T1 , T2
T3, T4

Metastasis nodos linfaticos
Ausente
Presente

Estadio TNMb

ml
Ill,   lv

11                        68,8

5                       31,3

6                    37,5
10                     62,5

6                   42,9
8                      57,1

5                      31,3

11                         68.8

6                    37,5
10                     62,5

8                    50,0
8                    50,0

16

a
Profundidad   de   jnvasi6n   corresponde   a   la   invasi6n   del   tumor   hacia   el   epitelio   o

smuubcsoesr:sdae{:F,,,n:eprroospar,at+a,usyc:,ragr:sn:sucaodsyaaec:n:::T¥2;sgEt:t,a,a,:udsecu::rj:rEroop:a,:
clasificaci6n TNM  para el cancer gastrico (AJCC).
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2.2. Analisis de expresi6n de NKG2DLs en  la superficie  de c6lulas tumorales y

de mucosa gastrica

2.2.1.      Preparaci6n   de  suspensiones   celulares  descle  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         (Gjbco,         EE.UU.)        suplementando        con

penjcilina/estreptomicina al  1%  (Hyclone,  EE.UU.).  Los tejidos se cortaron en pequefias

piezas  usando  hojas  de  bisturl esteriles  y se  disgregaron  mecanicamente  mediante  el

uso  de  agujas  y  embolos  de  una  jeringa  en   medio  RPMl  suplementando  con   1%

penicilina/ estreptomicina y  3%  de  suero fetal  bovino  (SFB)  (Hyclone,  EE.UU.).  El tejido

disociado  se  filtr6  por un  "cell  strainer'  de  70  urn  (BD  Falcon,  EE.UU.).  Las  c6lulas se

centrifugaron  a  805x  g  por  10  min  a  4°C  y  el  pellet  se  incub6  con  buffer  de  ljsis  de

eritrocitos por 10  min a temperatura ambiente.  Luego,  las c6lulas se lavaron  con  medjo

RPMl suplementado SFB al 3% y se evalu6 la viabilidad  celular mediante la tinci6n con

azul de Tripan.

2.2.2.       Citometria de flujo

Las  suspensiones  celulares  obtenjdas  de  los  tejidos  de  tumor primario  y  de  la

mucosa  adyacente  se  resuspendieron  en  1%  de  paraformaldehido  (PFA)  en  PBS  con

SFB al  1 %  (PBS-SFB  1 0/o) e  incubaron en  hielo por 30  min.  Las celulas se transfirieron

a  una  placa  de  96  pocillos con fondo  en  "V'  (Nunc Thermo  Fisher Scientific,  EE.UU.) y

se  centrifugaron  a  805   x  g  por  3  min   a  4°C.  Al  menos  2  x   105  celulas  se  tifieron

individualmente  con  anticuerpos  monoclonales  (ACMo)  purificados  de  rat6n  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  diluci6n de  1:25 en  PBS-SFB  10/a,  como tambi6n con  el  mAb anti-CD44  humano

(BD   Pharmingen,   EE.UU.)   a   una   diluci6n   de   1:100  en   PBS-SFB   10/o.   El  anticuerpo

purificado  de   rat6n   lgG2b  (Santa   Cruz  Biotech,   EE.UU.)  se   utiliz6  como   control  de

isotipo.  Las  c6lulas se  incubaron a 4°C toda  la  noche.  Luego  de tres  lavados con  PBS-

SFB   1%,   se   agreg6   el   anticuerpo   secundario   de   cabra   anti   rat6n   conjugado   a

isocianato  de fluoresceina  (FITC)  (KPL,  EE.UU.)  en  un  diluci6n  1:50  en  PBS-SFB  1%,

y las c6lulas se  incubaron  por 30 min a 4°C.  Otro paso de  lavado se  llev6 a  cabo,  y las

c6lulas  se  fijaron  finalmente  en  1%  de  PFA  previo  al  analisis  mediante  citometria  de

flujo.  Esta  se  realizd  usando  el  cit6metro  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 c6lulas  muertas se excluyeron  de  acuerdo a sus

caracterl'sticas  de  tamafio  (side  scatter (SSC))  y  granularidad  (forward  scatter  (FSC)).

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

2.3.       Analisis     de     los     niveles     de     mRNA     de     NKG2DLs     por     RT-PCR

semicuantitativo

2.3.1.       Extracci6n deRNAtotal

Se   obtuvieron    muestras   frescas   de   los   tejidos   tumorales   y   de    mucosa

adyacente de aproximadamente  3 mm3,  las cuales se obtuvieron  igualmente durante  la

gastrectomia,   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.

EI  RNA  total  de  las  muestras  se  extrajo  usando  el  kit  RNAeasy  (Qiagen,  Alemania),

segun  las  instrucciones  del fabricante,  y  la  concentraci6n  de  RNA se  determin6  en  un

espectrofot6metro (Biotek,  EE.UU.).
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2.3.2.      Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido

La  integridad  del  RNA se verific6  mediante  electroforesis  en  un  gel  de  agarosa

al   1,5%  en  tamp6n  MOPS   (MOPS  20   mM,  acetato  de  sodio  5  mM,   EDTA  1   mM),

formaldehido (2,2  M) y  bromuro de etidio  (0,1  ug/ml).  Para cada  muestra,1  ug de  RNA

se  mezcl6 con  el tamp6n  de  carga de RNA 5X.  el  que fue  preparado segtln  lo descrito

en   el    protocolo   del    kit   RNeasy    Mini.    Luego,    se   incub6    por   5    min    a   65°C    e

inmediatamente se enfri6 en hielo; el gel se corri6 a 50 V durante 45 min.

2.3.3.      Reacci6n  semicuantitativa  en  cadena  de   la  polimerasa  retrotranscrita

(sqRT-PCR)

EI   RNA  se  trat6   con   DNAasa   I   (Fermentas,   EE.UU.)   para   remover  el   DNA

contaminante.   Se   llev6  a   cabo   la   reacci6n   usando   5   ug   RNA,   1X  de  tampon   de

reacci6n  con  Mgc12,  5U  de  DNAasa  I  en  un volumen  final  de  50  ul.  Se  incub6 durante

30 min a 37°C y despu6s se agreg6 EDTA a  una concentraci6n final de  1 mM;  luego,  se

llev6  la  mezcla  a  60°C  por  10  min.  Posterjormente,1  Lig  de  este  RNA se  sometid  a  la

reacci6n   de   transcripci6n   reversa   usando   la   enzjma   del  virus   de   leucemia   murina

Moloney  (M-MLV  RT)  y  oligo(dT)  (ambos  de   Promega,   EE.UU.),   de  acuerdo  a   las

instrucciones   del   fabricante.   El   CDNA   resultante   se   ampljfic6   en   el   termociclador

Mastercycler®  gradient  PCR  (Eppendorf,   EE.UU.)  usando  partidores  indicados  en  la

Tabla 2.  Los  partidores disefiados para  los NKG2DLs fueron sintetizados en  /nfegrafed

DM  rechno/og/.es  (lDT,  EE.UU.).  Se  prepar6  Ia  reacci6n  de  PCR  que  incluia  2  ul  de

CDNA,   1,25   U   de   DNA   Polimerasa   Paq5000TM   (Stratagene,   EE.UU.),   0,8   mM   de

dNTPs,1X  Tamp6n  de  reacci6n  Paq5000"  (Stratagene,  EE.UU.)  y  0,2  LIM  de  cada

uno  de  los  partidores  especifieos  para  cada  gen  en  un  volumen  final  de  25  ul.   En

general,   las   condiciones   para   el   PCR   fueron   las   siguientes:   un   paso   inicial   de
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denaturaci6n  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

elongaci6n de 5 min a 72°C.  Para cada gen, el ndmero de ciclos de PCR indicado en  la

Tabla 2 corresponde al 50°/o de la curva de saturaci6n de los  productos de  PCR.

Tabla 2. Partidores y condiciones de amplificaci6n usados para el analisis de RT-
PCR semicuantitativo.

Con Socuencia 5'-3. Tanaflodolp,oducto(pb) Tomporaturad®Aniioallng('C) Numo,od®c'c'o8PCR

Par(idor DITecto Partldor Reverso

0-actina'ACTBl
GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGCACTGTGTTGGCGTACAG 234 55 25

MICA Tc,IT^Air3AA!r3AAAAicAICNsc;I
ATAGGTCAGGAAACTGAGGCAC 248 55 32

MICE TCACGGGllTCATTCAGITGGC
ACAGCACCATGAGGITGTAACG 166 58 36

ULBP1 ACGGAGCTCCAGGTCTACAATG
GTGGTTCAGGTCTGGACTTAGG 161 58 36

ULBP2 CTCTCCTTCCATCAAGTCTC
TGGTCCAGGTCTGAACTTAG 186 56 36

ULBP3 AGAAGTGGGAGAAGGATAGCG
TGGCTATGGCTTTGG.GTTGAG 165 56 36

pb: 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,  acido  borico  80  mM,  EDTA 2  mM) con  bromuro de etidio  (0.5

|Jg/ml).  Alicuotas  (10  ul)  de  cada  reacci6n  de  PCR  se  mezclaron  con  el  tamp6n  de

carga  6X  (glicerol  60°/o,  Tris-Hcl  (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   camara  digital   SONY®,   modelo   Cyber-shot   DSC-W-220,   y  la

intensidad  de fluorescencia  de  las  bandas se analiz6  usando el software  lmageJ  1.43u

(National  Institutes  of Health,  EE.UU.).  Los  niveles  de  expresi6n  de  mRNA  para  cada
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muestra se determinaron  como la  raz6n entre la  intensidad de  banda de cada  NKG2DL

y de P-actina.

2.4.       Determinaci6n  de  la  expresi6n  de  MICA soluble  en  el  suero  de  pacientes

con cancer gastrico

2.4.1.      Cepa de Escheri.ch/.a co//.y plasmidio

La  cepa  bacteriana  usada  en  este  trabajo fue  Eschen.cA/.a co//. BL21(DE3).  Esta

cepa  posee  una  copia  cromosomal  del  gen  de  la  RNA  polimerasa  del  bacteri6fago  T7

que  esta  bajo el control de  un  promotor inducible  por lpTG,  por lo  que son capaces de

expresar los genes regidos por el promotor T7.

Anteriormente,  en  el  laboratorio,  se  construy6  el  vector  de  expresi6n  pET15b-

sMICA  (Figura  4)  y  se  transform6  E.  co//.  BL21(DE3)  con  este  plasmidio.  Este  vector

deriva  del  vector  pET15b,  en  el  cual  se  clon6  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,  Io que va  permitir su  posterior purificaci6n. Ademas,

como marcador de seleccidn, posee un gen de resistencia a ampicilina (AmpR).

2.4.2.       Expresi6n de rlvllcA en E. co//.BL21(DE3) [pET15b-sMICA]

Para  obtenci6n  de  MICA  recombinante  (rMICA),  se  inocul6  2  ml  de  medio  LB

(peptona   10  g/I,  extracto  de   levadura   peptona   5  g/I,   Nacl  5  g/I)  suplementado  con

antibi6tico  (100  Llg/ml  de  ampicilina)  con  E.  co//.  transformada  con  el  vector  pET15b-

MICA  o  pET15b  y  se  dejaron  crecer  a  37°C  en  agitaci6n  (150  rpm)  durante  toda  la

noche.  Con  este  cultivo,  se  inocul6  medio  LB  suplementado  con  ampicilina  y  se  dej6
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incubando   a   37°C   en   agitaci6n   hasta   que   alcanz6   una   densidad   6ptica   de   0,6,

aproximadamente.   Cada   cultivo   se   dividi6   en   dos:   a   un   cultivo   se   agreg6   1    mM

isopropil-soprl-tiogalactopiran6sido  (lpTG)  (US  Biological,  EE.UU)  mientras que  al  otro

no   y   se   incubaron   durante   3   h   a   37°C   con   agitaci6n   de    150   rpm.   Luego,    se

centrifugaron   los  cultivos  a   805   x  g  por  30  min,   y  el   pellet  se   resuspendi6  con  el

tamp6n  de  lisis  (Tris  50  mM,  Triton   1%,  DOC  0,2  %,  Glicerol  5%,   pH  8.0).   Una  vez

lisado,  se  centrifug6  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

analjzaron  por SDS-PAGE.

