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Resumen

En Chile, el cancer gastrico es altamente prevalente y la primera causa en mortalidad
por cancer. La principal causa de muerte en céancer son las complicaciones por
metastasis, en las cuales los receptores tirosina quinasa de la familia de los receptores
de crecimiento epidermal (erbB1, 2, 3 y 4) juegan un rol importante tanto en la
praliferacion como en diferenciacidn celular. En este estudio, [las muestras de
pacientes fueron tomadas para evaluar ia expresion de los receptores erbB a partir de
10 pacientes sometidos a gastrectomia y derivaron de tejido normal y tumoral del
estomago. Los niveles de mRNA de erbB fueron medidos por RT-PCR con primers
disefiados especificamente para erbB1-4. Ademas, tres muestras fueron analizadas
por inmunohistoquimica y western blot para medir proteina en la superficie celular y
total, respectivamente. Los niveles de mRNA de erbB2 y erbB3 en tejidos tumorales
fueron 1,5 y 1,7 veces mayor que en tejido normal, respectivamente. En ambos, tejido
normal y tumoral, erbB2 mostré los niveles de expresién mas altos. Los niveles de
mRNA de erbB1 fueron los mismos en tejido normal y tumoral, siendo mas bajos que
erbB2 y erbB3. La expresion de erbB4 no fue detectada en tejido usando este método.
Hemos identificando dos moléculas claves dentro de la familia de receptores erbB, las
cuales son erbB2 y erbB3 las que se sobreexpresan en tejido tumoral de pacientes con
cancer gastrico. Estas moléculas podrian ser un excelente blanco terapéutico para este

u ofros canceres



Abstract

In Chile, gastric cancer is highly prevalent and the first in mortality. The leading cause
of cancer death are complications by metastasis, in which receptors tyrosine kinase
family of Epidermal Growth Factor Receptor (erbB-1, -2, -3 And 4) play an important
role in both, proliferation and cell differentiation. Samples were taken to evaluate the
erbB receptors expression from 10 patients that have undergone gastrectomy and
derived from normal and tumoral tissue. The mRNA levels of erbB proteins were
measured by RT-PCR with primers designed specifically to erbB1-4. Furthermore, three
samples were analyzed by immunohistochemestry and western blott to measure protein
on the cell surface and total protein, respectively. The erbB2 and erbB3 MRNA levels in
tumoral tissues were 1,5 and 1,7 fold higher than in normal tissue, respectively, In both,
normal and tumoral tissue, erbB2 showed the highest expression level. The erbB1
mRNA levels were the same in both normal and tumoral tissue, but lower than erbB2
and erbB3. The expression of erbB4 was not detected in tissue using this method. We
have indentified fwo key molecules within the erbB receptor family that areerbB2 and
erbB3 are overexpressed in tumoral tissue of patients with gastric cancer. These

molecules could be excellent therapeutic targets for this and other types of cancer.

xi



1 INTRODUCCION

El cancer comprende un variado conjunto de enfermedades. Esta se desencadena
cuando las células de un tejido especifico pierden los mecanismos que controlan su
ciclo celular, promoviendo su proliferacion, invasion e inhibiendo su muerte. En los
paises desarrollados, el cancer es la primera causa de muerte en la poblacion adulta.
En Estados Unidos, una de cada cuatro muertes son debidas al cancer, el que se ha
convertido en el principal problema de salud publica de este pais (Jemal, Siegel et al.
2008). En Chile, se registran aproximadamente 21.488 muertes por afio debido al
cancer, lo que abarca mas de un quinto de las muertes al afio registradas en nuestro
pais; solo se ve superada por las enfermedades del sistema circulatorio (MINSAL

2007) (Figura 1).

" Tumores Malignos

® EnfermedadesInfecciosas Parasitarias
® Tuberculosis

= SIDA

™ Diabetes Miellitus
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“ Enfermedades Sistema Respiratorio

Figura 1. Grafica de las causas de muerte registradas en Chile en el afio 2007. Principales
causas de muerte registradas en nuestro pais durante el afio 2007, en donde destacan los
tumores malignos con alrededor de un 26%. Fuente: MINSAL.




Dentro los diversos tipos de cancer, el gastrico registra una alta prevalencia y se situa
en el primer lugar de mortalidad dentro de los tumores malignos en Chile, con 3.070
muertes/ano, alcanzando una tasa de 18,5 muertes por cada 100.000 habitantes

(MINSAL 2007) (Figura 2).

= Esofago
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= Recto
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u Mama
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“ Testiculo
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Figura 2. Grafica de las muertes por tumores malignos en Chile en el afio 2007. Se
destacan los principales tumores malignos como causa de muerte registrada en Chile durante
el afio 2007, destacando el cancer gastrico (estbmago) con el mayor porcentaje (18%). Fuente:
MINSAL.

En general, los pacientes con adenocarcinoma gastrico, al momento de su diagnostico,
ya presentan un tumor en estado avanzado. Esto debido a que este cancer es de
caracter silente, es decir, no presenta sintomas ante los cuales se puedan tomar
medidas preventivas. Ademas, los pacientes frecuentemente tratan ellos mismos los
sintomas, los que pueden ser comunes a otros trastornos gastrointestinales menos

serios, como distension, gases y acidez gastrica (Catalano, Labianca et al. 2009).

El pronostico para estos pacientes no es muy alentador, especialmente en los

canceres mas avanzados (Catalano, Labianca et al. 2009). En general, paises con




altas tasas de cancer gastrico muestran mejores tasas de sobrevida en comparacién
con paises con bajas tasas de incidencias (Verdecchia, Corazziari et al. 2004). Este
efecto esta fuertemente ligado a diferencias en las tasas de sobrevida dependientes de
la ubicacion del tumor: tumores ubicados en el cardias del estomago (extremo por
donde penetra el esdfago al estémago) presentan diagnosticos muy pobres si se
compara con tumores ubicados distaimente en el estémago como en el piloro (valvula
inferior que conecta el estémago con el intestino delgado) y el antro (tercer tercio del
estémago, ubicado antes del piloro) (Allum and Fielding 1990). La tendencia indica que
el tiempo de sobrevida a este cancer es 5 afios a partir del diagnéstico (Verdecchia,

Mariotto et al. 2003).

En ia mayoria de los canceres, las causas de estos no son ain conocidas, debido a la
gran cantidad de factores que pueden desencadenar esta enfermedad; sin embargo,
en el caso del cancer gastrico, existen algunas relaciones de ciertos factores de tipo
genético y nutricional, entre ofros, con la incidencia de este mal. Poblaciones
migratorias de paises con aita incidencia a padecer la patologia muestran una marcada
disminucion en el riesgo de incidencia cuando se mueven a &reas de bajo riesgo
(Kolonel, Nomura et al. 1981) . La dieta alimenticia juega un rol preponderante en la
causalidad del cancer al estémago. Recientemente, la World Cancer Research Fund
(WCRF) y el American Instifute for Cancer Research (AICR), entidades
norteamericanas encargadas de investigacion del cancer, han concluido en base a una
revisién de publicaciones que: (i) vegetales sin almidon, incluyendo especificamente
vegetales del genero Allium, asi como frutas, protegen contra el cancer al estémago,
(i) sal y alimentos preservados en sal son causas de este cancer, (i} leguminosas

como la soya, y sus productos y también alimentos gque contengan selenio protegen




contra el cancer al estdmago y (iv) existe informacién limitada de que el aji, carne
procesada, alimentos ahumados, asados y alifiados son causas de cancer al estdomago

(Marmot 2007).

Algunos estudios han sefialade que existe una relacion entre personas fumadoras y
cancer gastrico: aproximadamente un 18% del cancer gastrico podrian ser atribuibles

al habito de fumar (Gonzalez, Pera et al. 2003).

Infecciones en el estdmago con la bacteria Helicobacter pylori (H. pylori) se han
descrito como un factor presente en casi todos los casos de cancer al estomago. Sin

embargo, esto no implica que esta sea la causa del cancer al estémago (Group. 2001)

Factores genéticos se han asociado al cancer gastrico: aproximadamente un 10-15%
de los canceres gastricos aparecen en individuos con un historial familiar de esta
patologia (Barber, Fitzgerald et al. 2006). El riesgo de desarrollar cancer de estomago
es de dos a tres veces mayor, en parientes de primer grado del paciente con [a

enfermedad (Dhilion, Farrow et al. 2001).

Un alto porcentaje de los pacientes que se someten a algun tipo de operacion gastrica
no derivada de cancer gastrico ha mostrado la tendencia a generar tumores
estomacales. Estos normalmente se han detectado en un estadio temprano, debido al
seguimiento al que es sometido el paciente, obteniendo asi una mayor sobrevida que
aquellos pacientes a los que se les detecté la enfermedad en estadios mas tardjos,

como se sefialé anteriormente (Csendes 1991).



Se consideran ofros factores de riesgo del cancer gastrico: grupo sanguineo tipo A,
antecedentes de anemia perniciosa, antecedentes de gastriis atréfica crénica y

antecedentes previos de un pélipo gastrico (Rustgi 2007).

Dentro de las neoplasias, tumores que son una masa de tefido anormal con un
crecimiento practicamente auténomo que excede al de los tejidos normales pueden ser
clasificados en dos grandes categorias: tumores benignos y malignos. Ei tipo de
neoplasia se basa en las caracteristicas de su parénquima, que es el tejido que hace

funcional al érgano (Richard N. Mitchell 2007).

El cancer gastrico corresponde generalmente a un adenocarcinoma (MINSAL 2009),
carcinoma o forma de cancer con origen en células que constituyen el revestimientos
interno de las glandulas de secrecién externa (Fauquier, Gulland et al, 2003). En 1965,
Lauren y Jarvi identificaron dos tipos histol6gicos principales, con caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, anatomo-patologicas y pronésticas distintas: un tipo de
cancer gastrico intestinal que se desarrolla en la Mucosa con metaplasia intestinal, y

ofro difuso, que se origina en la mucosa gastrica propiamente tal (MINSAL 2009).

La combinacién particular de multiples cambios difiere en dos tipos histologicos,
indicando que puedan existir diferentes vias genéticas para el cancer gastrico bien-
diferenciado (tipo intestinal) y poco-diferenciado (tipo difuso) (Rajcevic, Juvan et al.

2001).

Carcinomas gastricos no surgen de novo a partir de células epiteliales normales, pero
si se desarrollan producto de sucesivos cambios tanto celulares, como genéticos y

morfologicos. Esta bien caracterizado el tipo intestinal de cancer gastrico en humanos;




no obstante, las lesiones gastricas que predisponen al desarrolio del tipo difuso de
cancer gastrico atn no estan claras (Catalano, Labianca et al. 2009), siendo estos dos
tipos de cancer gastrico distintos. El desarrollo del tipo intestinal de cancer gastrico
incluye la fransformacién de mucosa normal a mucosa que se asemeja a epitelio
intestinal (metaplasia intestinal), lo que aumenta el riesgo de cancer gastrico
(Stemmermann 1994). En una etapa mas avanzada, esta metaplasia intestinal podria
progresar a displasia, y en Ultima instancia a carcinoma. La displasia implica células
neoplasicas, no invasivas, que generan un estado precursor de una lesién invasiva. La
invasion de la lamina propia por células neoplasicas es concluyente a la hora de
interpretar un diagndstico de carcinoma de mucosa gastrica (Goldstein and Lewin

1997).

