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RESUMEN

El cancer de vesicula biliar (CVB) es una enfermedad poco frecuente a nivel mundial,
no obstante, paises como India, Jap6n y Chile poseen una elevada tasa de incidencia.
En nuestro pais, el CVB representa una de las principales causas de muerte por
cancer en mujeres, particularmente en la etnia Mapuche. Los principales factores de
riesgo se asocian con la colelitiasis, el género y factores genéticos. Debido a que sus
sintomas son inespecificos en estadios tempranos, esta enfermedad posee un mal
prondstico al momento del diagndstico. Los tratamientos actuales son la cirugia y la
guimioterapia, ambos ineficaces en estadios avanzados. Debido a lo anterior, se hace
necesario profundizar el conocimiento acerca de las caracteristicas del cancer de
vesicula biliar con el fin de desarrollar terapias mas eficaces. Una estrategia reportada
en varias publicaciones ha sido la busqueda e identificacibn de marcadores
moleculares que han sido descritos como antigenos asociados a tumor (AAT) en otros
canceres, debido principalmente a que se ha demostrado su presencia en la
tumorigénesis y progresion tumoral, por lo que pueden ser utilizados como blancos
para dirigir inmunoterapias antitumorales. De esta forma, en esta tesis planteamos que
la expresion de los marcadores moleculares; erbB2, Survivina, MAGE1, MUC1, CEA,
WT1 y CA19-9 se correlaciona positivamente con el progreso de la enfermedad en los
distintos estadios de pacientes chilenos con CVB y podrian constituir candidatos como
blancos terapéuticos en el CVB. Para ello se determindé mediante inmunohistoquimica
la expresion de cada uno de estos AAT mencionados en biopsias de tumores de 16
pacientes con diversos estadios de CVB. Nuestros resultados mostraron que un alto
porcentaje de las biopsias de pacientes con CVB expresan los diferentes AAT: erbB2
(14/16), Survivina (14/16), MAGE1 (14/16), MUC1 (12/16), CEA (11/16), CA19-9

(11/16) y WT1 (14/16). Ademas, observamos que la expresion de los AAT evaluados



es independiente del estadio en que se encontraban los pacientes. Por ultimo, se
observd que la expresion de CA19-9 en tumores se asociaria una mayor sobrevida
post-diagnosis en pacientes con CVB, aunque este hallazgo debe ser confirmado
estadisticamente. Esta tesis constituye un aporte en el estudio de la expresion de AAT
en CVB en pacientes. Por otro lado, los resultados obtenidos, si se confirman en un
namero mayor de pacientes, nos permitirian proponer a los AAT estudiados como
posibles blancos terapéuticos contra CVB, ya sea utilizdndolos como fuentes de
antigenos en inmunoterapias celulares o a través de su inhibicion mediante la

utilizacion de anticuerpos monoclonales.



ABSTRACT

Gallbladder cancer (CVB) is a rare disease worldwide, however, countries such as
India, Japan and Chile have a high incidence rate. In our country, the CVB represents
one of the main causes of cancer death in women, particularly in the Mapuche ethnic
group. The main risk factors are associated with cholelithiasis, gender and genetic
factors. Because its symptoms are nonspecific in early stages, this disease has a poor

prognosis at the time of diagnosis.

The current treatments are surgery and chemotherapy, both ineffective in advanced
stages. Due to the above, it is necessary to deepen the knowledge about the
characteristics of gallbladder cancer in order to develop more effective therapies. A
strategy reported in several publications has been the search and identification of
molecular markers that have been described as tumor-associated antigens (AAT) in
other cancers, mainly because their presence in tumorigenesis and tumor progression
has been previously demonstrated. For this reason, they can be used as targets to

direct anti-tumor immunotherapies.

In this way, we propose that the expression of molecular markers; erbB2, Survivina,
MAGE1, MUC1, CEA, WT1 and CA19-9 correlate positively with the progress of the
disease in the different stages of Chilean patients with CVB and could constitute
candidates for ATT also for the CVB. To do this, the expression of each of these
mentioned AATs was determined in tumor biopsies of 16 patients with different stages

of CVB using immunohistochemistry.



Our results showed that a high percentage of biopsies from patients with CVB express
the different AATs: erbB2 (14/16), Survivin (14/16), MAGE1 (14/16), MUC1 (12/16),
CEA (11 / 16), CA19-9 (11/16) and WT1 (14/16). In addition, we observed that the
expression of evaluated TAA is independent of the stage in which the patients were.
Finally, it was observed that the expression of CA19-9 in tumors would be associated
with greater post-diagnosis survival in patients with CVB, although this finding must be

confirmed statistically.