Tormlnador T7

origon  pBR322

Figura  4.  Representaci6n  esquematica  del  vector  de  expresi6n  pET15b-SMICA.
Vector  disefiado  para  la  expresi6n  del  dominio  extracelular de  MICA.  En  el  esquema
del    plasmidio,    se    indican    los    sitios    de    restricci6n    Ivdel    y    BamHl,    los    cuales
corresponden a  los  utilizados  para clonar el CDNA de SMICA.  Este,  esfa  bajo el control
del  promotor T7Iac.  Ademas,  el  plasmidio  contiene  un  gen  de  resistencia  a  ampicilina
(AmpR),  el gen  Lacl,  y el  origen  de  replicaci6n  de  pBR322.
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2.4.3.       Purificaci6n  de rMICA

Se  inocul6  5  ml de  medio  LB suplementado  con  100  ug/ml de ampicilina  con  E.

co//. transformada con  el vector pET15b-MICA y se  dej6 crecer a  37°C con agitaci6n de

200  rpm  durante toda  la  noche. AI dia  siguiente,  con  este  medio,  se  inocularon  200  ml

de  medio de autoinducci6n  (peptona  1%,  extracto de  levadura  0,50/o,  Na2HP04 25 mM,

KH2P04  25  mM,  NH4Cl  50  mM,  Na2S04  5  mM,  Mgs04  2  mM  ,  citrato  tris6dico  lmM,

traza  de  metales  lx,  glicerol  0,50/o,  glucosa  0,05%,  lactosa  0,2%) y se  dej6  incubando

a 25°C por aproximadamente 24  h (Studier,  2005).  Se centrifug6 el cultivo a 3220  x g y

4°C  y  luego  el  pellet  celular  se  resuspendi6  en  tamp6n  de  lisis  (NaH2P04 25  mM,  PH

8.0,  Nacl  250  mM,  imidazol  20  mM,  Triton  0,1°/o),  al  cual  se  agreg6  una  pastilla  de

inhibidores  de  proteasas  (Roche,  Suiza).  La  suspensi6n  se  someti6  a  6  ciclos  de  20  s

de  sonicaci6n  en  hielo,  seguido  de  1  min  de  reposo  entre  cada  ciclo.  Luego,  el  lisado

se  centrifug6  a  3220  x  g por 30  min a 4°C y el sobrenadante se  dej6  incubando con  1

ml de  resina de agarosa  Ni-NTA (lnvitrogen,  EE.UU.) en  agitaci6n a 4°C toda  la  noche.

Al  dia  siguiente,  se  centrifug6  a  201   x  g  por  5  min,  se  removi6  el  sobrenadante  y  la

resina  se  lav6  con  el  tamp6n  de  lavado  (NaH2P04  25  mM   pH  8.0,   Nacl  250  mM,

imidazole  30  mM) 4  veces.  Finalmente,  se  agreg6  la  resina  con  tampon  de  lavado  en

una  columna.  Una  vez  eluido  el  tamp6n  de  lavado,  se  agregaron  5  ml  de  tampon  de

eluci6n  (NaH2P04  25  mM,  pH  8.0,  Nacl  250  mM,  imidazole  30  mM),  y se  recolectaron

fracciones  de  500  ul.  Posteriormente,  las  fracciones  eluidas  se  separaron  por  SDS-

PAGE  y analjzadas  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  realiz6

segun  el  procedimiento  descrito   por  Laemmlj  (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 separaci6n de  poliacrilamida al  12% o  15°/a y

un  gel  de  apilamiento  de  poljacrilamida  al  5%.  Las  muestras  a  analizar se  mezclaron

con el tamp6n  de carga de proteina  5X (Tris  150 mM  pH 6.8,  glicerol 50%,  SDS  10%,  P-

mercaptoetanol  5%  y  azul  de  bromofenol  0,02°/a)  y  se  llev6  a  95°C  durante  5  mjn.  Se

cargaron  las  muestras y el  marcador de peso molecular en el gel, seguido de la corrida

electrofor6tica,  la  cual  se  IIev6  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 BIot

Ya   corrido  el  gel  de   poljacrilamida,   las   proteinas  se  detectaron   mediante   la

tinci6n con azul de  Coomassie o §e transfirjeron a  una  membrana  de  nitrocelulosa  (GE

Healthcare,   Suecja)   en   tamp6n   de   transferencia   (Tris   25   mM,   Glicina   190   mM   y

metanol  20%)  a  100  V  durante  1   h  a  4°C  para  analisis  por  Western  blot.  Luego,  se

bloque6 la membrana usando una soluci6n de leche descremada al 3% en TBS-Tween

0,1   0/o   (NacI   150   mM,   Trjs-Cl   20   mM,   pH   7,5   y  Tween-20   0,1%)   durante   1   h   a

temperatura   ambiente.   Para   detectar   rMICA  o   la   cola   de   histidina   de   la   proteina

recombinante,  se  incub6  la  membrana  durante  toda  la  noche  a 4°C  con  un  anticuerpo

policlonal  (AcPo)  de  conei.o  anti-MICA  (ab63709,  Abcam,   lnglaterra)  o  un  anticuerpo

monoclonal   (ACMo)   de   rat6n   anti-poli-histidina   (clon   HIS-1,   Sigma,   EE.UU.)   djluido
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1:3000   y   1:1000,   respectivamente,   en   TBST-Leche   3%.   Las   membranas   fueron

lavadas con TBST,  y  luego se agreg6  un anticuerpo  (IgG)  de  cabra anti conejo  o  rat6n

conjugado a peroxidasa de fabano (HRP) (ambos de Sigma,  EE.UU.) diluido  1 :6000 en

TBST-Leche   3%.   Finalmente,   se   procedi6   a   la   detecci6n   usando   el   reactivo   ECL

(Thermo Scientific,  EE.UU.),  segdn las indicaciones del fabricante.

2.4.6.      Tinci6n conazul de coomassie

Terminada    la    electroforesis,    Ios   geles    de    poliacrilamida    se    dejaron    1    h

incubandct   en   la   soluci6n   de   tinci6n   (metanol   50%,   acido   ac6tico   10%,   azul   de

Coomasie  brillante  R-250  0,25%)  en  agjtaci6n.  Luego,  la  destinci6n  del  gel  se  realiz6

par media  de varios  lavados  con  soluci6n  de  destinci6n  (metanol  15%  y acido  acetico

100/o),  hasta que el contraste de  las bandas correspondientes a  las proteinas y el fondo

fuera adecuado.

2.4.7.      Cuantificaci6n de proteinas

La     concentraci6n     de     proteina     total     se     determin6     utjlizando     el     kit

PjerceBCAprotein     Assay     (Thermo     Scientific,      EE.UU.)     de     acuerdo     a      las

especificaciones del fabricante.
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2.5.       Estandarizaci6n de ensayo de ELISA para la detecci6n de lvIICA soluble en

suero de pacientes con cancer gastrico

2.5.1.      Estandarizaci6n  de  anticuerpos  de  captura  y  detecci6n  del  ensayo  de

ELISA

Con  el  fin  de  desarrollar el  ensayo  de  ELISA  de  captura  para  la  detecci6n  de

MICA en  el  suero  de  pacientes,  prevjamente  en  el  laboratorio  se  generaron  AcPo  que

fuesen  capaces  de  detectar  la  fracci6n  soluble  de  MICA.   Los  AcPo  generados  se

purjficaron  a  partir del  suero  de  un  conejo  inmunizado  con  rMICA  mediante  absorci6n

por proteina A.  Se sensibiliz6 una  placa de poliestierno de  96  pocillos  Maxisorp  (Nunc,

EE.UU.)  con   iin  ACMo  comercial  de  captura  de  rat6n  anti-MICA  (clon   159233,   R&D

Systems,  EE.UU.)  o  con  AcPo  anti-MICA  (generados  anteriormente  en  el  laboratorio)

en  una  concentraci6n  de  4  ug/ml  y  10  LIg/ml,  respectivamente,  en  tamp6n  carbonato-

bicarbonato 0.05  M  pH  9.6.  Se incub6  durante  18 h a 4°C. Al dia siguiente,  se  bloque6

con  una  soluci6n  de  tamp6n  fosfato  y  albumina  al  1  0/a  (PBS-BSA  1%)  durante  2  h  a

37°C;   luego,   se   lav6  4   veces   con   PBS-Tween   20   0.050/o   (PBST).   Se   prepararon

diluciones  seriadas  del  estandar de  rMICA  para  la  curva  de  calibraci6n  en  la  solucj6n

de   bloqueo,    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  afiadi6  el  anticuerpo  de

detecci6n:  un  AcPo  biotinjlado  de  cabra  anti-MICA  humano  (BAF1300,  R&D  Systems,

EE.UU.)  0,2  ug/ml  en  PBS-BSA  10/o  y  se  dej6  durante   1   h  a  37°C.   Despu6s  de  4

lavados  con  PBST,  se  incub6  con  estreptavidina  conjugada  con  peroxidasa  de  fabano

(HRP)  (Sigma,  EE.UU.)  diluida  en  PBS-BSA  1%  a  temperatura  ambiente  durante  30

min.    Finalmente,   se   realizaron   7   Iavados,   se   agreg6   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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reacci6n  se  detuvo  agregando  acido  sulfurico

6ptica a 450 nm en  un lector de  ELISA (TECAN,  Suiza).

se  ley6  la  densidad

2.5.2.      Estandarizaci6n de soluci6n de bloqueo para ELISA

Se  sensibiliz6  una  placa  de  poliestireno  de  96  pocillos  (Nunc,  EE.UU.)  con  el

AcPo anti-MICA en  una concentraci6n de  10 LIg/ml; como blanco,  se agreg6 solamente

tamp6n   carbonato.   Se   utilizaron   distintas   soluciones   para   bloquear:   PBS-BSA   1%,

PBS-SFB  10%  y  PBS-caseina  10/o.  Se  incub6  con  1000  ug/ml  de  rMICA  diluido  en  la

respectiva soluci6n de  bloqueo.  Luego, se incub6 con 0,2 ug/ml del AcPo biotinilado de

cabra anti-MICA humano y despues con  la estreptavidina-HRP diluido en  la soluci6n de

bloqueo  correspondiente.  Las  condiciones  de  incubaci6n  y  lavado  fueron  las  mismas

previamente descritas  para el ELISA sandw/.ch anteriormente (Secci6n 4.4.1).

2.5.3.      Optimizaci6n del anticuerpo de captura

Se  sensibmz6  Ia  placa  con  5,10  y  20  ug/ml  de  AcPo  anti-MICA  humano.  Se

bloque6  con  PBS-caseina  1%  y  se  incub6  con  10  r|g/ml,100  r|g/ml  61000  ng/ml  de

rMICA.   El  antjcuerpo  de  detecci6n  AcPo  biotinilado  de  cabra  anti-MICA  humano  se

agreg6  a  una  concentraci6n  de  0,3  ug/ml,  seguido  de  incubaci6n  con  estreptavidina-

HRP   diluida   1:2000.   Lo   anterior  se   realiz6   utiljzando   las   mismas   condiciones   de

incubaci6n y lavado antes  mencionadas para el ELISA sandw/.ch (Secci6n 4.4.1 ).

2.5.4.      Estandarizaci6n de anticuerpo de detecci6n y estreptavidina-HRP

EI  ELISA  se  llev6  a  cabo  segdn  las  condiciones  ya  mencionadas.  La  placa  se

sensjbiliz6  con  20  Lig/ml  de  AcPo  anti-MICA  humano.  Ya  bloqueada,  se  incub6  con

1000  rig/ml  de  rMICA.   En  este  caso,  se  utilizaron  distintas  concentraciones  para  el
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anticuerpo  de  detecci6n:  0,6  ug/ml,  0,3  ug/ml,  0,15  ug/ml  y  0,075  ug/ml.  Ademas,  se

incub6 con estreptavidina-HRP en  una diluci6n  1 :2000 y  1 :4000.

2.5.5.      ELISA estandarizado para detecci6n de MICAsoluble

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  bloque6  con  2,5%  caseina-PBS  por  2  h  a  37°C  y  se  lav6  4

veces  con   PBST.   Las  muestras  de  suero  de  pacientes,  controles  y  estandares  se

incubaron  en  las  placas  hasta  el  dia  siguiente  a  4°C.  Se  lav6  la  placa  4  veces  con

PBST y  se  agreg6  el  anticuerpo  de  detecci6n  (ACMo  anti-MICA humano  biotinilado)  a

0,3  Llg/ml en  PBS-caseina  1 % y se incub6 durante 2 h a  37°C.  Se volvi6 a  realjzar otro

lavado,  se  agreg6  estreptavidina-HRP  en  PBS-caseina  1%  diluido  1;2000 y  se  incub6

durante  30  mjn  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente,  se  realizaron  6  lavados,  se

agreg6  el  sustrato  TMB;  despu6s  de  30  min,  se  detuvo  la  reacci6n  agregando  acido

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

2.5.6.       Kit de  ELISA para detectar MICA liumano (BAMOMAB)

Finalmente,  para  la  detecci6n  de  MICA  soluble  en  el  suero  de  pacientes  con

cancer  gastrico  y  controles   sanos,   se  ocup6  el  kit  de   ELISA  para   SMICA   humano

(BAMOMAB,  Alemania)  y  se  siguieron   las  instrucciones  del  fabricante  con  algunas

modificaciones  indicadas a  continuaci6n.  En  resumen,  Ias  placas se  sensib,ilizaron  con

el  ACMo  de  captura  anti-MICA AMol  a  5  Llg/ml  en  PBS  durante  la  noche.  Luego,  se

bloquearon con  PBS-BSA  15% y se  incub6 durante  1  h a  37°C, se  lavaron e  incubaron

con  la  proteina  estandar  (sMICA*004  recombinante  producida  en  E.  co//.)  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%.  Despues,  Ias  placas se  lavaron,  se  incubaron  con

el ACMo  de  detecci6n  BAM03  a  1  LIg/ml  durante  2  hr a  37°C,  se  lavaron  de  nuevo,  se

afiadi6  el  anticuerpo  anti-rat6n  lgG2a  conjugado  a  HRP  (diluci6n   1:3000)  (Southern

Biotechnologies,  EE.UU.)  y  se  incub6  durante  1   h  a  37°C.  Finalmente,  las  placas  se

lavaron  y  revelaron  usando  TMB  y  la  absorbancia  se  midi6  a  450  rim  en  un  lector de

ELISA.