En contraste, el tipo difuso de cancer gastrico presumiblemente surge debido a
cambios a partir de una sola célula mucosa en la region del cuello de las glandulas
gastricas. Luego, estas células proliferan e invaden la lamina propia. Para explicar esta
hipdtesis, la carcinogénesis gastrica se entiende como un proceso de multiestados y
multifactorial el cual implica un medio ambiente gastrico irritante y ofros factores como
sobre secrecion acida, sobrepoblacién de bacterias y una produccién de nitritos o
compuestos N-nitrosos (altamente susceptibles a la oxidacién en ambientes #cidos
como el estémago). Relacionado con la produccion de intermediarios de nitrégeno, los
receptores de tipo toll (TLRs), son una familia de receptores de reconocimiento de
patrones que son conocidos por su rol en la defensa hospedero de infecciones
(Janeway 1989). Los TLRs reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos

(PAMPs). Ei reconocimiento de los PAMPs por los TLRs conlleva a la induccion de Ia

oxido nitrico sintetasa (Kleinert, Pautz et al. 2004) y Ia activacion del complejo NADPH
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oxidasa (Park, Jung et al. 2004) el cual es importante para la produccién de
intermediarios reactivos de oxigeno y nitrégeno (Rakoff-Nahoum and Medzhitov 2009).
El resultado de esta cascada de eventos genera un espectro progresivo de los estados
histoldgicos que van desde el epitelio gastrico normal a un adenocarcinoma gastrico

(Correa 1992),

Actualmente, los investigadores en las 4reas basicas, pre-clinica y clinica estan
abocados en comprender los mecanismos celulares y moleculares de esta enfermedad
Y, asi, generar tratamientos mas efectivos y menos invasivos que permitan combatir la
enfermedad. La busqueda de genes expresados diferencialmente en cancer gastrico
podria ayudar a caracterizar alteraciones moleculares, ademas de definir ciertos
métodos de diagndstico y tratamiento para cancer gastrico. Por lo tanto, el desarrollo
de més andlisis moleculares de esta enfermedad es necesario para identificar
variaciones entre pacientes sanos y pacientes con cancer, para asi determinar
factores que contribuyen a la carcinogénesis gastrica y que podrian utilizarse como
marcadores moleculares de diagndstico temprano de cancer gastrico (Jung, Kim et al.

2000).

La principal causa de muerte por cancer deriva de complicaciones por metastasis y no
por tumores primarios, por lo que es importante comprender los mecanismos de
invasidn y metastasis en cancer gastrico. Para producir metastasis, las células
tumorales deben completar la progresion de multiples pasos a través de eventos
secuenciales y selectivos. El proceso metastasico comprende el desprendimiento de
las células tumorales, invasion local, motilidad, angiogénesis, invasiéon de vasos,
supervivencia en la circulacién, adhesion a células endoteliales, extravasacion y

recrecimiento en diferentes érganos. Se han identificado moléculas involucradas en




cada paso; estas incluyen moléculas de adhesién celular, diversos factores de
crecimiento, enzimas que degradan la matriz extracelular y factores de motilidad. La
mayoria de estas moléculas pueden ser usadas como factores de pronéstico e incluso,
como blancos terapéuticos en el disefio de terapias dirigidas en cancer gastrico (Yasui,
Que et al. 2005). Para un mejor entendimiento de este nuevo enfoque, estos agentes
terapéuticos se podrian dividir en cinco categorias diferentes, dependiendo de la
funcién que ejerza: (i) interfieren directamente con las sefiales de crecimiento, tales
como aquelios que inhiben el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR); (i)
inhiben el proceso de angiogénesis; (ili) interfieren con el potencial que presentan las
ceélulas de replicarse ilimitadamente, como los inhibidores del ciclo celular; (iv)
promueven [a apoptosis, como los inhibidores del proteosoma; e (v) inhiben la invasion
del tejido y el proceso de la metastasis, como los inhibidores de las metaloproteinasas

de la matriz (Tabernero, Macarulia et al. 2005).

Dentro de estos blancos utilizados en terapia dirigida o intervencién terapéutica, juegan
un rol importante las proteinas de ia familia erbB, denominadas asi por su hamologia
con v-erbB, el producto génico del eritroblastoma viral. Estas proteinas pertenecen al
grupo de los receptores tirosina quinasa, proteinas que son capaces de transferir un
grupo fosfato del ATP a un residuo de tirosina de ciertas proteinas, y consta de cuatro
miembros: el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), también conocido
como erbB1 o HER1, erbB2/HER2/Neu, erbB3/HERS, y erbB4/HERA4. Estos receptores
juegan un rol fundamental en la activacién y regulacion de una gran variedad de
respuestas celulares, que incluyen proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis,

migracion y adhesion, entre otros (Yarden and Sliwkowski 2001). Los cuatro receptores

tienen en comln un dominio extracelular de unién a ligando, un dominio




transmembrana y un dominio citoplasmatico con actividad tirosina quinasa. Estos
receptores tienen la capacidad de formar tanto homo como heterodimeros, ante la
unién de un ligando (factor de crecimiento) en su dominio extracelular (Normanno, De

Luca et al. 1998; Riese and Stern 1998; Jones, Akita et al. 1999).
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Figura 3. Morfologia y activacion de los Receptores erbB. a) Cada receptor estd compuesto
de tres dominios funcionales: un dominio extracelular dividido en 4 subdominios responsables
de la unién a ligando; un dominio transmembrana a-hélice; y un dominio intracelular con
actividad tirosina quinasa. ErbB2 no presenta subdominio de union a ligando conocido, mientras
que los demas receptores permanecen en una conformacién cerrada donde no es posible la
dimerizacion; erbB2 esta permanentemente disponible para la dimerizacion (Burgess, Cho et al.
2003). Se ha descrito recientemente que erbB3 presenta actividad tirosina quinasa (Shi,
Telesco et al. 2010) b) Conceptualizacion del cambio conformacional de los receptores al unir el
ligando. i) Conformacién cerrada, no disponible para la dimerizacion; ii) conformacién abierta
disponible para la dimerizacion del receptor vy iii) dimerizacion, activacion tirosina quinasa vy
transfosforilacion. La interaccion de los dominios quinasa es asimétrica, un lébulo amino-
terminal del dominio tirosina quinasa interactta con el I6bulo carboxi terminal del otro dominio
(Zhang, Gureasko et al. 2006).




La dimerizacién de los receptores es esencial para la funcién de los receptores erbB y
para la sefializacion intracelular que los mismos pueden comandar (Olayioye, Neve et
al. 2000; Ferguson, Berger et al. 2003). Estos receptores normalmente se encuentran
en una conformacion inactiva y como monomeros, plegadas de tal manera de evitar la

dimerizacion (Figura 3) (Burgess, Cho et al. 2003; Baselga and Swain 2009).

La regién extracelular de cada receptor erbB se compone de cuatro dominios (I-IV:
Figura 3). La determinacion de la estructura de union al ligando se ha demostrado en
estudios tempranos que muestran la importancia de los dominios 1 y Ill en la unién del
ligando. Ademas, estos estudios revelaron que hay una interaccion receptor-receptor
directa, promovido por el dominio II que presenta un “brazo” de dimerizacién: los
ligando no estan implicados en la interaccién receptor-receptor (Garrett, McKern et al.
2002; Ogiso, Ishitani et al. 2002). Cuando los receptores adoptan la conformacion
cerrada (erbB1, 3 y 4), es porque el dominio 1 de dimerizacién esta bloqueado por ia
interaccion intramolecular entre los dominios [1-V (Ferguson, Berger et al. 2003). La
estructura de Ia regién extracelular de erbB2 es radicalmente diferente de las otras.
erbB2 ha adoptado una conformacion que ensambla un estado ligando-activado: Ia
interaccién entre el dominio -1V est4 ausente y el “brazo” de dimerizacién o “loop” en
el dominio Il esta expuesto (Garrett, McKer et al, 2002; Cho, Mason et al. 2003). Esta
estructura es consistente con los datos que indican que erbB2 es la molécula preferida
de dimerizacién para los otros erbB activados, asi como permanentemente esta listo
para la interaccién con ofros receptores erbB que hayan unido su respectivo ligando

(Lee-Hoeflich, Crocker et al. 2008).

La cascada de sefializacién compuesta por la familia de los factores de crecimiento

epidermal (EGF) y sus receptores regula la proliferacién y diferenciacion de muchos
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tipos de tejidos. La desregulacién de esta red es un factor significativo en la génesis o
progresién de un gran numero de canceres humanos, incluyendo neoplasias del
cerebro, pulmén, mama, ovarios, pancreas y prostata (Hynes and Stern 1994,

Salomon, Brandt et al. 1995).

Se han descrito tres grupos de ligandos para los receptores de la familiar erbB: el
primer grupo lo constituye el EGF por si mismo, factor de crecimiento transformante
alfa {TGF-o) y amfiregulina (AR) que se unen a erbB1 (Gschwind, Fischer et al. 2004).
El segundo grupo de ligandos se unen a erbB2 y erbB4 e incluye a EGF de unién a
heparina (HBEGF), betacelulina (BTC) y epiregulina (EPL)(Shelly, Pinkas-Kramarski et
al. 1998). El tercer grupo de ligandos, el cual une a erbB3 y erbB4, incluye a un grupo
de complejos polipeptidicos denominados neuregulinas (NRGs), y también un grupo
conocido como heregulinas o NRG1, entre otros, Y neuregulina-2s (NRG2), también
conocido como factor de crecimiento derivado de cerebelo. Ademas, multiples
isoformas de NRG1 y NRG2 aparecen de splicing transcripcional alternativo (Carraway,

Weber et al. 1997; Chang, Riese et al. 1997).

La mayoria de los péptidos de la familia de hormonas EGF son sintetizados a partir de
precursores de transmembrana, que son proteoliticamente digeridos para ser liberados
de forma soluble y tener la funcitn de sefiales tanto auto como paracrina o cumplir una
funcién como hormonas membrana-anclada en sefiales yuxtacrinas, mediante uniones
celuiares como los gap (conexiones entre las células en mamiferos) (Riese and Stern
1988). Ademas, en varios tumores, los ligandos de los receptores erbB son producidos
tanto por las células tumorales o secretadas por células de! estroma que rodean al
tumor, lo que promueve la activacién de los receptores erbB (Salomon, Brandt et al.

1995).
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Existe un gran nimero de formas de activacion diferencial de los receptores erbB,
debido a que existe una gran combinatoria de ligandos e interacciones cruzadas enire
los cuatro receptores erbB. Para considerar lo anierior, se debe tener en cuenta que un
ligando se puede unir a muiltiples receptores, un receptor erbB puede unir multiples
ligandos, y ademas, los ligandos pueden activar a los receptores erbB en frans. Esto
quiere decir que un ligando que no se une a un receptor erbB lo puede activar si este

esta dimerizado con otro receptor erbB que si se une a este ligando (Stern and Kamps

1988).