This thesis constitutes a contribution in the study of the expression of AAT in CVB in
patients. On the other hand, obtained results, if confirmed in a larger number of
patients, would allow us to propose the TAA studied as possible therapeutic targets
against CVB, either using them as antigen sources in cellular immunotherapies or

through their inhibition by using of monoclonal antibodies.



INTRODUCCION

Céancer de vesicula biliar

El incremento en la incidencia del cancer en los ultimos afios, lo ha convertido en la
segunda causa de muerte a nivel mundial después de las enfermedades
cardiovasculares®. Dentro de los diversos tipos de neoplasias, se encuentran los
carcinomas del tracto biliar (CTB), conjunto de neoplasias que afectan a 6rganos como
el higado, el intestino delgado y la vesicula biliar. De todos los CTB, el cancer de
vesicula biliar (CVB) es el mas frecuente. Este tipo de cancer se caracteriza por poseer
una baja incidencia en occidente, con la excepciéon de Chile, que tiene la mayor

incidencia y mortalidad en el mundo?.

Distintos factores de riesgo contribuyen al proceso carcinogénico en el CVB, dentro de
los que se encuentran factores genéticos, geogréficos, inflamacién cronica, anomalias
congénitas e incluso el género®. Esta neoplasia suele presentarse como
adenocarcinoma en la mayoria de los casos y es precedida por célculos vesiculares
(colelitiasis) e inflamacién crénica de la vesicula (colecistitis)*. Por otra parte, el género
femenino se encuentra mucho mas propenso a sufrir este tipo de cancer debido a que
los niveles de estrégenos afectan el metabolismo del colesterol, promoviendo la estasis
biliar y la apariciéon de calculos®. EI CVB suele presentarse de 2 a 6 veces mas en
mujeres que en hombres, representando la tercera causa de muerte por neoplasias en
mujeres chilenas?. Se presume que la manera en que los célculos contribuyen a la
inflamacién y al desarrollo del CVB es principalmente por la irritacibn mecéanica de la
mucosa que recubre la vesicula producida por los calculos, afectando su funcién, lo

gue llevaria a un vaciado incompleto de la bilis, provocando asi la dilatacién de la



vesicula y predisponiendo a la inflamacién crénica®. Finalmente, su elevada incidencia
en la zona sur de Chile se encuentra relacionada con la etnia Mapuche. Reportes
indican que por cada 1% de herencia genética, es decir, el porcentaje del ADN que

coincide con el de ancestros mapuches, aumenta 3,7% el riesgo de muerte por CVB®.

En relacion a la manera en que se clasifican los estadios del CVB, este ocupa el
sistema de estadificacién de la AJCC? (American Joint Committee on Cancer), estos se

dividen en 4y son’:

Estadio O: Las células cancerosas solo se encuentran en el epitelio (capa interna de la
vesicula biliar) y no se han extendido a capas mas profundas de la vesicula biliar. Esto
también se conoce como carcinoma in situ. No se ha diseminado a los ganglios

linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

Estadio I: El tumor ha crecido en la lamina propia o en la capa muscular. No se ha

propagado a los ganglios linfaticos cercanos ni a sitios distantes.

Estadio IA: El cancer ha crecido a través de la capa muscular hasta el tejido fibroso en

el lado del peritoneo (revestimiento de la cavidad abdominal).

Estadio IlA: El tumor ha crecido a través de la capa muscular hacia el tejido fibroso del
costado del higado sin invadirlo. Todavia no se ha diseminado a los ganglios linfaticos

cercanos ni a sitios distantes.

Estadio IlIA: El cancer se ha extendido a través de la capa serosa (la cubierta mas
externa de la vesicula biliar) y/o ha crecido desde la vesicula biliar directamente al
higado o una estructura cercana, como estébmago, duodeno, colon, pancreas o
conductos biliares fuera del higado. Todavia no se ha diseminado a los ganglios

linfaticos cercanos ni a sitios distantes.



Estadio IlIB: El cancer no ha crecido directamente en el higado ni en dérganos
cercanos, pero se ha diseminado a no mas de 3 ganglios linfaticos cercanos. No se ha

extendido a sitios distantes.

Estadio IVA: El tumor ha crecido hasta alcanzar uno de los principales vasos
sanguineos que conducen al higado (vena porta o arteria hepatica) o se ha extendido
hasta 2 0 mas estructuras fuera del higado. Puede diseminarse a no mas de 3 ganglios

linfaticos cercanos. No se ha extendido a sitios distantes.