2.6.       Correlaci6n  entre  los  niveles  de  expresi6n  de  los  ligandos  del  receptor

NKG2D con parametros clinico-patol6gicos de la enfermedad

Se analizaron  las fichas clinicas de cada  paciente con  adenocarcinoma gastrico

incluidos  en  este  estudio,  y  se  clasificaron  de  acuerdo  al  resultado  obtenido  en  las

respectivas  biopsias  para  el tamafio del tumor,  estadio de  invasion tumoral,  metastasis

hacia linfonodos y estado TNM (los cuales se refieren a la extensi6n del tumor primario,

Ia  propagaci6n  del  tumor  cercana  a  los  linfonodos  y  a  la  presencia  de  metastasis  a

otros  6rganos)  (Tabla  1).  Sistema  de  clasificaci6n  propuesto  por  la  AJCC  7a  edici6n

(Washington,   2010).   Se   determin6   la   asociaci6n   entre   los   niveles   de   expresi6n   y

celulas   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 pat6logicos de la enfermedad.
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2.7.       Analisis estadistico

Primero  se  llev6  a  cabo  el  test  de  normalidad  Kolmogorov-Smirnov  en  cada

grupo  para  determinar  si  los  datos  muestran  una  djstribuci6n  normal.  La  evaluaci6n

estadistica  de  la  djferencia  de  la  expresi6n  y frecuencia  de  NKG2DLs  entre el tumor y

la  mucosa se  llev6  a  cabo  usando el test de Wilcoxon o test t pareado.  Las diferencias

entre     la    expresi6n    y    frecuencia    de    NKG2DLs    del    tumor    entre    los    grupos

correspondientes   al   tamafio   del   tumor  y   otros   parametros   clinico   patol6gicos   se

avaluaron  utilizando el test de Mann-Whitney o test t no pareado.

Las  curvas  de sobrevida fueron  generadas segdn  el  m6todo  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 analisis de sobrevida.

Todos   los   datos  se  analizaron   con   el  software   Graphpad   Prism,   versi6n   5

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

3.1.       Expresi6n   de   ligandos  de  NKG2D,  a   nivel  de  proteico  y  de  mRNA,   en

c6Iulas derivadas del tumor primario de pacientes con cancer gastrico

Durante  este  estudjo,  se  analizaron  16  pacientes  con  adenocarcinoma  gastrico

sometidos a  gastrectomfa total,  5  mujeres y  11  hombres,  con  un  promedio de edad  de

61,1  afios.  La  Tabla  1   resume  lo  diversos  datos  demografjcos,  clinicos,  patol6gicos  y

operatorios correspondientes a los  16 pacientes.

La   expresi6n   en   superficie   celular   de   los   NKG2DLs   se   analiz6   mediante

citometria  de  flujo  en  celulas  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  M6todos.  En  la

Figura 5 se  muestran  dens/.fyp/ots representativos de  las c6lulas derivadas del tumor y

mucosa  gastrica,  ademas  de  la  poblaci6n  seleccionada  a  evaluar  (circulo  rojo).  En  la

Figura  6,  se  muestra  la  intensidad  mediana  de  fluorescencia  (MFl)  y  el  porcentaje  de

celulas  positivas  para  MICA,  MICB,  ULBP-1,  ULBP-2  y  ULBP-3  en  c6lulas  derivadas

del  tumor  primario  y  de  la   mucosa  adyacente  al  tumor.   La  MFl  especifica  para   los

ligados  estudjados  se determin6  restando el control  de  isotipo  correspondiente,  la  cual

se  muestra en  los histogramas correspondientes (Figura 5).  Como control positivo  para

las  c6lulas tumorales,  se  analiz6  la  expresi6n  en  supefflcie  de  CD44,  una  molecula  de

adhesi6n   la  cual  se  ha  descrjto  que  se  sobreexpresa  en  varios  tipos  de  tumores,

incluyendo el  CG  (Ghaffarzadehgan y col,  2008;  Ko y col,  2011).
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Figura   5.   NKG2DLs   son   expresados   en   c6Iulas   tumorales   y   de   mucosa   de
est6mago  de  pacientes  con  CG.  Gfaficos  de  densidad,  obtenidos  por citometria  de
flujo,  representativos  del tumor  primario  (A) y del tejido  de  mucosa  adyacente  al  tumor
(a)  de  un  paciente  con  CG.  La  expresi6n  de  CD44,  MICA,  MICB,   ULBP-1,  ULBP-2  y
ULBP-3  se  analiz6  en  la  poblaci6n  seleccionada  (circulo  rojo),  se  midi6  como  MFl  y
esfan  representados  en  los  histogramas  (lineas  de  color).  Histograma  rojo:  control  de
isotipo.  Los  valores de  MFl  estan  indicados en  la  leyenda  coloreada  (para  NKG2DLs y
CD44).
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Como  se  muestra  en  la  Fjgura  6,  tanto  las  c6lulas  derivadas  de  la  mucosa

adyacente  al  tumor como  las  del  tejido  tumoral  expresan,  en  la  superficie  celular,  los

NKG2DL  analizados,   a   distintos   niveles.   Se   observ6   que   el   porcentaje   de   celulas

positivas   para    ULBP-1    y   ULBP-3   en   el   tumor   fue   significativamente    menor   en

comparaci6n  a  la  mucosa  adyacente  (Figura  68),  pero  esta  diferencia  no  se  observ6

cuando  se  compar6  el  MFl  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  expresi6n  de  estos  ligandos,  como  el  porcentai.e  de

celulas positivas  para estas mol6culas entre celulas derivadas de ambos tejidos (Figura

6).   Esto   podria   ser   debido   a   que,   entre   los   pacientes,   hay   una   expresi6n   muy

heterog6nea de  los djstintos  ligandos.

Como  se  esperaba,  la  expresi6n  de  CD44  fue  significativamente  mayor  en  las

c6lulas   derivadas   del   tejido   tumoral   que   en   las   celulas   obtenidas   de   la   mucosa

adyacente (p=  0.0181,  Figura 6A).  Sin embargo,  para el porcentaje de celulas positivas

para CD44, no se observ6 diferencia significativa (p= 0,1199,  Figura 68).

Para   confjrmar  los   resultados   obtenidos   por  citometria   de  flujo,   tambien  se

evaluaron    los    niveles    de    mRNA   de    NKG2DLs    medjante    analisis    por   RT-PCR

semicuantitativo.  Los  resultados  mostrados  en  la  Figura  7  demuestran  que  los  niveles

de  mRNA  de  los  ligandos  de  NKG2D  en  las  celulas  tumorales  tienden  a  ser mayores

en  comparaci6n  a  las  c6lulas  de  la  mucosa  gastrica.  Sin  embargo,  no  se  detect6  una

diferencia  estadisticamente  significativa con  relaci6n a  es{a  expresi6n  entre  las c6lulas

de ambos teiidos (Figura 7).
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Tlimor                   M ucosa

Figura 6.  Expresi6n  de NKG2DLs en  c6lulas 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  (MFl)  (A)  y  porcentaje  de  celulas  positivas  (a)
obtenidos,   por  citometria  de  flujo,   para   la  expresi6n  en  superficie  celular  de  CD44,
MICA,   MICB,   ULBP-1,   ULBP-2   y   ULBP-3   en   las   celulas   tumorales   y   de   mucosa
gastrica.  Las  barras de error representan  la  desviaci6n estandar (SD) obtenida  para  16
pacientes con CG.  ***,  p<0.001,  +I, p<O.01 ;  *, p<0.05.
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Figura  7.  Expresi6n  de  mRNA  de  NKG2DLs  en  c6lulas  tumorales  y  de  mucosa
gastrica    en    pacientes    con    CG.    (A)    Figura    representativa    de    los    productos
amplificados    de    un    pacjente    con    CG.     Los    productos    fueron    separados    por
electroforesis  en  gel  de  agarosa  y  visualizados  mediante  la  tjnci6n  con  bromuro  de
etidio.   (B,C,D,E   y  F).   La   expresi6n  del   mRNA  de   MICA,   MICB,   ULBP-1,   ULBP-2  y
ULBP-3  se  evalu6  mediante  RT-PCR  semicuantitat`vo  usando  partidores  especificos
para cada  ligando  (Tabla  2).  Los  productos de  PCR  se  anallzaron  por electroforesis  en
geles  de  agarosa  al  1%.  Los  datos  se  presentan  como  la  expresi6n  relativa  de  cada
gen  normalizado por un control interno (a-actina) y representan valores de  12  pacientes
±SD.
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3.2.       Medici6n  de  la  expresi6n  de  IvllcA  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  pron6stico  (Holdenrieder y  col,  2006a;  Li  y  col,  2009;  Tamaki  y  col,  2008).  Es  de

gran  importancia  probar  si  los  niveles  de  SMICA  sericos  puedes  ser  usado  como  un

marcador de pron6stico en pacientes con CG.  Por lo que, se decidi6 evaluar los  niveles

de SMICA en el suero de estos pacjentes. Para esto, se desarroll6  un ELISA de captura

para  medir la  concentraci6n  de  SMICA en  el  suero  de  pacientes  con  CG  y compararla

con la de individuos sanos.

3.2.1.       Expresi6n y purificaci6n de SMICA

El  primer objetivo  correspondi6  a  expresar  la  proteina  recombinante  rMICA,  la

cual es  necesaria  para  realizar una curva estandar para  el  ELISA.  Para  esto,  se  utiljz6

un  clon  de  E.  co//. BL21(DE3) transformado  con  el  plasmidio  pET15b-SMICA  (Figura 4).

Las  bacterias  transformadas  se  crecieron  y  se  indujo  la  expresi6n  de  rMICA.  Para

verificar  la  expresi6n  y  solubilidad  de  la   proteina   recombinante,   se  analiz6  tanto  el

lisado  celular como  la  fracci6n  soluble  e  insoluble  del  lisado,  mediante  SDS-PAGE  en

geles   de   poliacrilamida   al   12°/o   seguido  de   la  tinci6n   con   azul   de   Coomassie.   Se

observ6  una  banda  de  sobreexpresi6n  cercana  a  35  kDa  s6lo  en  el  Iisado  de  E.  co//.

BL21   (DE3)  [pET15b-sMICA]  inducido  con  lpTG  (linea  5,  Figura  8A),  correspondiente

al   peso   molecular  esperado   de   SMICA  (34   kDa),   la   cual   no   esta   presente   en   los

controles   negativos   (lineas   2,3  y  4,   Figura   8A).   Para   comprobar  que   esta   banda

correspondia   a   SMICA,   se   realiz6   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  88).  Ademas,  esta

banda    fue    reconocida    por    un    anticuerpo    anti-polihjstidina    (Sigma)    en    el    lisado

bacteriano  inducido  (linea  2,  Figura 8C).

Al  analizar  las  fracciones  del  lisado  bacteriano,  podemos  ver tanto  en  fracci6n

total  como  insoluble,   inducidas  con   lpTG,   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 detect6  una  banda correspondiente

a SMICA en  las fracciones total e  insoluble (lineas 4 y 6,  respectivamente,  Figura  98) e,

incluso,  en  la fracci6n  insoluble (linea  5,  Figura  98),  pero de  menor intensidad.

pET15b        PET15b-SMICA pET15b    pET15b-SMICA

1234

pET15b-SMICA

kDa             -        +

12

12345

Figura  8.  Expresi6n  de  SMICA  en  E.  co//. BL21(DE3)  [pET15b-sMICA].  (A) Analisis
por SDS-PAGE de  lisado bacteriano de E.  co//. 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  SMICA  se  sefiala  con  una
flecha.   (a)  Analisis   por  Western   blot  del   SDS-PAGE   mostrado   en  A,   utilizando   un
anticuerpo  policlonal  anti-MICA  en  dilucl6n   1:1000.  (C)  Analisis  por  Western   blot  del
SDS-PAGE   de   lisado   de   E.   co//.  BL21(DE3)   [pET15b-sMICA]   sin   inducir  (linea   1)  e
inducido con  lpTG  (linea  2),  utilizando  anticuerpo anti-poll-histidina.
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Figura 9.  Distribuci6n de SMICA en  E.  co//. BL21(DE3)  [pET15b-sMICA]. (A) Analisls
por SDS-PAGE  del  lisado celular (L),  con  la fracci6n  soluble  (S) e  insoluble  (I) de  E.  co//.
BL21 (DE3)  [pET15b-sMICA]  sin y con  lpTG.  (8) Analisis  por Western  Blot del gel  en  A,
utilizando  un  anticuerpo anti-MICA  humano.