La dimerizacién de los receptores conduce a una auto o transfosforilacion por ia
actividad tirosina quinasa intrinseca en residuos aminoacidicos especificos en los
dominios citoplasmaticos. Los sitios fosforilados actian como sitios de anclaje para
varias proteinas involucradas en la activacién y reguiacion de numerosas cascadas de
senales celulares. La familia de receptores erbB tiene diferente especificidad de
sefiales; ademas, el poder de heterodimerizar genera una gran diversidad de
respuestas (Di Fiore, Segatto et al. 1990). La activacién de las diversas vias de
sefializacion es dependiente de los distintos dimeros, porque cada miembro de la
familia de receptores erbB tiene caracterisficas bioquimicas distintas y un tnico
conjunto de receptores interactuantes, asi como sus respectivos ligandos (Hynes,

Horsch et al. 2001; Citri and Yarden 2006).

Para considerar la importancia de los receptores erbB en el desarrollo de tumores
malignos, es importante también conocer el rol preponderante que juegan estos
receptores. Una forma de hacerio es conocer algunas funciones de estos receptores en
tefidos no malignos. Los péptidos NRG juegan un rol significativo en el desarrollo

neuronal: las neuronas producen NRGs, mientras que las células post-sinapticas o
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celulas asociadas con neuronas (glia o precursores de células de Schwann) expresan
receptores de la familia erbB (Fischbach and Rosen 1997). Funciones adicionales para
las NRGs se han identificado en ratones mutantes, en los cuales las sefiales de NRG
esta interrumpida, mostrando defectos en el sistefna nervioso periférico y sobre todo
una perdida de células en los ganglios sensitivos craneales o una pérdida de
innervacion de rombdmeros por las neuronas craneales sensoriales y motoras (Meyer

and Birchmeier 1995),

Ratones knock out para erbB1 usualmente mueren en la primera semana post natal
debido a problemas respiratorios, ademas muestran fenotipos gastrointestinales
aberrantes, piel fina y defectos de los foliculos pilosos que se traducen en cabello
quebradizo (Threadgill, Dlugosz et al. 1995). Estas observaciones ayudan a explicar los
efectos secundarios mas comunes asociados con la inhibicion de erbB1 en el &mbito

clinico.

ErbB2 tiene un papel esencial en el desarrollo del corazén (Lee, Simon et ai. 1995).
Los embriones de ratones que carecen de estos receptores mueren por una formacion
inadecuada de la frabécula ventricular, estructura responsable de mantener el flujo
sanguineo. En el &rea clinica, un nimero de pacientes tratados con trastuzumab
(anticuerpo usado en inmunoterapia contra el cancer de mama) muestran fenotipos
cardiacos, como miocardiopatia, insuficiencia cardiaca congestiva y la disminucién de
la fraccién de eyeccion ventricular, coincidente con lo visto en ratones (Slamon,
Leyland-Jones et al. 2001). El fenotipo observado en los ratones knock out para erbB2
es identica al observado en los ratones que carecian de erbB4 (Gassmann,

Casagranda et al. 1995) o NRG1 (Meyer and Birchmeijer 1995), demostrando la
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importancia de las interacciones del heterodimero erbB2-erbB4 en el desarrollo del

corazon.

De los cuatro receptores erbB, erbB2 y erbB3 son particularmente proteinas
dependientes entre si, ya que son receptores funcionalmente incompletos por si
mismos. ErbB2 tiene un dominio extracelular que no presenta sitio de union a
ligandos, mientras que erbB3 tiene un dominio intracelular pseudoquinasa que se ha
pensado inactivo, por ende, presentaria una menor actividad catalitica quinasa.
Recientemente se ha descrito que, a pesar de las alteraciones en la secuencia
aminoacidica de erbB3, presenta la suficiente actividad quinasa para trans-
autofosfarilar su regién intracelular (Shi, Telesco et al. 2010) En complementacion, el
heterodimero erbB2-erbB3 es altamente funcional como unidad de sefializacion y
constituye el dimero mas activo de sefializacion dentro de esta familia (Karunagaran,

Tzahar et al. 1996; Tzahar, Waterman et al. 1996).

Todas las interacciones ya mencionadas entre los receptores erbB vy las diversas
formas de activar estos receptores, ya sea como homo o heterodimeros, generan vias
de sefializacidn intracelulares que desencadenan variadas reacciones para promover
la proliferacion de tumores malignos en los canceres. Para que esto ocurra, se necesita
una activacion o transactivacion de los receptores erbB, como ya se menciond, la union
de ligando al receptor erbB y la subsecuente formacion del dimero inicia Ia sefializacién
mediante un arreglo complejo de vias intracelulares. La formacién de dimeros resulta
en la fosforilacién de los mismos, generando sitios de anclaje que permiten el
reclutamiento de componentes de [a cascada de sefalizacion rio abajo, ademas de la

formacion de complejos de las mismas vias.
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Dos vias claves de sefializacion activadas por la familia de dimeros erbB son la via de
las proteinas quinasa activadas por mitdgenos (MAPK), la cual estimula [a proliferacion
celular, y la via de la fosfoinositol 3 quinasa-Akt (PI3K-Akt), la que promueve Ia
supervivencia celular del tumor. La via de las MAPKSs y su relacién con la familia de los
receptores erbB estd bien descrita. Se sabe que su activacion conduce a la
transcripcion de genes que promueve la proliferacién celular, asi como migracion,
diferenciacién celular y angiogénesis (Olayioye, Neve et al. 2000; Yarden and
Sliwkowski 2001). La sefalizacion mediante la via PI3K-Akt conduce a numerosos
procesos celulares, entre ellos la sobrevivencia, anti-apoptosis celular y control del
ciclo celular (Cantley 2002). La fosforilacion de los receptores erbB también promueve
la unidn directa de la molécula transductora de sefiales y activadora de transcripcion
(STAT). Esta unién genera su auto fosforilacion en un residuo de tirosina para asi
dimerizar e ingresar al nucleo, resultando en una unién especifica a secuencias de
DNA en regiones promotoras de genes como factores pro-sobrevivencia (Hynes and
Lane 2005). Estas vias y proteinas son solo unos pocos ejemplos de moléculas de
sefializacién involucradas en la red de los receptores erbB. En total, mas de 100
proteinas interactuantes y mas de 200 EGF relacionados a los receptores erbB han

sido descritos en la literatura (Morandell, Stasyk et al. 2008).

Se han descrito mutaciones en los receptores erhB, que se traducen en una sobre
expresion de los mismos, lo que ha sido descrito en numerosos canceres, ya que una
constante activacién resulta en una divisién celular descontrolada. Hoy en dia se sabe
que estos receptores juegan un rol en casi todos los tipos de cancer (Prenzel, Zwick et
al. 2000; Shawver, Slamon et al. 2002), entre ellos el céancer gastrico (Hsieh and

Moasser 2007; Hofmann, Stoss et al. 2008; Arkenau 2009; Marx, Tharun et al. 2009;
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Zhang, Yang et al. 2009).. ErbB1 se ha encontrado sobre expresado en mas del 80%
de los canceres a cabeza y cuello, activados por amplificacion y/o mutacién en
aproximadamente 50% de gliomas y activados por mutacion en alrededor de 10-15%
de cancer no microcitico de células del pulmén (NSCLC) (Frederick, Wang et al. 2000).
La amplificacién génica y sobre expresion proteica de erbB2 se ha visto en alrededor
de 25-30% de cancer de mamas y algunos otros canceres (Slamon, Godolphin et al.
1989). Es mas, la amplificacidn génica de erbB2 ha sido considerada como un
indicador de tipo pronéstico, ya que presenta una relacion indirectamente proporcional
con la sobrevida del paciente, es decir que a mayor cuantificacién de amplificacién
génica y/o expresion proteica es menor el pronéstico de sobrevida del paciente (Lee,
Soung et al. 2005; Becker, Muller-Tidow et al. 2006). Abundante evidencia revela que
erbB3 es la molécula de dimerizacién de erbB2 y, ademas, juega una importante y
necesaria funcion en la tumorogénesis mediada por erbB2. ErbB3 estd frecuentemente
sobre expresado en cancer de mamas en conjunto con la sobre expresion de erbB2
{Naidu, Yadav et al. 1998). Tumores generados en ratén debido a la sobre expresion
transgenica de erbB2 son también caracterizados por el incremento de expresién y
fosforilacion de erbB3 (Siegel, Ryan et al. 1999). Un aumento de expresién de erbB3
aumenta sinérgicamente la potencia transformante de erbB2 (Alimandi, Romano et al.

1995).

La identificacion de los receptores erbB, como oncogénes, ha llevado al desarrollo de
terapias contra el cancer dirigidas contra estas moléculas. Ejemplo de estas terapias
son los disefios de anticuerpos de diversos tipos (monoclonales, policlonales,
quiméricos, humanizados, “humanos”) contra los receptores erbB, los cuales bloguean

la dimerizacion de los receptores o dominio tirosina quinasa (Schmitz and Ferguson

16




2009). Ademas, existen inhibidores farmacoldgicos contra el dominio tirosina-quinasa
de los receptores, blogueando ciertas vias de sefializacion intracelulares. Ejemplos de
estos nuevos tipos de terapias oncolégicas, aprobadas por la FDA (Food and Drugs
Administration) son los inhibidores del dominio tirosina-quinasa de erbB1, como Getinib
(Iressa®) e Imatib (Gleevec®). Dentro de los anticuerpos monoclonales, uno de los
mas destacados es el Cetuximab (Erbitux®), dirigido para el tratamiento de cancer
colorectal y recientemente aprobado para su uso en carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello (Goldberg 2005), y Trastuzumab (Herceptin®), dirigido para el
tratamiento de cancer de mama avanzado (Romond, Perez et al. 2005). Basandose en
evidencias recientes con buenos resultados en los tratamientos de inhibidores y
anticuerpos nombrados, se busca aplicarlos en otros tipos de cancer usando como
hipdtesis de que los receptores erbB estan presentes en variados tipos de canceres.
Para esto, se disefian estudios en lineas celulares, con el propésito de analizar los
efectos de medicamentos ya disefiados, pero en otras neoplasias. Ejemplo de esto son
los estudios que se han hecho en lineas celulares de cancer gastrico (SNU, lineas
celulares de cancer gastrico), utilizando Trastazumab. Se ha observado que
Trastazumab inhibe el crecimiento de las lineas celulares con amplificacion génica de

erbB2, todo esto en conjunto con tratamiento de quimioterapia (Kim, Kim et al. 2008).