Estadio IVB: El cancer se ha diseminado a 4 o mas ganglios linfaticos cercanos. El
cancer puede haberse diseminado o no a los ganglios linfaticos cercanos. El cancer se

disemina a sitios distantes, como el higado, el peritoneo o los pulmones.

El principal tratamiento del CVB para estadios tempranos del CVB (0, | y 1l) es la
extirpacion quirlrgica de la vesicula biliar (colecistectomia)®. Por otra parte, los
tratamientos complementarios, principalmente la quimio y radioterapia, que se utilizan
en pacientes que se encuentran en estadios avanzados de la enfermedad (1l y IV) son
ineficaces en la mayoria de los casos, presentando una sobrevida global de apenas un
38% a los 18 meses de tratamiento®. Considerando estos antecedentes y dadas las
caracteristicas de este cancer, entre ellas, su elevada letalidad, diagndstico tardio
(debido a la inespecificidad de sus sintomas) y su resistencia a los tratamientos
actuales, se hace necesario encontrar nuevos blancos terapéuticos que ayuden a tratar

de manera mas eficaz esta enfermedad.



Respuesta inmune antitumoral

El sistema inmune es un sistema multicelular organizado en diversos 6rganos, tejidos y
fluidos, cuyos procesos bioldgicos ayudan a mantener la homeostasis del organismo,
como asi también protegerlo de agresiones, tanto externas (microorganismos
patégenos, contaminantes, etc.) como internas (por ejemplo, células cancerosas)®. Las
células presentadoras de antigenos profesionales (APC) del sistema inmune [células
dendriticas (DCs), macréfagos vy linfocitos B] estan constantemente censando en los
tejidos del organismo la presencia de diversas agresiones. En un contexto fisioldgico
normal, es decir, en ausencia de sefales moleculares asociadas a dafio y/o
inflamacién, los antigenos capturados en los tejidos y procesados por las APC
(particularmente, pero no exclusivamente por las DCs) son presentados a los linfocitos
T antigeno-especificos, a través de un proceso llamado presentacion antigénica,
induciendo anergia o un tipo de respuesta inmune de tolerancia inmunol6gica
(tolerancia periférica)!!. Por otro lado, en un contexto de agresiébn microbiana,
inflamacién o dafio tisular (como en el caso de tumores), las APC activan respuestas
inmunes contra los antigenos capturados en el tejido alterado, ya que en este caso el
ambiente tisular contiene citoquinas pro-inflamatorias y moléculas llamadas patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPSs), que activan y hacen madurar a las APC. Las
DCs maduras de esta forma, adquieren la capacidad de migrar a los linfonodos
drenantes e iniciar una respuesta inmune mediante la presentacion de los antigenos
capturados en el sitio tumoral en moléculas de histocompatibilidad (MHC) tipo | o Il a
linfocitos T CD8" y CD4", respectivamente. Los linfocitos T activados por las DCs
(Ilamado efectores), luego pueden migrar al sitio tumoral, infiltrarlo y en el caso de los

linfocitos T CD8+, iniciar una respuesta inmune antitumoral citotoxica especifica contra



las células tumorales que presenten los péptidos antigénicos para los cuales ellos son

especificos.

La capacidad del sistema inmune de reconocer y eliminar células tumorales ha
permitido la exploracion y desarrollo de aproximaciones alternativas o complementarias
a las terapias convencionales (radioterapia y quimioterapia) para el tratamiento de
canceres, mediante el potenciamiento de las respuestas inmunoldgicas antitumorales a

través de diversas inmunoterapias.

Las inmunoterapias antitumorales basadas en DCs consisten en condicionar ex vivo
DCS autologas con el fin de conferirles el potencial de inducir respuestas
inmunolégicas contra las células tumorales, una vez reinyectadas en pacientes con
cancer. Aspectos fundamentales en este tipo de terapias son: 1) que las DCs
generadas tienen que presentar los antigenos especificos o asociados al tumor
relevante y 2) deben ser maduradas y activadas eficientemente. Se utilizan diversos
métodos para inducir la maduracién ex vivo de las DCs, como la exposicion a
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IFNa, ligandos de receptores tipo Toll como
LPS, CpG o poly (I:C), asi como también mediante del uso de DAMPs de diversas
fuentes??. Por otro lado, se han desarrollado diversas estrategias para cargar a las DCs
con antigenos tumorales. Entre ellas se encuentran cargar con antigenos especificos
del tumor (neoantigenos), péptidos antigénicos inmunodominantes, proteinas
recombinantes, RNA, el uso de células tumorales enteras, lisados tumorales y fusion
de DCs con células tumorales!?. Entonces, para el desarrollo de este tipo de
inmunoterapias es de suma importancia conocer los antigenos asociados a tumor
(AAT) que se expresan con mayor frecuencia o estan presentes en el cancer que se

quiere tratar.