3.2.2.       Purificaci6n de SMICA recombinante

Lo siguiente  consisti6 en  purificar la  proteina  recombinante,  mediante  el  uso  de

una  resina  de  agarosa  Ni-NTA,  a  partir de  la  fracci6n  soluble del  lisado.  Las fracciones

eluidas se anallzaron  mediante SDS-PAGE y se determin6 que  la eluci6n  2 y 3 eran  las

que  poseian  mayor cantidad  de  proteina  recombinante  (lineas  6  y  7,  Figura  108).  Por

esto,   ambas  fracciones  se   dializaron  contra   PBS  durante   24   h   a  4°C  y   luego   se

determin6   que   la   concentraci6n   de   proteinas   totales  fue   de   206   ug/ml.   Se   puede

observar que, junto con  proteina  recombinante,  co-eluyeron  otras  proteinas,  las cuales

podrian  corresponder  a   proteinas  nativas  de  E.   co//.  (linea  3,   Fjgura   10C)  (Bolanos-

Garcia &  Davies,  2006).  A partir de este  resultado,  se  mldi6 la  intensidad de  las  bandas

medlante densitometria  (Image J),  y se obtuvo la  proporci6n de SMICA de  las proteinas

contaminantes,   la   cual   correspondi6   a   un   30%   aproximadamente.   Finalmente,   se

determin6 que  la concentraci6n de SMICA correspondia a aproximadamente a 63  r|g/ul.
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Figura  10.  Expresi6n  y  purificaci6n  de  sM[CA  por autoinduccj6n  por SDS-PAGE
al   12%.  (A)   Expresi6n   por  autoinducci6n  de  E.   co//.  BL21(DE3)  [pET15b-sMICA].   M:
marcador  de  peso  molecular  (Fermentas);  linea   1:  ljsado  no  inducido;   linea  2:  lisado
autoinducjdo,;    linea   3:   fracci6n   soluble   del    lisado   autoinducido;    linea   4:   fracci6n
insoluble  del  lisado  autoinducido.  (a)  Purificaci6n  de  SMICA en  columna  de  Ni-NTA.  M:
marcador  de  peso  molecular,  linea  1 :  lisado  autoinducido;  linea  2:  fracci6n  soluble  del
lisado  autoinducci6n;   linea  3:  lineas  4-9  fracciones  de  elusi6n.  (C)  linea   1:   lisado  no
inducido;   linea  2:   lisado  autoinducido;   linea   3:   purificaci6n  de  SMICA  despues  de   la
dialisis.  (D) Analisis  por Western  blot de  gel  en  C  utiljzando  antlcuerpo anti-polihistidina
(Sigma).

3.2.3.      Estandarizaci6n  de  ELISA  de  captura  para  detectar  SMICA  en  suero  de

pacientes con cancer gastrico

Ya   obtenida   SMICA   recombinante,   se   procedi6   a   realizar  un   ELISA  de   tipo

sandw/.ch,  en  el  cual  se  utiliz6  un  ACMo  de  captura  anti-MICA de  origen  murino  (Clone

159233,  R&D  Systems)  y  un  AcPo  de  detecci6n  anti-MICA  de  cabra  bjotinilado  (R&D

Systems).  En  la  Figura   11   se  muestra  una  curva  estandar  de  SMICA,  en  la  cual  se

observa  que,  con  la combinaci6n  de  anticuerpos anteriormente  mencionada,  es similar
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a  la   curva  del  blanco  (sin  anticuerpo  de  captura),   por  lo  que  esta  combinaci6n   de

anticuerpos no detecta SMICA.

Por   esta   raz6n,   se   prob6   una   nueva   combinaci6n   de   anticuerpos:   como

anticuerpo    de    captura,    se    utiliz6    una    combinaci6n    de    anticuerpos    policlonales

(generados  previamente  en  nuestro  laboratorio)  y,  como  anticuerpo  de  detecci6n,  se

utiliz6  el  mismo  AcPo  de  cabra  anti-MICA  biotinilado  previamente  mencionado  (R&D

Systems).  Al  comparar'ambas  combinaciones  de  anticuerpos  utilizadas  en  el  ELISA

sandw/.ch,  se  obtuvo  una  mejor sensibilidad  cuando  se  utiliza  el  AcPo  de  conejo  para

capturar  (Figura  11).  Segtln  la  literatura,  la  concentraci6n  promedjo  de  SMICA  en  el

suero  de  los  indMduos  sanos  esta  en  el  orden  de  los  picogramos  (Holdenrieder y col,

2006a).  Por esta  raz6n,  para  poder detectar SMICA en  el  suero  de  pacientes  con  CG,

se  debe  tener  un  sistema  de  ELISA  con  una  sensibilidad  dentro  de  este  arden  de

magnitud.

+  AcPo capfura Antj.MICA

--  ACMo capbra And.-MICA
I-  sin and.cuorpo de captura

0.010.1          1           10        100100010000

Log]o rMICA ng/ml

Figura   11.   Combinaciones   de   ELISA   de   tipo   sandrw/.ch   utilizando   distintos
anticueTpos  de  captura.  Se  utilizaron  dos  antjcuerpos  de  captura:  4  ug/ml  de  ACMo
anti-MICA  (Clone  159233,  R&D  Systems) y  10  ug/ml  de AcPo  anti-MICA generado  en
el  laboratorio;  como  control,  no  se  sensibiliz6  la  placa  con  los  anticuerpos  de  captura.
El ensayo se hizo por triplicado y se grafica el promedio de cada determinaci6n ± SD.
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A  pesar  de  que  se  logr6  una  mejor  sensibilidad  cuando  se  utiliza  el  AcPo  de

conejo  anti-MICA  humano  para  capturar  la  proteina,  esta  no  es  suficiente  y,  ademas,

se  observ6  un  alto  background (serial  de fondo  alta),  por lo  que  se  probaron  distintas

soluciones  de  bloqueo,  entre  ellas  caseina  1°/o,  SFB  10%  y  BSA  1%,  todos  en  PBS

(Figura   12).   Utilizando   la   soluci6n   de   bloqueo   caseina   1%,   se   obtuvo   un   menor

background   en   comparacj6n   a   las   otras   soluciones   (Figura   12A).   Ademas,   para

aumentar   la   sensibiljdad   del   ELISA   para   detectar   SMICA,   se   evaluaron   distintas

concentraciones  del  Ac  de  captura,  Ac  de  detecci6n  y  de  estreptoavidina  peroxidasa-

HRP.  Se  determin6  que  la  concentraci6n  6ptima  del  anticuerpo  de  captura  fu6  de  20

ug/ml, ya que es con la que se ob{uvo  un mayor valor en la  lectura espectrofotometrica

(Fjgura  128).  Con  respecto  al  anticuerpo  de  detecci6n,  como  se  observa  en  la  Figura

12C,  la concentraci6n  mayor de este Ac (0,6 tJg/ml) es  la que  permite una  mayor serial.

Sin  embargo,  se  decidi6  utilizar  la  concentracidn  de  0,3  ug/ml  de  este  Ac,  con  la  cual

es   suficiente   para   obtener   una   buena   serial.   Ademas,   la   diluci6n   6ptima   de   la

estreptoavidina-HRP es de 1 :2000, segun lo que se observa en  la Figura  12C.

Ya estandarizado el ELISA de captura, se realiz6 una curva estandar ocupando

rMICA  comercial  (Abcam,  EEUU)  para  determinar  la  sensibilidad  del  sjstema  (Figura

13A).    Sj    bjen    este   ensayo   detecta    hasta    1    rig/ml   de    rMICA,    este    no   fue    lo

suficientemente  sensible  para  detectar  SMICA  de  las   muestras  de   pacientes.   Este

ensayo  se  trat6  de  mejorar  mediante  la  utilizaci6n  de  un  m6todo  de  detecci6n  mss

sensible   que   el   colorimetrico,   como   la   quimioluminiscencia.   Sin   embargo,   con   el

sustrato  quimjolumiscente,  Ia  sensjbiljdad  fue  similar que  con  el  sustrato  colorim6trjco

(Figura  138).

Finalmente,     se     utiliz6     una     combinaci6n     de     anticuerpos     comerciales

(BAMOMAB):  como  anticuerpo  de  captura,  se  utiliz6  un  ACMo  anti-MICA  (clon  AMO1)
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lgG1,  y  como  anticuerpo  de  detecci6n,   un  ACMo  anti-MICA/B  (clon  BAM03)  lgG2a,

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

combinaci6n,  se  pudo  obtener una  sensibilidad  de  20  pg/ml  (Figura  14A).  Por lo tanto,

ahora fue posible  medl'r SMICA en el suero de  pacientes con  CG.

I      Ai:  Polielonal  10  Hg/ml

^     SinAcdecaptura

ABS6sP:g:P#o:%ts%:e®2Spse:#*%®n®]%(s,nrty)q)

Solucf6n de Bloqueo

0.6             0.3             0.IS         0.075

Ac deteccl.6n  I Hg/ ml]

10                      100                   1000

MICAs  [Trs]/ ml]

+  AcPo capture 20 rg/ml
-AcPo captura  10  Hg/ml
-  AcPo captura 5 Hdyml
--   Sln Ac cad:ura

Figura   12.   Estandarizaci6n   de   ELISA   de   tipo   sandw/.ch.   (A)   Comparaci6n   de
soluciones de  bloqueo.  Se  sensibmz6  con el  I     AcPo de  captura anti-MICA (10  ug/ml)
o   A   sin  anticuerpo  de  captura  (solo  buffer  carbonato);  luego,  se  incub6  con  distintas
soluciones de  bloqueo.  Se agreg6 SMICA  recombinante  1000 Tig/ml  y  luego  se  detect6
con  el ACMo  anti-MICA  biotinilado  y estreptoavidina-HRP.  (8)  Estandarizacl6n  AcPo  de
captura.  Se  sensibjliz6  con  .  20,   A100,   V  5  ug/ml  de  AcPo  anti-MICA o  a  solo  con
buffer  carbonato.   (C)   Estandarizaci6n  de  antjcuerpo  de  detecci6n  y  estreptoavi.dina-
HRP.  Se  utilizaron  dlstintas concentraciones  del  anticuerpo  de  deteccl6n  (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.



43

5                   10                  15                 20

rMICA  [Tig/ml]
0                    5                   10                 15                 20

rMICA [rrg/ml]

Figura   13.  Curva  estandar  de  rMICA.  Se  utiliz6  rMICA  comercial  (Abcam)  y  como
sustrato  (A)  TMB   (Thermo   Scientific)  o   (a)  quimioluminiscente   para   ELISA  (Thermo
Scientific).  Los resultados de  DO se muestran como promedios ± SD  de los trjplicados.
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CG                     Sane

Figura   14.   Detecci6n   de   SMICA  en   el   suero   de   pacientes   con   CG.  (A)  Curva
estandar de  rMICA  con  combinaci6n  Ac  AMol  de  captura  y  BAM03  de  detecci6n  (a)
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 indjviduales  para SMICA en el suero.
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3.2.4.      Detecci6n de sMICAen el suero de pacientes con cG

Se  analiz6  el  sliero  de  14  pacientes  con  CG  como  tambj6n  de  14  controles

sanos de  una edad similar.  La presencia de SMICA solo fue detectable en  10 pacientes

(>  20  pg/ml) y en  8  controles sanos.  EI  promedio  de SMICA fue  de  106,2  pg/ml y 60,0

pg/ml  en  pacientes  con  CG  y  controles  sanos,  respectivamente.  Sin  embargo,  no  se

observ6  diferencia  estadisticamente  significativa  entre  las  concentraciones  de  SMICA

en el suero de  pacientes y controles sanos (Figura  148).

3.2.5.       Correlaci6n   de   la   expresi6n   de   SMICA   y   la   expresi6n   MICA   en   la

superficie de celulas derivadas del tejido tumoral.

Un aumento en  los niveles de MICA soluble  podria deberse a que esta  mol6cula

es  clivada  de  las  c6lulas  tumorales,  lo  que  djsminuiria  MICA  en  la  superfjcie  de  las

celulas  tumorales  al  mismo  tiempo  en  que  aumentan  los  niveles  sericos  de  su  forma

soluble.  Por esta  raz6n,  evaluamos  si  los  niveles  de SMICA se  correlacionaban  con  la

expresi6n  celular  de  MICA  (tanto  por  MFl  como  por  porcentaje  de  celulas  positivas

para MICA).