Estas moléculas son un excelente blanco terapéuticos, ya que la inhibicién de estos
receptores, con anticuerpos monoclonales, no solo impide el crecimiento del tumor,
inhibiendo sefiales intracelulares, sino que también, al unirse en la superficie celular,
pueden tener un efecto citotoxico, al activar funciones efectoras de anticuerpos, commo
citofoxicidad celular dependiente de anticuerpos o activacion del sistema del

complemento, lisando las células tumoraies (Groner, Hartmann et al. 2004).
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Recientemente, los avances en las ciencias biolégicas y la tecnologia estan
proveyendo objetivos moleculares para diagnésticos y tratamientos contra e! céncer.
Existen variadas técnicas basadas en PCR (Polymerase Chain Reaction) que se
estudian validar, para asi mejorar la precision de un prondstico, predecir respuestas
ante terapias, resistencias o toxicidades ante una terapia (Bernard and Wittwer 2002) y
asi complementar los resultados obtenidos de los protocolos ya implementados para

las distintas neoplasias.

En base a los antecedentes descritos, este seminario de fitulo tiene como objetivo
encontrar posibles blancos terapéuticos moleculares contra el cancer gastrico,
centrandose en los receptores erbB, con lo que se pretende generar a largo plazo un

anticuerpo anti-erbB que ayude en el tratamiento del cancer gastrico

2 HIPOTESIS

Se generard un perfil de expresién para los receptores erbB en cancer gastrico
mediante RT-PCR, demostrando que la técnica permite determinar patrones de

expresion diferenciales.

3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo general

Caracterizar el patrén de expresion de los receptores erbB en células de cancer
gastrico
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3.2 Objetivos especificos
» Estandarizar la técnica de PCR para determinar la expresion de mRNA de

receptores tirosina quinasa erbB en distintas lineas celulares de cancer
gastrico.

» Analizar la expresién de mRNA de los receptores tirosina quinasa erbB en
muestras de tejido gastrico de pacientes con cancer gastrico.

* Analizar expresién proteica de al menos un miembro de la familia de los
receptores tirosina quinasa erbB en muestras de tejido gastrico de pacientes

con cancer gastrico.

4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Reclutamiento de Pacientes

Se generaron fres consentimientos informados, los cuales fueron aprobados por:
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanocs, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Comité de Etica Cientifico, Servicio de Salud Metropolitano
Oriente y Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos del Hospital Clinico de
la Universidad de Chile. Esto fue realizado a la iuz de los postulados de Ia Declaracion
Helsinki, de la guia internacional de ética para la investigacién biomédica gue involucra
sujetos humanos (CIOMS 1992), y de las guias de buena practica clinica de ICH 1996.
Se analizaron 10 muestras de mucosa gastrica, tanto del tumor como de tejido
adyacente (que, segln biopsia rapida en cirugia, indicaba tejido morfoldgicamente
normal) de pacientes que fueron sometidos a gastrectomia con diagnostico de
adenocarcinoma gastrico en el Hospital del Salvador y el Hospital Clinico de la

Universidad de Chile (HCUCH). En este dltimo recinto, también se obtuvieron
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muestras gastricas de operaciones bariatricas, todo esto después la firma del

consentimiento informado correspondiente.

4.2 Disefio de partidores

Se disefaron partidores especificos para las secuencias génicas de cada receptor
erbB (Homo sapiens sapiens), considerando los siguientes codigos de genes (GenelD):
erbB1 (1956), erbB2 (2064), erbB3 (2085) y erbB4 (2086) (EntrezGene). Para el disefio
de los partidores, se realizé un analisis de alineamiento muiltiple de las secuencias
nucleotidicas del ARN mensajero (mRNA) con el programa ClustalW2. Para visualizar
las secuencias blanco y analizar propiedades de los partidores, se utilizo el programa

OligoExplorer 1.2. Los partidores disefiados en esta investigacion fueron los siguientes:

Partidor directo erbb1F01: 5-TCATTGCCCTCAACACAGTGG-3’
Partidor reverso erbb1R01: 5"-CTGGCAGTTCTCCTCTCCT-3
Partidor directo erbb2F01: 5-CATTCTGCTGGTCGTGGTCT-3°
Partidor reverso erbb2R01: 5-CCACACCAGCCATCACGTAT-3"
Partidor directo erbb3F01: 5"-GTTCAGAATGAATGTCGGCCC-3
Partidor reverso erbb3R01: 5-GCACAGTTCCAAAGACACCC-3°
Partidor directo erbb4F01: 5-GGTATTCATGGGGACCCTTA-3"
Partidor reverso erbb4R01: 5°-AGCCATCACTGGAACACAGA-3

Partidor directo Hu f - actina: 5- GCCAACCGCGAGAAGATGACC-3’
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Partidor reverso Hu B - actina: 5'- CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

4.3 Lineas celulares y condiciones de cuitivo

Se utilizaron las lineas celulares BL, OCM1, FMS y DF de melanoma maligno, donadas
por el Dr. Flavio Salazar, Universidad de Chile, Facultad de Medicina, Instituio de
Ciencias Biomédicas, Laboratorio de Inrr;unologfa Anti Tumoral, MKN45 y AGS, células
epiteliales provenientes de adenocarcinoma gastrico donadas por el Dr. Andrew Quest,
Universidad de Chile, Facultad de Medicina, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Laboratorio de Comunicacion Celular, PC3, linea humana de cancer de prostata,
donada por el Dr. Enrique Castellén Universidad de Chile, Facultad de Medicina,
Instituto de Ciencias Biomédicas, Laboratorio Andrologia Celular y Molecuiar, y HEK-
293 (Human Embrionic Kidney). Todas estas lineas celulares se cultivaron a 37 °C en
una atmosfera humedecida y con 5% de CO,, en medio de cultivo RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute), las cinco primeras lineas celulares y DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle's medium)/F12 (1:1 viv), las tres lineas celulares restantes, AGS, PC3y
HEK-293, suplementado al 5% con suero fetal bovino (SFB},100 U/ml de penicilina G y

100 pg/mi de estreptomicina.

4.4 Analisis de expresién génica mediante transcripcién reversa acoplado a la

reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
4.4.1 Extraccion de RNA total

4.4.1.1 Extraccion de RNA total a partir de lineas celulares
El RNA se purifico utilizando la solucién de Trizol (Invitrogen®) y siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente, a 5x10° células en fase exponencial

confluencia 70-80%), cultivadas en botellas de 25 m!, se les agreqd 1 ml de solucién
greg
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Trizol y se lisaron mediante intenso pipeteo. El lisado se incubd a temperatura
ambiente por § minutos; luego, se agrego 0,2 ml de cloroformo y se mezcld por 15
segundos en vortex. Seguido a esto, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, y luego se rescaté la fase acuosa
superior fransparente donde se encuentra exclusivamente el RNA, agregandole un
volumen de isopropanol. Las muestras se incubaron por 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 12000 x g por 10 minutos a 4°C, se eliming el
sobrenadante y se lavd el pellet con 1 ml de etanol 75% mediante vértex y
centrifugacion a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se secé
el pellet bajo campana alrededor de 5 minutos. Luego, se disolvié el RNA en 40 ul de
agua libre de nucleasas. El RNA obtenido fue fratado con DNasa | (Ambion). Se
tomaron 2 pl y se enrasé a 500 pl (agua DEPC (dietilpirocarbonato) o libre de
nucleasas). Se midi6 la absorbancia usando un espectrofotémetro Genova (Jenway) a
260 y 280 nm. Se consideré una relacién 260/280 nm adecuada entre 1.7 y 2.0 con
respecto a su pureza, para asegurar que no existiera contaminacién con proteinas y
DNA. Para obtener la concentracién en pg/ul, se multiplicé la absorbancia a 260 nm

por 10, considerando [a siguiente ecuacién:

[ssRNA] = A260 x 40 x 250/1000 (ecuacién 1), donde una unidad de absorbancia a 260
nm equivale a 40 ug/ml ssRNA. El tercer término de la ecuacién corresponde al factor

de dilucién y transformacién de unidades de mi a pl.

4.4.1.2Extraccién de RNA total a partir de tejido de mucosa gastrica
Se utilizaron 30 mg de tejido gastrico obtenidos durante Ia cirugia gastrica, de tejido

tumoral y normal adyacente al tumor de cada paciente Y, como controles negativos,
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tejidos de pacientes sometidos a operaciones bariatricas como manga gastrica o

bypass gastrico.

Una vez obtenida la muestra en pabellén esta fue almacenada en un tubo eppendorf
con un estabilizador de tejido RNAlater® Stabilization Reagent (Quiagen) que protege
la integridad del RNA infiltrdndose en el tejido, siendo limitante el tamafio del tejido
procurando que el tejido se infiltre completamente . Con este paso, se pudo guardar el

tejido sin problemas durante 1 mes a 4 °C.

El tefido se disgregd y homogenizé con un triturador de tejido Tissue Tearor ™
(BIOSPEC PRODUCTS, INC.), en presencia del buffer de lisis del kit de extraccion de
RNA total RNeasy Mini Kit (Quiagen), y luego se siguieron las indicaciones del
fabricante. La concentracion y pureza del RNA fue determinada como se describid

previamente,

4.4.2 Reaccion de transcripcion reversa

A 3 pg de RNA se le agregé 1pl de oligo dT, de concentracién 500 pg/mi y cantidad
suficiente de agua DEPC para completar un volumen de 13 pl. Se incubé en el
termociclador a 70 °C durante 10 minutos, luego se incubd 5 minutos a 4 °C. Se
agregaron 4 W de M-MLV RT Buffer 5x (Promega), 2 ul de una mezcla de
desoxinucledtido trifosfato (NTP) 10 mM. Se incubé 5 minutos a 37 °C, luego se
agreg6é 1 pl de la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega). Con esto se
obtuvo un volumen final de 20 pl. Se incubaron los tubos a 37 °C en el termociclador

durante 1 hy se inactivé la enzima incubando por 10 minutos a 72 °C.
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4.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Cada reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 20 ul, el cual consistid en: 10
ul de GoTaq® Green Master Mix (Promega), 7 ul de Nuclease-Free Water (Promega),
0,5 ul de partidor directo y partidor reverso y 2 ! de cDNA generado en la transcripcion
reversa. Para los cinco pares de partidores se estandarizé un programa de ciclos: 1
ciclo a 95 °C por 10 minutos, 28 ciclos a: 95 °C por 30 segundos, 54 °C por 30
segundos y 72 °C por 30 segundos y 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos en el termociclador

Mastercycler gradient (Eppendorf).
4.5 Electroforesis, geles de agarosa

451 RNA

Se expuso a luz UV por 30 minutos todo el material utilizado en este procedimiento
(camara de electroforesis, peineta, cubeta, matraz, probeta). Se preparé un gel de
agarosa para biologia molecular al 1,5% diluido en tampén MOPS (3-morfolino-1-
propanosulfonato) 1X con un volumen final de 35 mi. Ademas, se agregd 1 pl de
bromuro de efidio para luego visualizar en transiluminador con luz ultravioleta (UV).
Antes de cargar el gel, el RNA se incubé por 10 minutos a 65 °C y luego se puso
inmediatamente en hielo para posteriormente cargar 3y 5 ug de RNA, para ver la
correlacidn entre concentracion y presencia de bandas. Se corrié el gel a 50 V por 45
minutos en camara electroforética. La visualizacion se llevé a cabo con [uz UV,
teniendo en consideracion que, en un RNA de buena calidad, la banda de rRNA de
28S representa aproximadamente el doble en cantidad con respecto a la banda de

rRNA de 188S.
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4.5.2 cDNA

Se tomaron 0.53 g de agarosa para biologia molecular (SeaKem®) y se mezclaron con
35 ml de buffer TBE (Tris-borato-EDTA) 1X (gel al 1,5%). Se disolvié en microondas,
llevando a ebullicién y agitando esporadicaments. Se agregd 1 pl de bromuro de etidio,
luego se enfri6 para verter en camara de electroforesis. Se cargaron 10 pl de
amplificado mas 7 pl de estandar de peso molecular 700 bp DNA Ladder (New England
Biolabs). Se corri¢ el gel en camara electroforética por 15 minutos a 40 V yluego1ha
60 V. Posteriormente, los productos amplificados fueron visualizados bajo
transiluminador con luz UV. El registro del gel se hizo con una camara digital
CANCON®, modelo Power Shot S500 ELPH, 3X, 5.0 Megapixeles. El analisis

densitométrico de las bandas se realizé con el programa ImageJ version 1.42.