El Laboratorio de Inmunologia Antitumoral, desarrolld6 hace unos afios una
inmunoterapia contra melanoma basada en DCs llamada TAPCells®. Las TAPCells son
diferenciadas desde monocitos de sangre periférica de los pacientes utilizando las
citoquinas IL-4 y GM-CSF. Luego estas células son incubadas con un lisado
condicionado por shock térmico de tres lineas celulares de melanoma alogénicas y
llamado TRIMEL, el cual se utiliza como fuente antigénica y agente inductor de
maduracidon y a que contiene varios DAMPs que activan a las TAPCells. Se ha
observado que la administracion de TAPCells en pacientes con melanoma maligno
avanzado induce un aumento significativo de la sobrevida de los pacientes que
responden a la terapia®. Este modelo tecnoldgico también se ha utilizado con éxito en
pacientes con cancer de préstata castracion resistentes, observandose una
disminucién del antigeno prostatico especifico (PSA) y una expansién de linfocitos
CD8" efectores'®, lo que sugiere que este tipo de terapia también podria transferir con
éxito a otros tipos de patologias oncolégicas, como el CVB. En este contexto, al
conocer los antigenos expresados tumores de pacientes con CVB, se podrian
seleccionar lineas celulares con alta expresion de éstos para ser utilizadas como

fuente antigénica de las vacunas terapéuticas basadas en DCs.

Uso de AAT como blancos terapéuticos contra el cancer

Una alternativa reciente para el tratamiento de varios tipos de cancer ha sido la
deteccién de moléculas expresadas por células neoplasicas y su uso como blancos
terapéuticos, debido a su participacion en la formacion del tumor®. Un subgrupo dentro
de estas moléculas se denominan antigenos asociados a tumor (AAT), los cuales son
expresadas normalmente en baja cantidad, pero se sobre expresan en células

malignas. El estudio de la expresién de los AAT en los distintos tipos de cancer podria
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eventualmente ayudar a generar una respuesta inmune especifica contra el tumor por
alguna terapia, o bien bloqueando su participacibn en el proceso carcinogénico
mediante el uso de anticuerpos monoclonales®. Por ejemplo, se ha demostrado la
efectividad del anticuerpo bloqueante de CD30 brentuximab en el tratamiento de
linfoma Hodgkin en un estudio clinico fase IlI, donde se obtuvo una respuesta en un
86% de los pacientes, de cuales el 57% lograron una remisién completa'®. De manera
similar, trastuzumab, un anticuerpo bloqueante de erbB2, ha mostrado ser efectivo

para el tratamiento del cAncer de mama?’.

A la fecha no se han descrito antigenos especificos para el CVB, a pesar de esto, en la
clinica se utilizan CEA y CA19-9 como marcadores de prognosis, en algunos estudios
se ha demostrado su alta sensibilidad, pero bajo porcentaje de especificidad en los
pacientes, es decir, varios de los pacientes con CVB expresan CEA y CA19-9, pero un

bajo nimero del total de pacientes que los expresan posee CVB!*19,

Debido a las caracteristicas de la enfermedad, la falta de tratamientos eficaces y al
diagnéstico tardio, los AAT son una interesante alternativa de tratamiento a estudiar.
En este contexto, no existen estudios que describan la expresién de AATs en CVB en
pacientes chilenos, ni tampoco que se relacionen con el estadio de estos pacientes. En
este trabajo nos propusimos analizar la expresién de los antigenos CA19-9, CEA,
MUC1, erbB2, Survivina, MAGEl y WT1 en biopsias de pacientes chilenos
diagnosticados con CVB. Se seleccionaron estos AAT debido a los antecedentes

descritos en la literatura que se detallan a continuacion.
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Carbohydrate antigen sialyl Lewis (CA19-9)

El antigeno CA19-9 (Carbohydrate antigen sialyl Lewis), es una glicoproteina
expresada normalmente en células epiteliales, que actia como un ligando del receptor
inhibitorio de linfocitos Siglec-7?°. Su sobreexpresion en distintos tipos de cancer se
relaciona con un mayor crecimiento tumoral y una menor prognosis. Se ha descrito que
este antigeno se expresa en mayor proporcion en células tumorales sometidas a
hipoxia, ademas de estar implicado en los procesos angiogénicos y metastasicos. La
deteccidon de este AAT por si solo es poco especifica para el diagnostico de CVB, ya
gue se ha detectado su expresién en distintas neoplasias como adenocarcinoma

pancreatico y en otros canceres del tracto digestivo?°.
Antigeno Carcinoembrionario (CEA)