Se  pudo observar una  correlaci6n  negativa  entre  los  niveles de  MICA soluble y

los   niveles  de  expresi6n   (MFl)  y   porcentaje  de  c6lulas  positivas   para   MICA  en   las

c6lulas derivadas del tumor primario de pacientes con CG (Figura  15).
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Figura   15.  Correlaci6n  entre  la  expresi6n  de  MICA  en  la  superficie  celular  de
c6lulas derivadas del tumor y  los  niveles de slvIICA en el suero de  pacientes con
CG.  (A)  Correlaci6n  entre  el  MFl  para  MICA  y  los  niveles  de  SMICA,  analizada  por  el
test de  correlaci6n  Spearman.  (a)  Correlacl6n  entre  el  porcentaje  de  c6lulas  positivas
para  MICA y los  niveles de  SMICA,  analizada  por el test de correlaci6n  Pearson.  Curva
regresi6n  lineal  n=14.

3.3.       Correlaci6n   de   la   expresi6n   de   NKG2DL   y  SMICA  con   los   parametros

clinico pato[6gicos de la enfermedad

Debido a  que  los  NKG2DL  se expresan  en  c6lulas derivadas del tumor primario

de  los  pacientes  con  CG  analizados  (Figura  6),  se  evalu6  si  la  expresi6n  de  NKG2DL

podria  ser  utilizada  como  un  posible  marcador  en  el  diagnostico  diferencial  y  estadio

del  cancer.  Para  esto,  se  asociaron  los  niveles de  expresi6n  o  el  porcentaje  de  celulas

positivas  para  los  ligandos  estudiados  con  los  distintos  pafametros  clinico-patol6gicos

de la enfermedad.

Se  ha  descrito,  por  ejemplo,  que  el  tamafio  del  tumor  esta  relacionado  con  el

pron6stico  del  adenocarcinoma  gastrico  (Adachi  y  col,1997;  Jun  y  col,  2009),   por  lo

que se decidi6 correlacionar la expresi6n de  los  NKG2DL con el tamafio del tumor.  Los

pacientes  se  divl.dieron  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.

Djstintos  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  compar6  la

expresi6n y el  porcentaje  de  celulas  positivas  para  NKG2DL entre  tumores  de  tamafio

menor  o  igual  4  cm  y  mayor  a  4  cm.  Sin  embargo,  no  se  encontr6  una  diferencia

estadlstjcamente significativa entre los dos grupos de tamafio de tumor (no mostrados).

Dada  la  alta  variabilidad  interindividual  de  la  expresi6n  de  NKG2DL  observada

en  este  estudio   (Figura   15),   se   decidi6  correlacionar  la   raz6n   de   la   intensidad   de

expresi6n y el porcentaje de c6lulas positivas para  NKG2DL entre el tumor primario y la

mucosa  adyacente  al  tumor  con  el  estadio  de   la   enfermedad.   Se   observ6  que  la

proporci6n  de  la  expresi6n  (MFl)  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  sjgnificatjva  cuando  se  compar6  la

raz6n  entre  el  porcentaje  de  c6lulas  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  a),  no se  detect6  una  diferencia  significativa  cuando  se  analiz6  la  raz6n

de  la  expresi6n y el porcentaje entre celulas tumorales y de  la  mucosa  compafandolos

entre las etapas temprana y avanzada del tumor.

Ademas,  se  determin6  que  la  expresi6n  (MFl  o  porcentaje  de  c6lulas  positivas

para  NKG2DL)  y  raz6n  de  expresi6n  de  NKG2DL  y  CD44  entre  las  c6lulas  derivadas

del  tumor  versus  las  celulas  de  la  mucosa  no  se  asocia  con  otros  parametros  clinico-

patol6gjcos   de   la   enfermedad,   como   el   tamafio   del   tumor,   extensi6n   tumoral,   o

metastasis  hacia  los  linfonodos.  Tampoco  se  encontr6  asociaci6n  entre  los  njveles  de

SMICA y los pafametros clinico-patol6gicos de pacientes con CG  (datos no mostrados).
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Figura 16.  Raz6n  de la expresi6n y frecuencia de NKG2DLs entre tejido tumoral y
]a mucosa de pacientes con CG asociados con e] estadio tumoral. Expresi6n (MFI)
(A)  y  porcentaje  de  c6Iulas  positivas  (a)  de  MICA/B,  ULBP-1-3  y  CD44  entre  el  tejido
tumoral  y  de  mucosa  se  agruparon  de  acuerdo  al  estadio  tumoral,  definjdo  como  I,11
(temprano)  o  Ill,lv  (tardio).  Los  datos  representan  valores  obtenidos  de  16  pacientes
con CG ± SD. *, p<0.05.
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3.4.       Correlaci6n  de  la  expresi6n  de  NKG2DL y SMICA con  la  sobrevida  de  los

pacientes con CG

Finalmente,   se   estudi6   la   sobrevida   de   los   pacientes   con   CG   durante   un

periodo   de   19,4   meses   despu6s   de   haberse   realizado   la   operaci6n.   De   los   16

pacientes  que  se  realiz6  Ia  gastrectomia total,10  de ellos  (65,5  %) fallecieron  durante

el periodo analizado (Fjgura  17A). Se compar6 la sobrevida entre el grupo de pacientes

con  CG  con tamafio  de tumor menor o  igual a  4  cm  y  mayor a  4  cm,  asi  como  entre

pacientes    cuyos    tumores    que    presentaban    una    diferenciaci6n    alta/moderada    y

baja/indjferenciado,   una   extensi6n  tumoral  TIIT2  y  T3IT4,   un  estadio   I,11  y   Ill,   lv,  y

metastasis   hacia   los   linfonodos   N0  y   N1/2/3.   Para   esto,   se   realiz6   un  analisis   de

sobrevida segdn el  metodo de  Kaplan-Meier,  y las curvas de sobrevida se compararon

utilizando  la  prueba  de   Log-rank.   En  los  analisis  realizados,  se  observ6  una  mayor

sobrevjda  en   los   pacientes  con   menor  extension  tumoral  (TIIT2)  to=   0.023,   Figura

17D),   estadios   tempranos   de   la   enfermedad   (I,H)   to=   0.0242,   Figura   17E),   y   en

ausencia  de  metastasis  de  ljnfonodos  (NO)  (p=  0.0049,  Figura  17F).  Sin  embargo,  no

se  encontr6  una  diferencia  sjgnificativa  al  comparar  la  sobrevida  post-operatoria  con

relaci6n al tamafio  del tumor, tampoco  respecto a  la diferenciaci6n tumoral (Figura  178

yc).

Para  evaluar si  la expresi6n  de  los  ligandos  de  NKG2D tenia  correlaci6n  con  la

sobrevida  de  los  pacientes,  estos  se  dMdieron  en  dos  grupos  segtln  los  niveles  de

expresi6n  de  cada  NKG2DL.  Para  determinar  los  niveles  de  expresi6n  como  altos  y

bajos,  el punto de corte se estableci6 como la mediana de los valores obtenidos para  la

intensidad  de  expresi6n  (MFl)  o  porcentaj.e  de  c6Iulas  positivas  para  cada  ligando.  El

analisis  de  sobrevivencia  de  Kaplan-Meier para  cada  NKG2DL  revel6  que  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  a).  Tambi6n  se  analiz6  si  la  expresi6n  de  SMICA  se

correlacionaba  con  la  sobrevida  de  los  pacientes  con  CG.  Los  pacientes  se  agruparon

de  acuerdo  a   los  valores  de  expresi6n  de  SMICA  alto  y  bajo.  El  punto  de  corte  se

determin6  como  la  mediana,  que  corresponde  a  180  pg/ml.  Tampoco  se  observ6  una

diferencia en  la  sobrevida  entre  los  pacientes  con  niveles elevados y  bajos  en  el  suero

de SMICA to=  0.1347,  Figura  188).
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Figura  17. Curvas de sobrevida en  pacientes con CG despu6s de la gastrectomia
total.   (A)   Curva   de   sobrevida   general   (Kaplan-Meier)  de   16   pacientes   con   cancer
gastrlco  despues  de  la  gastrectomia  total.   (a)  Curva  de  sobrevida  de   Kaplan-Meier
para  los  pacientes  con  CG  mostrando  la  progresi6n  de  acuerdo  al  tamafio  del  tumor
(S4  o  >4  cm  de  diametro).  Sobrevida  de  pacientes  con  CG  segun  (8)  la  diferenciaci6n
(bl.en/moderadamente o  poco/indiferenciado),  (D)  la extensi6n tumoral  (TIIT2 6 T3IT4),
(E) el estadio del  CG  (I,116  Ill,lv),  (F)  mefastasis en  nodos  linfaticos  (NO 6  N1/2/3).
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Figura  18.  Sobrevida  de  pacientes  con  CG.  (A)  Gfafico  de  Kaplan-Meier  para  los
pacientes   con   CG   representando   sobrevida   general   de   acuerdo   a   los   niveles   de
expresi6n   NKG2DL  MFl   (A)  o   porcentaje  de  celulas   positivas  (8),   alto  o   bajo.   Los
pacientes  se  agruparon  de  acuerdo  a  los  valores  de  expresi6n  de  NKG2DL  o  SMICA.
Las   djferencias   estadisticas   se   calcularon   por  el   test   de   log-rank.   (C)   Grafico   de
Kaplan-Meier para  los  pacientes  con  CG  representando  sobrevlda  general  de acuerdo
a  los  niveles de expresi6n  de  MICA soluble,  alto o  bajo.  n=16.
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4.1.       Expresi6n de NKG2DLen cG

Las   c6Iulas   NK  son   c6lulas   efectoras   importantes   para   la   primera   linea   de

defensa  contra  los  tumores.   El  receptor  activador  NKG2D  juega  un  rol  critico  en  la

eliminaci6n de las c6lulas tumorales  por c6lulas citoliticas,  como  las  c6lulas  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  celulas tumorales.  Par lo tanto,  una  fuerte  regulaci6n  de  la  expresi6n

de  los  ligandos del  receptor NKG2D  es  muy importante para  la inmunovigilancja  contra

el cancer (Hayakawa  y col,  2002) y  la  evasi6n  inmune  (El-Gazzar y col,  2013).  Dentro

de   los   NKG2DL,   MICA   ha   sido   uno   de   los   mss   investigados,   y  djversos   estudios

indican  que esta  molecula juega  un  rol  importante  en  la  inmunidad  antitumoral  (Jinushi

y col,  2003).  MICA se  ha detectado en  las  celulas de varjos  carcinomas, tales como de

pulm6n,   mama,   ovario,   pr6stata   y   cancer  de   colon,   y,   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   sjendo   un

problema  de  salud  ptlblica  a  nivel  mundial,  y  el  actual  conocimiento  del  efecto  de  la

expresi6n de MICA y los otros NKG2DL en este cancer es limitado.

En  este  estudio,  se  demostr6  que  MICA,  MICB,   ULBP-1,  ULBP-2  y  ULBP-3,

ligandos    del     receptor    activador    NKG2D,     son     expresados     y    frecuentemente

coexpresados   en   c6Iulas   derivadas   del   adenocarcinoma   gastrico  y   de   la   mucosa

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

significativamente  mayor de c6lulas que  expresan los  ligandos  ULBP-1  y ULBP-3  en  la
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mucosa  gastrica  no  tumoral  en  comparaci6n  al  tejido  tumoral  (Figura  6  a).  La  gran

mayorl.a  de   los   pacientes  estudiados  expresa   bajos  niveles  de  todos   los   ligandos

analizados, y los pocos pacientes que expresan niveles altos de estas moleculas en el

tejido  tumoral  tambien  expresan  altos  niveles  en  la  mucosa  gastrica.  Esta  expresi6n

elevada  de  ligandos  en  la  mucosa  adyacente  podria  deberse  a  que  el  tejido  obtenido

de  la  mucosa  correspondiente  a  estos tumores  este  infiltrado  con  c6lulas  tumorales  o

tambi6n  al  hecho  que  muchos  pacientes  presentan  gastritis cr6nica,  y  puede  que  este

proceso  inflamatorio  produzca  un  aumento  en  la  expresi6n  de  NKG2DL.  Ademas,  Ios

pacientes   que   presentan   una   alta   expresi6n   de   NKG2DLs  en   la   mucosa  tambien

poseen  una  alta  expresi6n  de  CD44,  una  molecula  de  adhesi6n  altamente  expresada

en adenocarcinoma gastrico (Ghaffarzadehgan y col, 2008).