4.6 Western Blot

Se utilizaron 5x10° células, a las que se les removié el medio de cultivo lavando con
tampon fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,4,3 mM Na,HPQ, x 7H,0, 1,4
mM KH:PQ,)} centrifugando a 1.300 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se resuspendieron las
células en 1 ml de PBS en tubos eppendorf y se centrifugaron a 6.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se agrego 100 ml de tampén de lisis RIPA
(50mM Tris-HCI, pH 7.5, 150mM NaCl, 1% Tritén X-100, 0.5% Deoxicolato sédico,
0.1% SDS) en presencia de Protease Inhibitor Cocktail (Calbiochem®), se resuspendis
vigorosamente y se incubd en hielo por 10 minutos. En el caso del uso de tejido se
utilizé entre 50 — 100 mg de tejido gastrico, el cual fue lavado vigorosamente con PBS,
luego se cortd en trozos lo mas pequefio posible para asi disgregar y homogenizar con
el triturador de tejido, en presencia de tampén de lisis RIPA mas el cocktail de

proteasas antes mencionado. Para obtener una solucién lo mas homogénea posible, el
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tefido se sonicé con el sonicador Microson™ XL.2000 (Misonix) a nivel 5 por 1 minuto, 5
veces, luego se incubd por 10 minutos en hielo para asi posteriormente realizar el
mismo procedimiento aplicado a las lineas celulares. Se centrifugé a 13.000 rpm por 25
minutos a 4 °C y se rescatdé el sobrenadante sin tocar el pellet, transfiriéndose el
sobrenadante a un tubo limpio.

Se determind la cantidad total de proteinas con el reactivo de Bradford (BioRad),
utilizando el reactivo de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Una vez que se
cuantifico el contenido proteico, se agregd tampén de carga 3X (Tris pH 6,8, glicerol
97%, p-mercaptoetanol, SDS 20%, agua y azul de bromofenol), para denaturar las
proteinas, las muesfras se incuban durante 5 minutos a 100 °C. Se cargaron 25 g de
proteina en un gel de poliacrilamida al 5,5% / 10%, utilizando la solucion de tampones
para la porcién concentradora y separadora del gel respectivamente, descritas
anteriormente por Laemmli (Laemmli 1970). El gel de poliacrilamida se corrié durante
15 minutos @ 50 Vy luego a 1 h a 100 V. Las proteinas que ya habian corrido en el gel
se fransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se tifieron momentaneamente con
solucién rojo de Ponceau al 1% (rojo Ponceau 1% p/v y acido acético 10% viv), con el
proposito de visualizar que la cantidad de proteina cargada fuera la misma, ademas de
asegurarse de la transferencia a la membrana. Se lavé la membrana con solucion TB&;-
Tween (TBS-T) al 0,1% v/v (5 M NaCl, 1 M Tris/HCI pH 7,5 y 0,1% Tween-20) y luego
se bloqued durante la noche con proteinas de leche descremada al 5% p/v en TBS-T
en agitador a 4 °C. Finalizado el bloqueo, se lavo 7 veces por 5 minutos con TBS-T y
se incubd durante 2 h con el anticuerpo monoclonal producido en ratén anti c-erbB-2

humano (Invitrogen) y anticuerpo monoclonal anti actina producido en conejo (Sigma-

Aldrich®), en forma separada, a una concentracion de 0,5 ug/ml y 1:1000
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respectivamente, diluidos en TBS-T. Finalizada la incubacién, la membrana se lavé 7
veces por 5 minutos con TBS-T y se incubd durante 1 h con el anticuerpo conjugado a
HorseRadish Peroxidase (HRP) de cabra anti inmunoglobulinas de ratén (Santa Cruz
Biotechnology, inc.) y anti inmunoglobulinas de conejo (Santa Cruz Biotechnology,
Inc.), respectivamente, ambas a una dilucion de 1:500 en TBS-T. Finalizada la
incubacion, la membrana se lavo 7 veces por 5 minutos y se revelé con el reactivo
quimicluminiscente Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). El

analisis densitométrico de las bandas se realizé con el programa ImageJ versién 1.42.

4.7 Inmunohistoquimica

Las muestras para los estudios de Inmunchistoquimica de tejido gastrico se fijaron en
formalina neutralizada por 24 h y luego se deshidrataron en gradiente ascendente de
etanol 70, 95 y 100 %, aclaradas en Xilol (TCL-Chile} y se embebieron en parafina
liquida (Paraplast®) en autotécnico automatico (Leica). Las muestras utilizadas fueron
obtenidas en pabellén del Hospital del Salvador y el Hospital Clinico de la Universidad
de Chile (HCUCH). Las inclusiones de tejido en parafina se cortaron en micrétomo de
rotacion RM2125 (Leica-Alemania) del servicio de Anatomia Patolégica del HCUCH.
Cortes de 4 pm se montaron en portaobjetos silanizados, luego se colocaron en xilol
por 2 veces, 15 minutos cada uno. Se rehidrataron las muestras en escala
descendiente de etanol hasta agua destilada (100% 2>95% -70% ->Agua), 5 minutos

en cada alcohol y 2 veces en agua, 5 minutos cada vez.

Se realizb la exposicion de antigeno con tampén citrato (10mM, pH 6,0) de la siguiente
manera: se hirvieron la muesiras en microondas a potencia 40% (100 Waits, potencia
microondas), deteniendo inmediatamente al comenzar a ebullir el tampén, luego de

esto se mantuvo por 20 minutos en potencia 10%. Se enfrié a temperatura ambiente
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alrededor de 30 minutos y luego se enjuagé con agua destilada y se bloqued la
actividad de la peroxidasa endogena con peréxido de hidrégeno al 0,3% durante 30
minutos. Después de lavar 3 veces por 5 minutos cada vez con TBS 1X, los cortes se
incubaron en TBS-BSA 1% por 45 minutos en cdmara humeda. Sin lavar, para no
sacudir los cortes, se incubé toda la noche con anticuerpo primario monoclonal de
ratén anti c-erbB-2 humano (Invitrogen) a una concentracion de 2 pg/ml, recomendada
por el fabricante, el anticuerpo fue diluido en tampén de bloqueo TBS-BSA al 1%. Se
lavo tres veces en TBS, 10 minutos cada vez y se incubd con anticuerpo secundario de
Vectastin® Elite® ABC Peroxidase Kit (Vector Laboratories), a una dilucién 1:50,
durante 45 minutos en camara himeda. Se lavo 3 veces con TBS, 5 minutos porvez y
luego se colocd [a solucion ABC (Avidin-Biotin-Complex) a cada corte y se dejo incubar
30 minutos, se lavé 3 veces con TBS por 5 minutos cada vez. Se incub6 luego por 6-10
minutos con perdxido de hidrégeno al 3% en 3,3"-diamincbenzidina tetraclorhidrato
(DAB), luego de esto se lavaron suavemente los cortes con agua desionizada y se
tifieron con hematoxilina que tifie compuestos anidnicos (acidos) de los tejidos, tifiendo
fuertemente de color vicleta los nucleos de las células. Se lavd en agua rapidamente
(evitando que las muestras se pongan azules) para luego deshidratar las muestras
ascendentemente en alcoholes 5 minutos en cada uno y 15 minutos en xilol (lavado
agua — 70% — 95% — 100% — Xilol). Se colocd 1 gota de liquido sellante entre el
portaobjeto y cubreabjetos. Los preparados histologicos fueron fotografiados con la

camara CANON®, modelo Power Shot S500 ELPH, 3X, 5.0 Megapixeles.

4.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico y el disefio de los graficos se uso el programa GraphPad

Prism (GraphPad Prism® Software Inc.), utilizando el test de ANOVA de dos cola




acoplado al test de comparacion multiple de Bonferroni. Los graficos de barras son

presentados como la media + la desviacion estéandar de cada determinacién.
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5 RESULTADOS

5.1 Diseno de partidores especificos para erbB1,2,3y 4

Para el disefio de partidores especificos para cada erbB, considerando que la identidad
de las secuencias nucleotidicas de estos 4 receptores es de alrededor de un 50%
(Tabla 1), se disefid una estrategia que consistid en analizar las cuatro secuencias
nucleotidicas mediante alineamiento multiple en el programa ClustalW2, con el fin de
encontrar puntos del alineamiento en que las 4 bases nucleotidicas de las secuencias

fuesen distintas. Estos puntos fueron denominados hot spots (Figura 4).

1150 1160 1170
totEe8 1/1-3633a B c BNGE CGONOG CA T
lol|ErdB 2/1-3 CBOAGABET
1ol |EB4/1-392 ABTCALE TS

ATcACCO0ECHCE

TTTCTOC+++COGGCTTTAATGOGGACCCCT-CA+CAA- A+ T+CT+CCCTOGACCCAGAGAA+CT+AATGTCTTTC+GACAGTAA++GA

Figura 4. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de los receptores erbB1,
“erbB2, erbB3 y erbB4. La figura muestra una considerable identidad entre las 4 secuencias de
mRNA de los receptores. Los rectangulos rojos sefialan los puntos denominados hot spots,
donde los 4 nucleotidos son completamente distintos.

Durante este analisis se encontraron un gran numero de hot spots. La idea de estos
hot spotsson usarlos de puntos de anclaje para el extremo 3 tanto de los partidores
directos como reversos para cada receptor (Figura 5). Con esto se busco lograr una
mayor especificidad para la amplificacion. Como es sabido, para que ocurra
amplificacion de los partidores, es necesario que el extremo 3 esté unido a una base

nucleotidica en el DNA templado.
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(nt) (nt) Identidad DENATURACION I 95°C
erbB1 3633 erbB2 3768 50 3 5
erbB1 3633 erbB3 4029 46 ALINEAMIENTO@, @7 54°C
erbB1 3633 erbB4 3927 49 5 3
erbB2 3768 erbB3 4029 45 ,L
erbB2 3768 erbB4 3927 47 o e oA
EXTENSION 0
erbB3 4029 erbB4 3927 46 € s reoqm 72 ©
LTI
Tabla |. Identidad comparativa entre las Figura 5. Anclaje de extremo 3" de los

secuencias nucleotidicas de los receptores partidores. En la figura se muestra en
erbB. Estos resultados muestran una identidad circulo amarillo el extremo 3" del partidor
alrededor de un 50% entre todas las secuencias. (P1 y P2) tanto directo como reverso,
Estos datos fueron obtenidos al alinear las extremo clave para la amplificacion
secuencias de los genes obtenidas en la NCBI especifica de cada receptor.

(National Center for Biotechnology Investigation),

analizadas en ClustalW2.

Una vez encontrados todos los hot spots, se buscaron las parejas que generaran los
pares de partidores que presentaran la menor o nula cantidad de estructuras
secundarias, dimeros de partidores y ausencia de reacciones cruzadas, como se
expligaré mas adelante. El tamafio del amplicon se acotd entre 300 y 500 pb, para asi
tener un set de partidores para un posible uso en PCR cuantitativo en tiempo real

(qRT-PCR).

Las propiedades de los partidores fueron analizadas con el programa OligoExplorer
1.2. Los amplicones obtenidos in silico fueron: erbB1 (356 pb), erbB2 (353 pb), erbB3
(355 pb) y erbB4 (421 pb). Luego de disefar los partidores, se buscéd algun
polimorfismo que pudiese afectar el anclaje estratégico de los partidores en el extremo
3. Esta busqueda se realizé en la base de datos SNP del NCBI (Single Nucleotide

Polymorphism). No se encontraron polimorfismos que interfieran en el anclaje de los
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partidores en el extremo 3°, pero si polimorfismos dentro del amplicon, los cuales no

afectarian en medida alguna el tamano final del mismo (Figura 6).
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Figura 6. Analisis de polimorfismos en las secuencias nucleotidicas de los receptores
erbB. La figura muestra una serie de polimorfismos encontrados dentro del area flanqueada por
el par de partidores en cada secuencia. Como indica la figura, no se encontraron polimorfismos
en los nucledtidos con los cuales alinean los partidores (flechas azules). En cuadro rojos se
indican polimorfismos de tipo missense (donde el cambio de un nucledtido genera un cambio de
aminodacido), en cuadros verdes se muestran los polimorfismos de tipo synonymous (donde el
cambio de un nucleétido genera el mismo aminoacido segun el triplete), las flechas azules
indican los partidores directos (erbBxF) y partidores reversos (erbBxR) y su posicion dentro de
la secuencia nucleotidica (linea amarilla).
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5.2 Perfiles de expresion especifico para erbB a partir de lineas celulares

Se extrajeron los RNA totales para cada linea celular, segiin lo descrito en materiales y
metodos (Seccion 4.4.1.1). El resultado de esta extraccidn se evalud mediante
cuantificacion en espectrofotémetro y electroforesis en geles de agarosa. En cada
extraccion de RNA, a partir de [as lineas celulares, se procurd obtener una relacién de
absorbancia de 260/280 nm mayor a 1.7, ademas de observar las bandas de 28S y
188 (28S aproximadamente el doble de la 188 con respecto a intensidad) en geles de
agarosa, ya que estos corresponderian a los pardmetros de calidad esperados (Figura

7).

B

o

DF 'FMS OCM1 HEKz:z RC3 AGS! MNK45.

Figura 7. Electroforesis en geles de agarosa de RNA total de distintas lineas celulares.
Para cada linea celular se aprecian las dos bandas de rRNA de 28 y 18S. BL a HEK,q, se
cargaron 3ugy de PC3 a MNK45 se cargo 1pg de RNA. Gel de agarosa al 1,5%

A partir del RNA extraido, se realizo la sintesis de cDNA segtin lo descrito en

Materiales y Métodos (Seccién 4.4.2).
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5.2.1 Estandarizacion del uso de los partidores erbB

Con el fin de estandarizar el RT-PCR, se utilizaron células HEK293, ya que son de
origen embrionarias, y como es sabido, los receptores erbB juegan un rol importante

tanto en proliferacién como diferenciacion celular.

La temperatura de alineamiento tedrica arrojada por el programa OligoExplorer 1.2
para los cuatro pares de partidores fue de alrededor de 57° C. Para determinar la
temperatura de alineamiento experimental, se generd un PCR en el cual se hizo un
barrido de temperaturas de alineamiento desde 50-60° C .En la figura 8, podemos
observar la amplificacién de DNA de erbB1,2 y 3 a las temperaturas de alineamiento
analizadas. Si bien se observa una mayor amplificacién de DNA de erbB3 a 50°C, se
generd otro experimento de igual caracteristica, pero acotado entre la temperatura
mayor donde se obtuvieron amplificado positivo y la siguiente menor (52-56° C), para
asi aumentar la especificidad. Luego de este experimento, se determind la temperatura

de alineamiento experimental a 54° C.

500 ph

Figura 8 Gradiente de temperatura de alineamiento de los partidores erbB en células
HEKgg,. La figura muestra amplicones a cada temperatura de alineamiento por carril, para los
distintos receptores (erbB1-4). Para erbB1-3 se observa los amplicones de alrededor de 350 pb
y para erbB4 superior a 400 pb correspondiente con el tamario teérico de 421 pb. Ademas se
agregé un control positivo de amplificacion, gen constitutivo B-actina (camil p-act), banda de
alrededor de 300 pb. M indica el marcador molecular de 100 pb, donde se indican dos bandas
caracteristicas de 500 pb y 300 pb.
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Con el fin de verificar que los amplicones que se detectan, en los geles de agarosa,
sean especificos para cada receptor erbB producto de cada partidor, se determiné que
no existieran reacciones cruzadas entre los partidores. Para esto, se realizaron todas
las combinatorias de partidores directos y reversos (Figura 9), enconirando que los
productos de PCR obtenidos eran especificos a los pares de partidores esperados, sin
generar productos inespecificos que pudieran interferir en la interpretacion de
posteriores resultados. Mas atin, se confirmé que cada banda en el gel pertenece al
amplicén en estudio y no al resultado de un partidor directo propio y un reverso de otro

receptor.

500 ph

300 pb

Figura 9. Ensayo de reacciones cruzadas para los partidores erbB en células HEK 3. Gel
de agarosa con el amplificado por RT-PCR utilizando combinatoria de los distintos partidores.
Cada carril muestra una combinatoria posible entre un partidor directo {f) v un partidor reverso
(), el niimero que acompafia a la letra es a que receptor erbB corresponde (1-4). Se observan
amplicones (flechas) en los carriles que se aparearon el partidor directo y reverso
correspondiente (f1-r1:356, f2-r2: 353, f3-r3: 355 y f4-r4: 421 pb). M, marcador molecular de 100
pb y B-act, control positivo de amplificacién (300 pb).
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5.2.2 Perfiles de expresién de los receptores erbB en células de melanoma
maligno, cancer de prdstata y cancer gastrico

Con el fin de analizar la expresién de transcriptos de erbB y el perfil de expresion de
estas moléculas, se realizd RT-PCR. Se establecieron perfiles de expresion,
considerando presencia o ausencia de amplicones en geles de agarosa para distintas
lineas celulares de melanoma maligno (BL, DF, FMS y OCM1), cancer de prostata
(PC3), cancer gastrico (AGS y MNK45) y HEKus. Los resultados indican que esta
técnica es capaz de arrojar perfiles de expresion diferenciales, dependiendo de cada

linea celular, demostrando en una primera instancia una cierta sensibilidad en Ia

estrategia (Figura 10).

Figura 10. Perfiles de expresion de erbB1-4 en distintas lineas celulares. RT-PCR
generado a partir de RNA total, de lineas celulares de melanoma maligno (BL, DF, FMS y
OCM1), cancer de prostata (PC3) y cancer gastrico (AGS y MNK45). M, marcador molecular de
100 pb y B, control positivo de amplificacion (300 pb). Se cargaron 10 ul en cada carril obtenido
de los productos de PCR. Gel de agarosa al 1,5%

Los perfiles observados en las lineas celulares de cancer gastrico podrian sugerir los
resultados que se obtendrian en las muestra de tejido gastrico de pacientes con cancer

gastrico. Estudios previos indican que, en cancer géstrico, existe una sobre expresion
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de erbB2 y erbB3 (Zhang, Yang et al. 2009), lo que se ha observado mediante técnicas
cuantitativas como PCR en tiempo real (QRT-PCR) o hibridacion fluorescente in situ
(FISH). Hasta el momento, en esta investigacion se ha evaluado de forma cualitativa la
presencia o ausencia de los receptores erbB.

5.3 Perfiles de expresion (RT-PCR) especifico para erbB a partir de mucosa
gastrica de pacientes con cancer gastrico

Con el fin de analizar la expresion de transcriptos en células de tejidos primero se
estandarizé un RT-PCR semicuantitativo. EI RNA total se extrajo de cada muestra de
paciente mediante un kit de extraccion de RNA RNeasy Mini Kit (Quiagen) como se
indico en Materiales y Métodos (Seccion 4.4.1.2). La muestra de tejido fue obtenida en
cirugia al momento en que se realizdé cada gastrectomia, y luego se almaceno el tejido
en un estabilizador RNAlater® Stabilization Reagent (Quiagen), para posterior traslado

y procesamiento de la muestra (Figura 11).

B RNA RNA
P2N  P2T PN P2T
240 2ug 4pg  4ug

-

-Almscensmeni estabizador 285
-Traslsdon 4" C 18S
-Extraccion de RNA 10w/

58

Figura 11. Obtencion de muestras de mucosa gastrica y extraccion de RNA total. A)
interior de estdbmago, abierto por curvatura mayor después de gastrectomia. MT, muestra
tumoral y MN, muestra normal. B) Electroforesis en gel de agarosa de RNA obtenido del
paciente numero 2 (P2), tanto tejido normal (N) como tumoral (T).
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Para estandarizar el RT-PCR, se selecciond un nimero de ciclos de PCR en el cual el
ntimero de copias no se saturara, considerando la sensibilidad de la técnica PCR y su
método de visualizacién, mediante geles de agarosa (Figura 12). Se estandarizé con
cDNA obtenido a partir de las muestras de tejido gastrico, donde el ntimero de ciclos
fue establecido en 28 (Figura 13), que es cuando alin se mantiene la grafica en su fase
exponencial, mediante un PCR para erbB2 y erbB3, normalizado con un gen de

expresion constitutiva, como p-actina.

TN TT
M 200 22 24 26 28 30 M 20 @ 2%

280 28 3o

300 pb e 1B
300 pb — b-actina
3005 w— erbB2
300/p5 — b-actini

Figura 12 PCR semi cuantitativo para erbB2 y 3, normalizado con B-actina. Gel de
agarosa 1,5%con ampiificado de erbB2 y erbB3 y b-actina correspondiente a diferentes
numero de ciclos de PCR (indicados sobre cada carril). El analisis se hizo en tejido normal
(TN) y tejido tumoral (TT) de un paciente en estudio. M, marcador molecular de peso 100
pb. Se cargaron 10 pl de producto de PCR.