Para   poder  evaluar  si   hay   una   mayor  expresi6n   de   NKG2DL   durante   las

diversas  etapas  de desarroHo  del  cancer gastrico,  habria  que  analizar la  expresi6n  de

NKG2DL  en  la   mucosa  gastrica  de  indivjduos  sanos  como  un  control   basal  de  los

niveles  de  expresi6n  de  estas  mol6culas.  Sin  embargo,  conseguir  una  muestra  de

mucosa gastrica  de  individuos sanos  es  un  proceso  complejo,  ya  que  se debe  realizar

mediante  endoscopja,  procedimiento  que,  en  general,  se  realiza  cuando  existe  algtin

problema      de     salud.      Como      se     explic6     anterjormente,      MICA     se     expresa

constitutivamente en el tracto gastrointestinal y se sobreexpresa en  respuesta al estres

y  transformaci6n  celular.   For  ello,   es   posible  que   la   mucosa  gastrica  adyacente  al

tumor tambj6n  est6 alterada en estos  pacientes,  por lo que  no seria  un  buen control de

expresi6n de estos ligandos.

Tambi6n  es  importante  destacar  que  la  mol6cula  CD44,  tambien  evaluada  en

este  estudio,  no  es  un  buen  marcador para  definir  la  poblaci6n  tumoral,  debido  a  que

los  linfocitos  tambien  la  expresan.  Por  lo  tanto,  para  poder definir  la  poblaci6n  de  las
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celulas  tumorales.  se  deberia  ocupar  otro  marcador  tumoral,  como  EpCAM,  el  cual

usualmente   no   se   expresa   en   la   mucosa   gastrica   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

comdn  leucocitario).

En  este  estudio,  tambi6n  se  pudo  demostrar,  mediante  PCR  semicuantitativo,

qiie  los  ligandos  del  receptor NKG2D  se  expresan  a  nivel  de  mRNA,  lo  que  confirma

adicionalmente   que   los   NKG2DL   se   expresan   en   las   c6Iulas   derivadas   del  tejido

tumoral y mucosa gastrica de pacientes con adenocarcinoma gastrico. Sin embargo,  no

se  observ6  una  diferencia  entre  los  niveles de  RNA de  los  NKG2DL entre el  tumor y la

mucosa  adyacente  (Fjgura  7),  similar a  lo  que  hemos  observado  a  nivel  protejco,  por

citometria de flujo.

4.2.       Evasi6n de la respuesta inmuneen cG

El  hecho que las c6Iulas derivadas del tejido tumoral expresen simultaneamente

los  diferentes  ligandos  de  NKG2D,  y  habjendose  demostrado  que  el  receptor NKG2D

participa  en  la  inmunovigilancia  y eliminaci6n  de  celulas  tumorales  (Bauer y  col,  1999),

se  esperaria  que  estas  c6lulas fueran  mss susceptibles  a  la  citotoxicidad  mediada  por

linfocitos NK,  NKT,  T CD8+ o Tv6,  resultando en el control del  crecimiento tumoral y  un

pron6stico  mas favorable  para  la enfermedad.  Sin  embargo,  estos tumores  nan  podido

progresar,   Io  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  celulas  derivadas  del

tumor,   sus   niveles   de   expresi6n   en   la   superficie   celular   no   serian   6ptimos   para
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estimular    adecuadamente    la    respuesta    antitumoral    mediada    por    los    linfocitos

citot6xicos.  Se  ha descrito que  la capacidad de  una  linea celular que expresa  NKG2DL

para   estimular   la   respuesta   antitumoral   depende   crl.ticamente   de   los   niveles   de

superficie   NKG2DL  expresados   en   las  celulas  tumorales   (Diefenbach  y  col,   2001).

Debido  a  que  esta  actMdad  esta  gujada  por  el  balance  de  sefiales  activadoras  e

jnhibidoras, y asi como  una expresi6n de NKG2DL elevada es capaz de gatillar que las

c6Iulas  NK  superen  las  sefiales  inhibitorias y se  activen,  una  modesta  disminuci6n  de

NKG2DL  puede  influenciar  crlticamente  en  la  reactividad  de  las  c6lulas  NK  (Bauer y

col,1999;  Cosman y col,  2001 ).

Lo  mencionado  anteriormente  podri.a  deberse  tambien  a  que celulas  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   la

superficie   celular,   resultando  en   liberaci6n   de   ligandos  solubles,   Ios   cuales  se   nan

detectado  en  el  suero  de  pacientes  con  cancer (Eisele  y  col,  2006;  Groh  y  col,  2002;

Holdenrieder  y  col,  2006a;  Salih  y  col,  2002).  Distintos  estudios  demuestran  que  la

presencia  de  SMICA  en  el  suero  de  pacientes  con  cancer  jnterfiere  con  la  inmunidad

antitumoral  por  medio  de  la  regulaci6n  negativa  del  receptor  NKG2D  en  los  linfocitos

citot6xicos,  llevando  a  una  funci6n  citot6xjca  defectuosa  (Groh  y  col,  2002;  Jinushi  y

col, 2005).  Formas solubles de ULBP-1  y ULBP-3 se  han descrito en sobrenadantes de

II'neas  celulares  tumorales  (Fernandez-Messina  y  col,  2010;  Song  y  col,  2006b).  Sin

embargo,   esto   no  se   ha   podjdo  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  expresi6n  de  MICA  en

celulas derivadas del tumor primario en los mismos  pacientes.
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Se  disefi6   un  sistema  de   ELISA  de  captura   para   detectar  SMICA;   en  esta

metodologia, se  utiliz6 AcPo anti-MICA de  captura  (desarrollado en nuestro  laboratorio)

y  un  AcPo  anti-MICA  de  detecci6n  (comercial).  Para  poder  realizar  la  curva  estandar

que   permita   determinar  la   concentraci6n   de   SMICA,   se   utiliz6   MICA  recombinante

humano,   que   fue   producido   y   purificado   en   el   laboratorio.   Uno   de   los   mayores

problemas    enfrentados    durante    la    purificaci6n    de    MICA    fue    que    la    proteina

recombinante   co-eluia   con   otras   proteinas   contaminantes   (Figura   10),   las   cuales

podrian  corresponder  a  proteinas  de  E.  co//. que  se  unian  a  la  resjna.  Esto  tlltimo  se

postula  en  base  a  que  se  ha  descrito  que  protefnas  nativas  de  E.  co//.  poseen  alta

afinidad    por   el    nfquel,    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  totalmente  pura,  s6lo  se

pudo  determinar  una  concentraci6n  aproximada  de  esta.  Por  lo  mismo,  esta  proteina

se   utiliz6   s6Io   para   estandarjzar   las   concentraciones   6ptimas   de   anticuerpos   de

captura,  de  detecci6n  y  de  estreptavidina-peroxidasa,  ya  que  es  necesario  tener  la

concentraci6n  exacta  de  la  protefna  en  estudio  para  realizar  la  curva  estandar.  Por lo

tanto,   para   hacer  la  curva  estandar  del  experjmento,  se   utiliz6   MICA  recombinante

comercial;  sin  embargo,  con  la  primera  combinaci6n 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). Coma  resultado, se  utiliz6 otra combinaci6n de anticuerpos comerciales anti-MICA:

AMol  y  BAM03,  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

pacjentes  con  cancer  dentro  de   este   rango  de   concentraci6n   (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  detect6  SMICA  en  el  suero.  Sin

embargo,    no    se    encontr6    una    diferencia    estadisticamente    significativa    en    la

concentraci6n  de  SMICA entre  los  pacientes  con  cancer gastrico y los  controles sanos

(Figura   148).   A   diferencia   del   promedio   de   SMICA   descrito   en   la   literatura   para

controles  sanos  (30  pg/ml)  (Holdenrieder  y  col,  2006a),  en  este  estudio  se  detect6

niveles  mss  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).  Io que estaria  limitando la capacidad diagn6stica de

SMICA para el cancer. Ademas,  se  han detectado altos  niveles de SMICA en  individuos

con   enfermedades    infecciosas,    hepaticas   y   renales   (Holdenrieder   y   col.    2007).

Tambi6n se  ham  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  report6  elevados  niveles  de

SMICA/B  en  el suero  de  mujeres  embarazadas  (Mincheva-Nilsson  y  col,  2006).  Por lo

tanto,  la  liberaci6n  de  NKG2DL  soluble  no  es  un  fen6meno  exclusivo  de  neoplasias,

sino     que     tambi6n     ocurre     bajo     varias     condiciones     fisiol6gicas     y    situaciones

patofisiol6gicas no malignas,  por lo que es necesario tener un criterio mss estricto en la

selecci6n de  los controles sanos. Tambi6n es posible que  no se haya detectado SMICA

en  algunos  pacientes  debido  a  problemas  tecnicos,  ya  que  MICA  posee  mss  de  91

alelos descritos  (base de datos  lMGT), y es  posible que  la  combinaci6n de  anticuerpos

utilizada no haya detectado algunos de estos alelos.
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No  obstante,  se  pudo  observar  una  correlaci6n  negativa  entre  los  niveles  de

MICA soluble y los niveles de expresi6n o porcentaje de c6lulas positivas para MICA en

las c6lulas derivadas del tumor (Figura  15).  Los  pacientes que  poseen  mayores  niveles

de  MICA soluble  poseen  bajos  niveles  de  expresi6n  de  MICA  en  la  superficie,  y  esta

disminuci6n  de  los  ligandos  en  superficie  podrfa  estar determinando  que  la  respuesta

antitumoral   sea    menos   efjcaz.   Ademas,    la    liberaci6n    de    MICA    hacia   el   medio

extracelular   podria   afectar  tambi6n   la   funci6n   del   receptor  NKG2D   en   las   c6lulas

citot6xicas  efectoras,  por lo  que  hubiera  sido  interesante  haber evaluado  la  expresi6n

del  receptor  NKG2D   en  c6lulas   NK  y  linfocitos  T  CD8+  circulantes  e   infiltrantes  de

tumor y ver si una disminuci6n de este receptor se asociaba con la presencia de SMICA

en el suero.

Asimismo,    aunque    no    se    encontr6    una    correlaci6n    entre    SMICA   y    los

pafametros   clinico-patol6gicos   de   la   enfermedad,   es   posible   que   la   presencia   de

SMICA se deba a  la  inflamaci6n  de  la  mucosa gastrica que  presentan  los  pacientes, ya

que  se  ha  demostrado  que,  en  condiciones  de  inflamaci6n  cr6nica,  hay  un  aumento

moderado de SMICA en el suero (Groh y col, 2003;  Holdenrieder y col,  2007).

Estudios   recientes   del   laboratorio   ham   detectado   MICA   y   MICB   soluble   en

sobmadantes de cultivo,  en donde se  habia dejado  incubando  un {rozo 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 celulas positivas  para ULBP-1  y ULBP-3 es significativamente

mayor  en  la  mucosa  en  comparaci6n  al  tumor,  lo  cual  nos  estaria  indicando  que  hay

una  dismjnuci6n  de  la  expresi6n  de  NKG2DL  en  el  tumor,  lo  que  podria  deberse  a  la

prote6Iisis  de  los  ligandos  de  la  superficie  de  las  c6lulas  tumorales.  Por  esta  raz6n,

tambien  seria  interesante evaluar la  expresi6n  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  c6lulas  tumorales,  disminuyendo  la  expresi6n  en

superfjcie de los ligandos.

4.3.       Expresi6n  NKG2DL  y  su  correlacj6n  con  pafametros  clinico-patol6gicos

enCG

Al comparar la sobrevjda entre grupos de  pacientes con  CG  con los  pafametros

cllnico-patol6gicos,    se    encontr6    que    una    mayor   extensi6n    del    tumor,    estadios

avanzados del CG  y metastasis presente en  los  linfonodos se  asocian con  una  menor

sobrevjda.  Esta  respuesta  era  esperable,  ya  que  estos  son  indicadores  del  pron6stico

de   la   enfermedad   (Siewert  y   col,   1998).   Djstintos   estudios   han   relacionado   a   los

tumores gastricos de  mayor tamafio con  un  peor pron6stico (Guo y col,  2013;  Zu y col,

2013).   Ademas,   se   ha   determinado   en   algunos   trabajos   que   los   pacientes   con

adenocarcinoma  bjen  y  moderadamente  diferenciados  tienen  un  mejor  pron6stico  que

los  adenocarcinomas  poco  diferenciados  (Adachi  y  col,  2000;  Wang  y  col,  2010).  Sin

embargo,   en   este   estudio,   no   se   encontr6   una   asociaci6n   sjgnificativa   entre   la

sobrevida y el tamafio del tumor o entre la diferenciaci6n tumoral.