Para este ensayo, se eligid erbB2 y erbB3, debido a que en estudios previos se ha
sefalado que estos dos receptores presentan una sobre expresion de alrededor de un

26% en cancer gastrico, variando segun el tipo de céncer (Zhang, Yang et al. 2009)

Para cuantificar los resultados de la figura 12, se realizé un andlisis densitométrico
como se sefiald en materiales y métodos. Este andlisis entregd una curva de

saturacion de productos de PCR a distintos ndimeros de ciclos, lo que permiti6 elegir el
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numero de ciclos antes de lograr la saturacion de productos de amplificacién (Figura
13), estableciendo que el nimero 6ptimo de ciclos es 28, nimero de ciclos utilizado a

lo largo de esta investigacion.

PCR Semicuantitativo P1

erbB2-3/B-actina

1.0~

0.9+

0.8~
?  0r- - erbB2/T. Tumoral
E T 0,6+ - erbBQIT,qumaI
55 05 &= erbb3/T. Tumoral
5 é» 04 ~&~ erbB3/T.Normal.
na:l? 0.3

Ciclos

Figura 13 PCR semi cuantitativo para erhB2 y 3 a partir de tejido gastrico. Grafico de la
razon de los valores de densitometria, obtenido a partir de los geles de agarosa al 1,5% del
amplificado por PCR, de las muestras para erbB2 y erbB3 y gen constitutivo de p-actina, tanto
para muestra de tejido tumoral como normal.

El patron de expresion de los receptores erbB en pacientes con cancer gastrico y
sometido a gastrectomia fue determinado al analizar muestras tanto de tejido normal
como tejido tumoral del mismo paciente, para poder generar una comparacion en sus
niveles de expresion. El muestreo fue de 10 pacientes sometidos a gastrectomia y3
pacientes sometidos a manga gastrica o bypass gastrico (operaciones bariatricas) sin

presencia de cancer gastrico. En la figura 14 se muestra un resultado representativo de
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10 muestras analizadas, mientras que en la figura 15 se grafica la cuantificacion de
estos resultados en unidades arbitrarias relacionadas con la intensidad de cada banda.
Se aprecia una diferencia en el patrén de expresion entre el tejido normal y el tejido
tumoral, evidenciando bandas muy intensas para erbB2 y erbB3 en la muestra tumoral,

para erbB4 en general no se observo expresion.

500 pb

300 pb

Figura 14. Perfil de expresion representativo para erbB1, 2, 3 y 4 a partir de muestras de
tejido gastrico de pacientes con cancer gastrico. Gel de agarosa al 1,5% con DNA
amplificado por PCR, utilizando 28 ciclos, tanto para tejido tumoral (TT) como normal (TN). Se
cbservan bandas de alrededor 350 pb en erbB1, 2 y 3 tanto en TT y TN. M, marcador molecular
de 100 pb y B, control positivo de amplificacion (300 pb).

Debido a que los resultados obtenidos hasta este punto solo demuestran presencia o
ausencia de los receptores, se cuantificd la intensidad de cada banda obtenida en los
geles de agarosa para cada muestra de paciente analizada. Con esto se generaron los

patrones de expresién semi cuantitativos (Figura 15) para el muestreo de 10 pacientes.

Como controles negativos de la expresion de erbB en tejidos gastricos extraidos
quirurgicamente, se analizaron 3 muestras de pacientes que no tenian céncer pero que
se sometieron a cirugia bariatrica, donde no se observé presencia de los receptores

erbB1, 2, 3 y 4 (Figura 16).
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Figura 15 Perfil de expresién de los receptores erbB en 10 pacientes con cancer
gastrico. Estos resultados fueron obtenidos midiendo la densidad oOptica de cada banda
analizada, luego se normalizd con respecto a el control de expresion de B-actina. A) Se
compard cada receptor erbB normalizado en dos condiciones: tejido normal y tumoral. B)
Expresién normalizada de los receptores erbB comparada entre ellos en tejido normal y
tumoral. Grafico en base a 10 experimentos independientes. Los valores estan expresados en
promedio + desviacion estandar, *=p<0,05, **=p<0,01 y ***=p<0,001, ANOVA de dos colas
acoplado al test de comparacion multiple de Bonferroni.

El analisis de los resultados muestran que los receptores que se expresan en mayor
cantidad en tejido tumoral son los receptores erbB2 y erbB3, ya que presentan una
diferencia estadisticamente significativa entre tejido normal y tumoral (Figura 15 A).

ErbB2 tanto en tejido normal como tumoral muestra los niveles mas altos de expresion,
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comparandose con los niveles de los demas erbB. Los niveles de expresion de erbB1
en ambos tipos de tejido son iguales, asumiendo una expresion basal de erbB1,
mientras que solo en un paciente se regisiré una banda para erbB4, siendo de muy

baja intensidad (Figura 15 B).

[
ke

erbbl erbb? erbb3 erbbd

Figura 16. Expresion de los receptores erbB en mucosa géstrica de pacientes sometidos
a operaciones bariatricas. Electroforesis en gel de agarosa, donde no se aprecia amplicones
para ningn receptor erbB. M, marcador molecular de 100 pb y B, contro! positivo de
amplificacion (300 pb). Ge! de agarosa al 1,5%

5.4 Expresion proteica de erbB2 a partir de extractos proteicos de mucosa
gastrica de pacientes con cancer gastrico

Considerando que los niveles de mRNA no siempre se correlacionan con los niveles de
proteinas, se exirajeron las proteinas totales a partir de las muestras de tejido gastrico
de pacientes con cancer gastrico como se sefialé en la seccion de materiales y
métodos. Se analizaron tres muestras de pacientes a los cuales también se les hizo

RT-PCR.
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Este experimento se disefié para erbB2 (185 kDa), puesto que es la molécula de la

cual se disponia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra ella.

En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos mediante la técnica de western
blotting. En todas las muestras tumorales se aprecia una banda mas intensa que en las
muestras control (tejido normal), similar a los resultados obtenidos en RT-PCR, ya que
en fodas las muestras analizadas el nivel de proteina expresada fue mayor en la
muestra de tejido tumoral que en la de tejido normal. En este experimento ademas se
analizaron muestras de tejido gastrico de pacientes que se sometieron a operaciones
bariatricas y células HEKze3 como control positivo. Se observé una banda débil para

erbB2 en las tres muestras de operaciones bariatricas.

12N 12T 13N 13T 14N 14T OPl OPZ OP3 HEK3

175 kDa - erbB2

46 kba ~

i~ b-actina

Figura 17. Expresién proteica del receptor erbB2 y B-actina en muestras de tejido
gastrico y HEKz3. Western blotting con lisado celular de tejido normal (N} y tumoral (T) de
paciente con cancer gastrico (12 -14) y sometido a operacion bariatrica (OP1-3) y células
HEKzg;, utilizadas como control positivo. La banda para erbB2 tiene un peso mayor que 175
kDa, coincidente con el peso tedrico de erbB2 de 185 kDa. Como proteina control se us® actina
que aparece con un peso inferior a 46 kDa, coincidente con el peso teérico de 42 kDa. En cada
carril se cargaron 25pg de proteinas totales, el nimero indica el paciente y la letra N o T indica
tejido normal y tumoral respectivamente, OP indica operacién baridtrica y el namero indica el
paciente.

Al comparar los resultados obtenidos en los pacientes 12, 13 y 14 a nivel de mRNA y
proteina mediante analisis densitométrico, se puede observar la misma tendencia de

mayor expresion de etbB2 en la muestra tumoral que en la muestra normal. Mas atn
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sale a luz una relacion estadisticamente idéntica entre ambas muestras (normal y
tumoral), al normalizar erbB2 con B-actina como gen de expresion constitutiva (Figura

18).
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Figura 18. Perfil de expresion de mRNA y proteico para el receptor erbB2 en muestra de
tejido gastrico a partir de pacientes con cancer gastrico. Valores de densidad dptica de
banda obtenida en gel de agarosa al 1,5% con cDNA e immunowestern para erbB2 vy
normalizados con el control respectivo de expresion de B-actina. Se compararon los niveles de
expresion para ebB2 en tejido normal y tumoral. Grafico en base al promedio de tres
experimentos independientes. Los valores estan expresados en promedio + desviacion
estandar, test de ANOVA de una cola acoplado a test de comparacion multiple de Bonferroni.

Una vez determinada esta correlacion entre mRNA y proteina, dentro de las muestras
de tejido gastrico, se analiz6 la presencia de este receptor (erbB2) en la membrana de
las células de mucosa gastrica, donde serian funcionales, por medio de la técnica de
inmunohistoquimica. Aqui se observd una tincion color café de la peroxidasa alrededor
de las células, variando en intensidad de color: mientras mas oscura mayor cantidad de
moléculas de erbB2 en la membrana celular. Los resultados mostraron, al igual que en
los experimentos anteriores, una mayor presencia de erbB2 en los tejidos tumorales

que en los tejidos normales (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de la proteina erbB2 evaluada por inmunohistoquimica en tejido
tumoral y normal de pacientes con cancer gastrico. Tincién inmunohistoquimica, de
membrana, para cada tipo de tejido en distintos pacientes (P12, P13 y P14). Se utiliz6 una
muestra de cancer de vesicula como control positivo (control (+)) de expresiéon de erbB2 en el
experimento (donado gentilmente por la Dra. Paula Fluxa, el aumento utilizado fue de 400X,
Laboratorio Inmunologia Antitumoral, Universidad de Chile, Programa de Inmunologia, Facultad
de Medicina).
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6 DISCUSION

La familia erbB, formada por receptores tirosina quinasa, participa en una gran
cantidad de cascadas de sefiales que colectivamente programan la transcripcion y
control de expresion de genes involucrados en la organogénesis, durante el desarrollo
embrionario y mantencidn de tejido en estado adulto. Estos receptores se han
encontrado frecuentemente sobre expresados o activados de forma aberrante en
varios canceres, [0 que sugiere que la actividad de los receptores erbB debe ser muy
bien regulada en el tejido sano. Las cascadas de sefializacion comandadas por los
receptores erbB, cuando se encuentran sobre expresadas o mutadas, son capaces de
promover procesos celulares que contribuyen a la iniciacién de un cancer o su

progresidn.

Dependiendo de la activacion de ligandos especificos y la combinacién de dimeros
erbB, estos pueden estimular una gran variedad de vias de sefalizacién celular que
culminan en el nlcleo para conducir programas de control transcripcional, controlando
migracion celular, sobrevivencia, adhesion, diferenciacion y proliferacion (Marmor,

Skaria et al. 2004).

Dentro del area del cancer existen principalmente tres puntos los cuales necesitan ser
mejorados: diagndstico, prondstico y tratamiento en respectivo orden a realizar. En las
Uitimas décadas se han realizado esfuerzos enormes para mejorar esfos tres puntos,
desde un punto de vista de la biologia molecular, como por ejemplo generando arboles
genealdgicos para considerar componentes genéticos en la enfermedad, desarrollo de
distintos medicamentos como anticuerpos que bloquean moléculas claves en la

proliferacién del cancer o ciertos farmacos inhibidores de proteinas claves en el
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desarrollo del cancer. Estas se denominan blancos terapéuticos moleculares, lo que
permite generar terapias dirigidas y especificas para cada paciente y por supuesto para

cada cancer (Arkenau 2009).

En este seminario, se desarrollé una caracterizacion de expresion de los receptores
erbB en pacientes con céncer gastrico mediante RT-PCR, técnica de menor costo y
mayor rapidez que las validadas actualmente en cancer de mamas y gastrico
(Hofmann, Stoss et al. 2008), que son FISH e IHC, Para este fin, se extrajo RNA total
de muestra de mucosa gastrica, por lo que se debid hacer ciertos cambios al protocolo
que sugeria el fabricante del kit de extraccién, ya que el tejido gastrico obtenido estaba
en un medio lejos de ser estéril o limpio, como lo es el estémago. Debido a esto, se
modificaron ciertos pasos de lavados e incubaciones, los cuales mejoraron
considerablemente el rendimiento de obtencion de RNA. Estos pasos se convirtieron
en pasos criticos en conjunto con la preservacion del tejido para obtener altos

rendimientos de RNA.

El disefio de partidores para amplificar los receptores erbB a partir de cDNA generado
del RNA total extraido se hizo pensando en el alto porcentaje (50%) de identidad entre
las cuatro secuencias de los genes erbB. El andlisis de los polimorfismos en estas
secuencias (Figura 6) fue preponderante, debido a que, si existiese un polimorfismo en
el nucledtido de la secuencia de DNA templado, donde se uniria el extremo 3° del
partidor que segin disefic es altamente especifico, no habria amplificacién positiva
para cada secuencia (Figura 5). Con esto, los partidores resultaron ser propios para
cada receptor, ademas no generaron reacciones cruzadas entre si (Figura 8), lo cual
era altamente probable al considerar la alta identidad entre las secuencias. Todos los

experimentos realizados para estos partidores nos dan pruebas de que contamos con
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un metodo altamente sensible y especifico para detectar la presencia de cualquiera de

estos receptores erbB a partir de cDNA de cualquier muestra obtenida.

La obtencién de perfiles de expresién diferenciales en distintas lineas celulares
mediante esta estrategia, permitié validar de cierta manera la especificidad y
sensibilidad de los partidores disefiados, ya que se obtuvieron distintos patrones de

expresion para distintas lineas celulares (Figura 9).

Estudios anteriores muestran que los resultados obtenidos por qRT-PCR presentan
una alta concordancia con respecto al método actual (FISH), al cuantificar sobre
expresion de erbB2 en pacientes con cancer géstrico, esta concordancia llega a un
97,6 % y 100% de sensibilidad (Kim, Jung et al. 2007). Considerando que un qRT-PCR
aumenta considerablemente la sensibilidad con respecto a un RT-PCR, es un buen
apronte utilizar esta estrategia como primera herramienta de blsqueda de estos
receptores u otras moléculas en otros tipos de canceres o enfermedades, para generar

potenciales blancos terapéuticos moleculares.

Para generar perfiles de expresion a partir de muestras de tejido de pacientes con
cancer gastrico, se determind el nimero de ciclos para el programa de PCR donde atin
el nimero de copias del amplicon no se saturara. Esto se visualizé gracias a un PCR
semi cuantitativo, normalizado por B-actina. Los genes utilizados para este ensayo
fueron erbB2 y erbB3 ya que estudios recientes muestran que estos receptores se
encuentran sobre expresados en un 18,6% y 13,7% respectivamente en muestras de
tejido gastrico. Segun el tipo de cancer gastrico, encontramos que erbB2 y erbB3 se
sobre expresan en 26,7% (Intestinal) y 26, 2% (Difuso) respectivamente (Zhang, Yang

et al. 2009). Al hacer la estandarizacion en base a los genes que presentan mas copias
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en la muesira, se aseguré de elegir el nimero de ciclos donde se podrian ver

diferencias enire estos receptores y los distintos pacientes, ademas de erbB1.

La obtencién de los patrones de expresion de los receptores erbB en las muestras de
los pacientes con cancer gastrico demuestran que erbB2 y erbB3 son los gque mas se
expresan en tejido tumoral (Figura 14), corroborando los resultados ya obtenidos por
trabajos anteriores (Sithanandam and Anderson 2008; Marx, Tharun et al. 20009;

Zhang, Yang et al. 2009).

Si bien no existen diferencias significativas entre la expresién de erbB2 y erbB3 en
tejido tumoral, se observa un mayor nivel de expresion de erbB2, lo cual concuerda con
los visto anteriormente en la investigacion, ya que el receptor erbB2 se sobre expresa

en un alto porcentaje de canceres y en especial cancer gastrico.

Al observar los resultados que muestran una expresion de erbB1, 2 y 3 tanto en tejido
normal como tumoral (Figura 14) llama la atencién el resultado obtenido, cuestionando
si la muestra de tejido sana es realmente sana. Es por eso que se analizaron tres
muestras de tejido gastrico de pacientes sin cancer sometidos a operaciones barijatrica,
donde no se aprecian bandas o amplicones para ningtin receptor erbB (Figura 15). Con
lo anterior podemos inferir que los niveles de erbB1 observado en tejido normal y
tumoral, que estadisticamente son iguales, corresponden a un nivel basal de expresién
incrementado, con respecio al tejido gastrico no canceroso a partir de pacientes
sometidos a operaciones bariatricas. Podemos suponer que erbB1 juega un rol en el
cancer gastrico pero no preponderante como erbB2 y erbB3 que su nivel se ve
aumentado considerablemente con respecto a erbB1 en tejido normal y mas adn en

tejido tumoral. Es mas, esta evidencia corrobora que erbB2 y erbB3 suelen formar
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heterodimeros y generar una fuerte respuesta celular (Chausovsky, Tsarfaty et al.
1998). Lo anterior puede sugerir que el ambiente tumoral de! estémago induce a la

expresion de los receptores erbB en mayor medida que bajo condiciones normales.

En esta investigacion solo se observo producto de PCR para erbB4 en un solo paciente
con cancer gastrico (muestra tumoral) y con una muy leve intensidad. No se observé
tampoco amplicones en las muestras de tejido de operaciones bariatricas (tejido sano).
Estos resultados coinciden con lo visto por Srinivasan y colaboradores (Srinivasan,
Poulsom et al. 1998), donde afirman que no encontraron expresion de mRNA de erbB4
en el fracto intestinal completo, a pesar de la presencia de niveles moderados de

mRNA de o-actina, lo que sugiere un nivel extremadamente bajo de expresion en este

tejido.

Al determinar la expresién proteica de erbB2, mediante [a técnica western blotting, se
determind que, en los tres pacientes con cancer gastrico, el nivel de erbB2 era mayor
en el tejido tumoral que en el tejido normal (Figura 16). Esta misma tendencia se
observd en estos pacientes a nivel de mRNA (Figura 17). Considerando las
normalizaciones con actina tanto a nivel de mRNA como proteina, los niveles de erbB2
tanto en tejido normal como tumoral son estadisticamente iguales, como se aprecia en
la figura 17, indicando que un muy alto porcentaje del mRNA es traducido a proteina en

el tejido gastrico de pacientes con cancer gastrico.

En el western blotting que se realiz6 para la deteccion de erbB2, también se analizaron
muestras de proteinas a partir de tejido gastrico de pacientes sometido a operaciones
bariatricas, donde se observa una banda muy débil para las tres muestras; en

comparacion al andlisis de estas muestras a nivel de mRNA (Figura 15), donde no se
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apreciaron amplicones. Esta diferencia puede deberse a que la cantidad de cDNA de
los erbB obtenidos en la retro transcripcién con la enzima transcriptasa reversa a partir
de mRNA con partidores oligodT, en estados normales de tejido, es insuficiente para
generar la cantidad de copias necesarias para poder visualizarlas por un gel de
agarosa. En cambio, en el caso de las proteinas, es probable que la cantidad de
proteina estd cercana al limite de deteccion, aunque esta técnica tiene pasos en los
cuales la revelacién se puede magnificar, como, por ejemplo, manteniendo la placa
mas tiempo en la solucidn reveladora. Estas son variables que pudiesen magnificar la

sefial original.

Como es sabido, los receptores erbB son receptores tirosina quinasa ubicados en Ja
membrana celular.,, Es ahi donde estos receptores son funcionales y cumpien los
papeles ya mencionados dentro del cancer y organogénesis. Una técnica para
determinar especificamente la ubicacion espacial-de una proteina en un tejido o en una
célula es la inmunohistoquimica, técnica llevada a cabo en este frabajo para visualizar
erbB2 en tres muestras de tejido gastrico de pacientes con cancer géstrico (Figura 18).
Estas tres muestras fueron las mismas que se analizaron por western blotting, y
mediante este método se observd una mayor expresion en la membrana de erbB2
(tincién café alrededor de la célula, Figura 18) en tejido tumoral que en tejido normal.
Como se ha validado la forma de calificar las muestras de cancer de mama para
cancer gastrico en inmunochistoquimica (Hofmann, Stoss et al. 2008), es posible
calificar y dar un valor a cada inmunchistoquimica realizada. Sin embargo, para esta
evaluacion se requiere la interpretacion de un patologo experto en este tipo de tejido e

inmunohistoquimica, lo cual en esta investigacion no se consiguio.
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7 CONCLUSIONES

e Se generd un perfil de expresion para los receptores erbB a partir de muestras
de tejido de cancer gastrico, mediante RT-PCR.

» Mediante el disefio especifico de los partidores contra los receptores erbB, se
genero una estrategia altamente sensible y capaz de generar patrones de
expresion diferencial de mRNA dependiendo de [a linea celular o muestra de
tejido, ya que se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre un
tipo de muestra y otro.

» Los niveles de expresion de erbB2 y erbB3 en las muestras de tejido tumoral
son 1,5 y 1,7 veces mayor respectivamente, que en tejido normal, en pacientes
con cancer gasfrico.

* No existe variacion en los niveles de expresion de erbB1 entre las muestras de
tejido normal y tumoral en pacientes con cancer gastrico.

» En base a los resultados obtenidos a partir de las muestras de tejido gastrico de
operaciones bariatricas, se formula que los niveles de expresion de erbB1, 2 y3
en muestras de tejido normal podrian estar inducidos por el ambiente tumoral
que se genera en el estémago, lo que podria resultar en un aumento en la
secrecidn de los ligandos de los receptores erbB, asf proliferando Ia expresion
de estos mismos.

» Existe un aumento de la expresion del gen erbB2 al analizar el aumento de
expresion tanto de mRNA y proteina en tejido tumoral con respecto al tejido

normal,
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