En este estudio, tambi6n se analiz6 si existe una asociaci6n entre los niveles de

expresj6n  (MFl) o  el porcentaje de c6lulas positivas  para  los  NKG2DL estudiados y  los

distintos   pafametros  clinjco-patol6gicos   de   la   enfermedad.   No   se   observ6   ninguna

correlaci6n  entre  la  expresi6n  de  ligandos  de  NKG2D  tanto  en  superficie  celular como

MICA soluble con los factores clinico-patol6gicos (datos  no  mostrados).
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Sin embargo,  al evaluar la  raz6n de  los niveles de expresi6n  (MFl)  para  MICB y

ULBP-1   entre   el   tumor  y   la   mucosa   con   relaci6n   al   estadio   del   cancer   gastrico,

observamos  que  los  tumores  cuya  expresi6n  de  estos  NKG2DL  era  mayor que  en  la

mucosa  adyacente  correspondl'an  a  tumores  en  estadios  avanzados,   mjentras  que

aquellos  tumores  que   poseian  una  expresi6n  de  NKG2DL  similar  o  menor  al  de  la

mucosa   se   caracterizaban   coma   tumores   diagnosticados   en   fase   avanzada   de   la

enfermedad (Figura  168).

La  eliminaci6n  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  expresi6n  de  ligandos  de  NKG2D  en  la

superfjcie    de    celulas    tumorales    puede    determinar    la    eficacia    de    la    respuesta

antitumoral,  por  lo  que  una  djsminuci6n  de  la  expresi6n  de  estos  ligando  en  etapas

tempranas  del  tumor podria  evitar  la  inmunovigilancia  medjada  por NKG2D  durante  el

desarrollo   tumoral.   Ademas,   si   esta   disminuci6n   es   debida   a   la   expresi6n   de   los

ljgandos  solubles,  estos  pueden  actuar tambien  sobre  el  receptor  NKG2D,  evitando  la

eliminaci6n  del tumor.  De  este  modo,  podrl'an  seleccjonarse y crecer c6lulas tumorales

que  expresen  ligandos  de  NKG2D,  aumentando  la  djsponjbilidad  de  la  expresi6n  de

ligandos  en  los  estados  tardfos,  lo  que  tambi6n  puede  afectar  la  funcidn  del  receptor

NKG2D,  ya  que  se  ha  descrito  que  la  expresi6n  sostenida  de  los  NKG2DL  en  los

tumores  puede  tambi6n  promover  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  del  receptor  NKG2D

de las celulas efectoras, comprometiendo asf su citotoxicidad (Oppenheim y col,  2005).

Ademas,  no  se  encontr6  una  relaci6n  entre  la  expresi6n  de  los  ligandos  y  la

sobrevida  de  los  pacientes,  tampoco  para  la  expresi6n  de  MICA  soluble  (Fjgura  18).

Por esta  raz6n,  postulamos  que  la  expresi6n  de  NKG2DL en  superficie celular o  MICA

soluble en el suero no se correlacionan con  un mal pron6stjco en CG.
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Estudios  nan  demostrado  que  en  algunos  tipos  de  cancer.  como  el  de  ovario,

carcinoma  de  cuello  y  cabeza,  mieloma  mtiltiple  y  leucemja,  los  niveles  elevados  de

SMICA  en  el   suero   estarian   asociados   con   un   peor   pron6stico   para   los   pacientes

(Jinushi  y  col,  2008;  Li y  col,  2009;  Salih  y  col,  2003;  Tamaki  y  col,  2008).  Tambi6n  se

ha  demostrado  que  los  niveles  de  SMICA  aumenta  con  la  progresi6n  tumoral  para  el

cancer de pr6stata 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

pulm6n,   altos   niveles   de   SMICA   son   detectables   ya   en   etapas   tempranas   de   la

enfermedad  sin  un  aumento  durante  la  progresi6n  (Holdenrieder y  col,  2006a),  por  lo

que  es  posible  que  este  tambi6n  pueda  ser el  caso  del  cancer gastrjco,  cuyos  niveles

de SMICA no se correlacionan con  la progresi6n de la enfermedad.

En  general,  el  efecto  de   la  expresi6n  en  superficie  celular  de  NKG2DL  y  la

presencia  de  ljgandos  solubles  en  el  suero  en  CG   requiere  una  evaluaci6n   mas  a

fondo,  debido  a  que  se  observan  distintos  grupos  de  pacientes:  unos  que  expresan

altos  niveles de  NKG2DL en  superficie y otros  que  expresan  niveles  muy  bajos  de  los

ligandos.  Es  necesario  el  analisis  de  un  mayor  ntimero  de  pacientes  para  corroborar

estos  resultados  y  quizas  para  poder  obtener  alguna  correlaci6n  significativa  con  el

desarrollo y progresi6n de la enfermedad.

Tambien es  necesario  investigar si  la expresi6n  de  NKG2DL en  la superficie de

las  celulas  tumorales y/o  la  expresi6n  de  NKG2DL soluble  tienen  alguna  influencia  en

el  microambiente  inmunol6gico  en  el  cancer gastrico,  ya  que  altos  niveles  de  ligandos

de  NKG2D  solubles  podria  llevar  a  una  regulaci6n  negativa  del  receptor  NKG2D  en

celulas   citoliticas  y,   de   este   modo,   una   insensibilidad  o  anergia  de   las  celulas  del

sistema  inmune,  lo  que  podria  resultar en  la  evasion  del  ataque  jnmune  por tumores

que expresen  los  ligandos solubles del receptor NKG2D.
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En  resumen,  Ios  resultados  obtenidos  en  este  estudio  nos  permiten  corroborar

parte de la hip6{esis propuesta. Se observ6  una correlaci6n entre la expresi6n de  MICB

y ULBpl  en las c6Iulas derivadas del tumor con la progresi6n tumoral (determinada par

el  estadio  de  la  enfermedad  (Csendes  y  col,1992)).  Sin  embargo,   la  expresi6n  de

NKG2DL  en  c6lulas  derjvadas  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  funci6n  o

disfunci6n  inmune  pueden  ser  diversos  en  djferentes  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  celulas  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  c6lulas  derjvadas  de  adenocarcinoma  gastrico  como  en  la  mucosa

gastrica  adyacente  al  tumor.  Se  observ6  la  mayor  presencia  de  c6lulas  positivas  para

los  ligandos  ULBP-1   y  ULBP-3  en  la `mucosa  en  comparaci6n  al  tej.ido  tumoral;  sin

embargo,  para  los demas  ligandos estudiados,  no  hay  una diferencia  estadisticamente

significativa en la expresi6n entre el tumor y la  mucosa gastrica.

El  71   0/o  de  los  pacientes  evaluados  expresa  MICA  soluble  en  el  suero.   No

obstante,    no   se   encontr6   diferencia   estadisticamente   significatjva   respecto   a   la

concentraci6n  de  SMICA  s6rico  entre  los  pacientes  con  cancer  gastrjco  y  controles

Sanos.

Los  niveles  de  MICA soluble  se  correlacionaron  inversamente  con  la  expresi6n

en superficie celular de MICA y con el porcentaje de celulas  positivas  para este  ligando

presentes en el tumor.

Los tumores en estadios tardios (Ill y lv) expresaron signjficativamente mayores

niveles de  MICB  y  ULBP-1  (con  respecto  a  la  mucosa)  en  comparaci6n  a  los  estadios

temprano  (I  y  11),  por lo  que  este  aumento  de  la  expresi6n  de  estas  mol6culas  podria

estar asociado a  la  progresi6n del tumor.

La   expresi6n   de   MICA,   ULBP-2   y   ULBP-3,   asf   como   SMICA  s6rico   no   se

correlaciona   con    los   pafametros   clinico-patol6gicos   analizados,   tampoco   con   la

sobrevida de los pacientes,  por lo que su expresi6n no se relaciona  ni con el pron6stico

ni con la progresi6n del cancer gastrico.
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6.                   ANEXOS

CONSENTIMIENTO  INFORMADO                 ?   Z

TITULO DEI PROVECTO:  "Estudio de delulas T regulatorias y su efecto en  la  regulaci6n de  la  funci6n

de c€lulas NK y expresl6n de  ligandos de NXG2D en cancer gastrico"

lNVESTIGADOR  PRINCIPAL  Dra    Caroline  Hager  RIbeiro

lNSTITuclch.  Universidad  de  Chile

TELEFONO    (2)  978J5724

Le   estamos   invitando   a   partlcipar   en   el   proyecto   de   inve5tigaci6n   "£studio   de   celulas   T
reguletorias  y  su   efecto   en   le   regulacton  de   la   funci6n  de   cell/las   Nl(  y  expresi6n   de   ligandos  de

NKG2D  en  cancer gastrlco"

Esta   investigacl6n   pretende  estud;ar  algunos   rnecanismas  que  estarian   in\/olucrados   er`   la

formacrdn  de  tumores,  lo  que  permitiria  a  forgo  plaza  me|orar  los  tratamientas  que  se  aplicaran  en

esta  enfermeded
El  ob/etivo  de  este  proyecto  es  \;erificar  si  celulas  T  reguletorias  y  le  molecula  lL-10  modulan

la  funcien  de  las  c6lulas  NK  durante  le  respuesta  lnmune  co/lil.a  el  caricer  g5strjco.

Este  estudio   5e  hard  con  un  nLirnero  total  de  30  pacientes  del   Hospital  Salvador,  Santiago,

Chile.  Si  Ud   acepta  participar en  este estudro,  se  le pedira  que done  uno  pequefia  mue5tra  de tejido

de  estomago,  del  tamaRo  de  uma  pastilfa  de  paracetamol,  que  sera  e)(traida  durante  la  cirug(a.   El

pracedimierito  no tendra  mss  riesgos para  Ud. que  le cirugia  misma.
Ademas,   se   le   pedlra   Liria   muestra   de   sangre   del   lamafio   de   una   cuchara   de   te,   lo   que

tampoco  presenta  riesgos pare  Ud„  salvo en al8unos ca5os  un  pequeao  hematoma.

La  participacidn  en  e5te  estuclio  no  le  significara  a  Ud.  ningiim  beneficio  djrecto.  Sin  embargo,

su  contnbuci6n  a  esta  irwciativa  beneficiara  el  progreso  del  conocrmiento  y  el  mejor  tratamiento  de

f utLiros pacrentes

Ud     es   hbre   de   no   participar  en   esta   irN/estigaci6n    Si   ud.   decide   no   participar,   no   habra

consecuencias  iiegati\ta5  para  Ud   y recibira  la  misma  atencl6n  prevlamente acordada  con  su  medico

tratonte.
Ud   rio  recibira  nmguria compensacidn economica  por su participaci6n  en este estudio

Confidenclalldad:   Toda   la   informaci6n   derivada   de   su   participaci6n   en   este   e5tudto   sera
conser\7ada   con   estricta   confideneidlided,   le   que   incluye   el   acceso   de   las   investigadores   o   de

agencias  supervlsoras  de  le  investlgaci6n.

Ia  eventual  publicaci6n  de  los  resultados  de  to  in\/estigaci6n  en  revistas  cient;ficas  no  'ncluira

su  nombre o identidad.

Su   participacion   en   esta   inieiativa   es  totalmente   voluntaria    Por   lo   tanto,   Ud    es   libre   de

retirarse  del  estudie  en  cuelquier  momento,  comunicandolo  al  in\/estjgador y a  su  medico  tratanle,

sin  que ello  signifique  modificaciones en el estudio y tratamier`to de su enfermedad

En   el   case   de   que   se   estime   necesario   utilizar   les   rnuestras   donades   por   ud    er`   otros
estudios,  se  pedir6  r`uevamente  su autorizacion,  o de su representante legal

Si  Ud.   nece5ita  cualquier  otra  informaci6n  sobre  este  estudlo  o  acerca  cle  ru  participaci6n.

puede  hemar a:

Anexo 1
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8 2  S{1  ,`i3

lnvestigador  responsable:  Dra   Carolina  Hager  Ribeiro  (o  Dra   Maria  Carmen  Molina)

Tel6fonos:  (2)  978-6347

(2)  978-6724

Auloridad de la  lnstituci6m  Dr   Mar(o  Buslamante Zamorano
Tel6fono:  (2)  269-9278

En  caso  que  Ud    lo  necesite,  tambieri  puede  contactar  al  representante  del  Comite  de  Etica

que aprob6 este estudio.

Dr   Manuel  Oyarzbn

Dei)artamento  de  Bloetica  y  Humanidades  Medica5

Facultad  de  Medicina  .  U"versidad  de  Chile

Tel6fono   (2)  274-1560

Este  documento  resume  lo que  los  medico5  me explicaron  anteriormente,  resolviendo toda5
mi5   dudes,   y   ter`iendo   yo   todos   los   procedimientos   que   se   me   seran   realizados   absolutamente

claros.

Despues  de   haber  recit)Ido  y  comprendldo  la   lnformaci6n  de  e5te  documento  y  de  haber

podido  aclarar  todas  mis  dudas,  otorgo  mi  consentimiento  voluntana  para  participar  en  el  proyecto
"Estudio  de  c6lulas  T  regulatorias  y su  efecto  en  'a  regulaci6n  de  la  funci6n  de  celulas  NK  y  expresi6n

de  ligandos  de  NKG2D  en  cancer g5strico"

E^JtdJ)A lIA4tll Ill)|O
Nombre del lnvastl€ador
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Anexo 2

TITUL0   DEL  PROYECTo:   "llnlendo  la   lnmunldad  lnnata  y  adaptativa:  rol  de   las  c6lulas  Nl(T  y

llnfocltos T reguladores en la lnmunoregulacl6n de la respuesta lnmune contia el cancer g6str!co"

INVESTIGADC)R  PRINCIPAL:  Dra.  Caroli.na  Hager Ri.beiro

lNSTITuC16N:  Universidad  de  Chile

TELEFONO:  (2)  978-6088

Le  estamos  invitando  a  participar  en  el  proyecto  de  investigaci6n  "Unlendo  la  inmunidad
innata  y adaptativa:  rol  de  las  c6lulas  NKT  y linfocitos T regiiladores  en  la  inmunoregulaci6n  de  la

respuesta immune contra el cancer g5strico".

Esta  investigaci6n  pretende  estudiar  algunos  mecanismos  qiie  estari'an  involucrados  en  la
formaci6n  de tumores,  lo que permitiria a  largo plazo mejorar los tratamientcis  qiie se aplicaran  en
esta enfermedad.

Se pretends estudiar si unos ti.pos determinados de c6lulas (llamadas c6tulas T regiiladoras y
c6lulas  ''noturo/ A/'//e/ T"  (NKT)) y oti.as sustancias llamadas  "moduladoras"  influyen  en  la  respiiesta
del organi5mo frente al tumor.

El  an5lisis  de  estas  c6lulas  y  sustancias  mocluladoras  se   har5   "/.n   v/tro'',  esto  es,   en     iin

laboratorjo de investigaci6n  de la  Facultad  de  Medicina  de la  Universidad  de Chile,  y no  constltuye
ninguna lntervenci6n en su organismo.

Este estudio se hard  con un ntimero total  de  30 individuos sanos. Si  Ud. acepta  participar en
este  estudio,  se  le  pedird  una  muestra  de  sangre  equlvalente  a  una  ciicharadita  de  t6,  lo  que  no

presenta riesgos para Ud., salvo en algunos casos un pequefio moret6n, dolor y rara vez infecci6n.
La   participaci6n   en   este   estudio   no   le   slgnlficar5   a    Ud.   ningdn   beneficio   dlrecto.   Su

contribucl6n  a  esta  iniciati.va  beneficiar5  el  progreso  del  conocimiento  y  el  mejor ti.atamiento  de
futuros pacientes con cancer.

Ud.  es  libra  de  no  participar  en  esta  investigaci6n.  SI  Ud.  decide  no  partlcipar,  no  habrd
consecuencias    negativas    para    Ud.    Adicionalmente,    Ud.    no    recibir5    ninguna    compensaci6n
econ6mica porsu participaci6n en este estudio.

Confldenclalidad:  Toda   la   informaci6n  derivada   de  su   participacl6n   en   este  estiidio  sera
conservada con  estricta confidencialldad. A sus datos solo tendr5n  el acceso los investlgadores y los
Comit6s  de  Etica  Cientrfl.cos.

Ia  eventual publlcaci6n de los resultados de la investigaci6n en revistas cientificas no incluir5
su nombre a identidad.

Su  participaci6n  en  esta  I.niclativa   es  totalmente  voluntaria.   Par  lo  tanto,  Ud.  es  libre  cle

retirarse  del  estudio  en  cualquier  momento,  comunic5ndolo  al  investigador  responsable,  sin  que
ello signifique modificaciones en el estudio.

En  el  caso  de que se  estime  necesario  utilizar la  muestra  donada  par  Ud.  en  otros  estudios,
se pedird  nuevamente su autorizaci6n o de su representante legal.

Si  Ud.  necesita  cualquier  otra  lnformaci6n  sabre  este  estudio  a  acerca  de  su  participaci6n,

puede llamar a:

lnvestigador responsable: Dra. Carolina Hager Ribeiro

Tel6fono: (2) 978-6088
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Este   documento   resume   lo   que   la   investigadora   responsable   me   explic6   anteriormente,
resolviendo  todas   mis   dudas,  y  temendo  yo  conocimiento   de  todos   los   procedi-mier`tos   que   me

seriin  realizados.

Despu6s  de   haber  recibido  y  comprendido  la   informaci6n   cle  este  documento   y  de  haber

podido  aclarar todas  mis  cludas,  otorgo  mi  consentimiento  voluntario  para  participar  en  el  proyecto
"Unlendo  la  inmunlclad   ir`nata  y  adaptativa:   rol  de  las  c6Iulas  iNKT  y  linfocltos  T  reguladore5  en  la

inmunoregulaci6n de  la  respiiesta  inmune contra  el  cancer g5strlcc)".

Nombro del  Inve5tlgador
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Anexo 3

ip GOBIENO DE Cl]lLE
Servlcio de.Saltid   Me.ropollLano anente
Comite de Etica Cienllfico

rmrontll] in ^nm^cTdri ne ltovlfi.nEi rLdr Lcq
C`on   fecha  03   de   Noviembre   de   2009.   el   CEC   del   S.S.M.   C)rlente   aprobo  derinilivanen`e   cl   Proyecto  di`
Invesligrci6n Concurso TON DECYT 2010.  muledo:

"Eslrdio de edlulas T regiihtoms y su efeeto en la reguhcich de la funci6n de c6lulas NK } cxpresidn de

I lgandos de NKG2D en cancer gasrrico"

y  que condiicira como  lnvestigadi>r PTincipel  la   Dn.  Caroun. Hjlgcr RIlrdro eii  la Faculrad dc  Medicina de  la
Universidad de Chile y  la colabomci6n del Dr.  Maco Bustarnanic Jcrc del  EqiJipo de Ciriigia   Digeslivo  Alto del
Senrjcio dc CIIiigin del  Hospital  del  Salvador

Se analizo }' aprobd tos s;guientes docunentos del estudio:

•      Pro}ccio FONDECYT   in cxtenso. en  ingl6s.

•      C`onscmimiento lnfomndo` rimado par el C`EC del S.S.M. Onemc el OJ de Noviembrc dc 2009.

•      Cv  del  Jnvestigndor pnncipal.  Dra. Cerolirm Hager R.

Envio  la  n6mina  de  los  mienbros  pemanentcs  del  CEC  del  S.S,M,  Oriente      qiie  partlciparon  del  anilisi`  `

aprohacidn  del Pmyscto ames sedahdo:
I  Dra,  Morl`a  Esthcr Mcronl Gerin lust.  Nac   de Gerlalrl'a
Dr  Manuel Sedmo Lorca GineeoJ)bsietra I losoital  Dr.  Luis Tisn€I[osDitaldeJSalvadorIesl.Naciomaldcl`16rax
Dr. Jorf!c Plasscl. Troncoso Ciruiam]- Chc6Ioco
Dr`  Luls Solo Romin U'i6'oro
DT` ^ndrts Sttindo Luon2o NeuroloEo-  Presidente Hosoinl del salvndor
D,.R ulovacacz2D Ydvor Heriut6loco- Sceretano HosDhal del  Salvedor
Dra. iana Viehenl Mouro lnmun6loco lnsl. Nac   dcJ  Tdm>L                           #
Sra. E era Ndrfe Mifonc Enfemera- Coordimadora S,S.M.0.NoinstiiuciomalNoinstitucioml
Sra. An[el ice Sotomavor Abouto
Sr. Huro Gutiinz Guerra ReDrcsermnte dc  la Comunidad

SanLixp.

'.c=a-a
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EEiET

Fjffi

UNIVERSIDAD    DE  CHILE
FAcuLTAD  DE  MEDlaNA
COMITE  DE  ETlcA   DE  INVESTIGAa6N  EN  sEREs HUMANos

Anexo 4

ACTA DE APROBAC16N
pRoyECTO DE IiwESTIGAa6N sEREs HUMANOs

Con  fecha  07  de jiilio  de  2009,  el  Comite  de  Etica  de  lnvestigaci6n  en  Seres  Humanos
de  la  Facultad  de  Medicina,  Universidad  de Cme,  ir`tegrado  por  los  siguientes  mlembros:

Dr.  Manuel  oyarzdn  G.,  Medico  Neum6logo,  Presidente
Sra.  Marianne  Gaudlitz  H.,  Enfermera,  Mg.  Humanidades,  Vicepresidente
Dr.   Hugo  Amigo  C.,  Pti.  D„  Especialiste  eri  Saliid  Pdbllca
Dr.  Leandro  Biagini  A.,  Medico  lnternisfa
Dra.  Luci`a  Cifuentes,  Medico  Genetista
Sra.  Nina  Horwltz,  Soci6Iogo,  Mg.  Bio6tlca
Dr.  Miguel  O'Ryan,  M6dlco  Pediatra  lnfect6!ogo
Dr.  Julio  Pallaviclni,  Medico  Psiquiatra

Ha   revisedo   el   Proyecto   de   lnvestigaci6n         titulado:   "ESTUDIO   DE   CELULAS   T
REGULATORIAS  V  SU  EFECTO  EN  LJ`  REGUL^CI6N  DE  LA  FUNC16N  DE  CELULAS  NK
Y  EXPRESION  DE  LIGANDOS  DE  NKG2D  EN  C£LUIAS  DE  CANCER  GASTRICO" y  cuya
lnvestigadora  responsable  es  la  Dra.  Carollila  llager  R.,  quien  desempefia  funclones  en  el
Laboratorio   de   lnmunovigilancia   y   Evasi6n   lnmune,   f.rograma   Disciplinario   de
lnmunologia, Facultad de Medlcina, Universldad de Cmle.

EI Comife reviso los siguientes documentos del esludio:
•      Proyecto de investigaci6n in extenso
•      Consen[imiento informado
•     Cv del investigador responsable y de los co-investigadores
•      Carla  compromise  del  investigador  I)are  comunlcar  los  resultados  del  estudio  una  vez

finallzado tste.

El  proyecto  y  los  documentos sefalados  en  el  parrafo  preced,ente  hen  sido  analizaclos  a
la  luz  de  los  postulados de  la  Declaraci6n  de  Helsinki,  de  las  Pautas  Eticas   lntemacionales  para
la  lnvestigaa6n  Biom€dica  en  Seres  Humanos  CIOMS  2002,  y  de  las  Gui'as  de  Buena  Practica
Cli'nica  de  ICH  1996.

relEfono: 97869Z3 Fax: 9786189 Emall.. celha®med.uchlle.cl
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UNIVERSIDAD    DE  CHlus
FAcuLTAD  DE MEDlaNA
COMITE  DE  fucA   DE INVESTIGAa6N  EN  sEREs  HUMANos

(.:.I.¥iie:-.
u  I   Jl,l.   Z009

Sobre  la   base  de  esta  informaci6n     el   Comite  de  Etica  de   la   lnvestigaci6n   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 continuaci6n  se seFialan:

a)            Car5cter de  la  poblaci6n  estudiacla:  No  cautiva,  jnvestigaci6n  no  terapEutica.
b)            Utmdad  del  proyecto..  Conocimiento  de  interre)aci6n  entre  inmunidad  celular y  edncer

con  mire  a  inmunoterapia.
c)            Riesgos  y  Beneficios:  Rlesgos  mi'nimos  (muestra  de  sangre),  Beneficio:  no  individual.
d)           Protecci6n  de los  part]cipantes;  Esta  bien  asegurada  en  el  consentimientcHnforTnado

corregido con fecha  08 de julio de 2009.
e)            Notificaci6n  oportuna  de reacciones adversas:  no aplica.
f)            El   investigador   responsable   se   ha   comprometido   a   entregar   los   resultados   del

estudio  a  este  Comit6  al  finalizar el  proyecto.

Por  lo  tanto,  el  comite  estima  que  el  estudio  propuesto  esta  bien  ]ustificado  y  que  no
signlfica    para    los    slijetos    involucrados   riesgos   fisicos,    psiquicos   a    sociales    mayores    qiie
mlnlmos.

Este comit6  tambl6n  analiz6  y  aprob6  el  correspondiente  documento  de  Consentimiento
lnformado  en    su  version  corregida  clel  08  Julia  de  2009,  que  se  adjunta  firmado,  fechado  y
timbrado  I)or  el  CEISH.

En  virtud  de  las  consideraciones  anteriores  el  Comite  otorga  la  aprobaci6n  €tica    para  la
realizacidn del  estudio  propiiesto,  dentro de las especificaciones del  protocolo.

MGH/mva.
c.c„  Proy.  017-2009
Sant`ago,  08 de )ullo de 2009.

rel6fono: 97e6923 Fax: 9786189 Errlail: ceJha®med.ucl.ilo.cl
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