El antigeno CEA (Carcinoembryonic antigen) describe a un grupo de proteinas de la
familia de las inmunoglobulinas, caracterizado como miembros del clister CD66. Fue
descrito originalmente en los conductos biliares del higado como una glicoproteina
biliar?t. Esta involucrado en procesos de adhesion celular, participando en el anclaje
celular y la inhibiciébn de anoikis (apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de la
célula a la matriz extracelular)??. Se ha demostrado que participa en procesos de
desarrollo tumoral y regulaciéon de metastasis, entre otras funciones?!. Se ha reportado
una elevada expresion de CEA en diversos tipos de cancer?. Sus niveles de expresion
se han utilizado como marcador de prognosis en CVB en pacientes indios, siendo éste

de una alta sensibilidad®.

Epidermal growth factor receptor (erbB2)
El antigeno erbB2 (Epidermal growth factor receptor) es un receptor asociado a tirosina

quinasa tipo 1, relacionado con la regulacion de diferentes procesos, tales como la

12



proliferacién, la diferenciacion y la supervivencia celular. Su sobreexpresion se
correlaciona con el crecimiento tumoral en cancer gastrico y cancer de mama. El
bloqgueo de ErbB2 en pacientes con cancer de mama, mediante el anticuerpo
humanizado trastuzumab, es una de las primeras experiencias exitosas del uso de AAT
como blancos terapéuticos?*. Debido a que este AAT se sobre expresa en etapas
avanzadas del CVB, ha sido propuesto como blanco terapéutico en pacientes asiaticos

con esta patologia®.

Melanoma-associated antigen (MAGE-1)

El antigeno MAGE-1 (Melanoma-associated antigen) pertenece a la familia de genes
MAGEA, que comparten una region homéloga de 200 aminoacidos que se denomina
MAGE. Existen 12 subtipos (MAGEA1 a MAGEA12) que codifican para proteinas que
han sido descritas como antigenos inmunodominantes para los linfocitos T citotoxicos,
de ahi su interés de ser utilizados para el diagnéstico y/o inmunoterapia del cancer?.
Estas proteinas estan clasificadas con relacion al nivel de conservacion de su
secuencia central de aminoacidos en dos tipos: MAGE tipo |, al que pertenecen los
subgrupos MAGE-a, MAGE-b y MAGE-c, y MAGE tipo Il, al que pertenecen los
subgrupos MAGE-d, MAGE-e, MAGE-f, MAGE-g, MAGE-h, MAGE-I2 y Necdin. MAGE-
A favorece la formacion de tumores al actuar como inhibidor de p53, interfiriendo con
su funcién de regulador transcripcional de genes relacionados con la reparacién o
apoptosis de células dafadas'®. No existen antecedentes de la participaciéon de MAGE-
1 en CVB, sin embargo, se ha reportado una alta expresion de este AAT en melanoma

y en cancer testicular?’.
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Mucina 1 (MUC1)

MUC1 (Mucina 1) es miembro de las mucinas, proteinas extracelulares que estan
fuertemente glicosiladas con oligosacaridos complejos?®. Su funcién es establecer una
barrera molecular selectiva en la superficie epitelial. Las alteraciones en la expresion
de mucinas o su glicosilacion se asocian a carcinogénesis, crecimiento celular,
diferenciacion, transformacion, adhesion e invasion de las células neoplasicas y la
inmunosupresion?®. Se ha reportado su elevada expresion en cancer pancreatico®. Las
distintas mucinas han sido utilizadas como marcadores de diagndstico en varios tipos
de neoplasias del tracto digestivo, por ende, se encuentran bajo investigacion como

posibles blancos terapéuticos?®.

Wilms’ tumor 1 (WT1)

WT1 (Wilms’ tumor 1) es un antigeno clonado por primera vez en 1990, conocido como
un supresor de tumor de Wilms, que se encuentra expresado normalmente en rifién3!,
Participa en el desarrollo embrionario del rifidén, gbnadas, vasculatura cardiaca y bazo.
Se ha estudiado su rol como factor de transcripcion, tanto como supresor de tumores,
como oncogen®2, Actualmente es conocido por ser un supresor en varios tipos de
cancer y se ha utillizado como un marcador de prognosis para tumores sélidos,
teniendo mayor incidencia en cancer gastrico y de pulmén®?. En el caso del CVB, se ha
utilizado como antigeno para cargar DCs ex vivo, en inmunoterapias contra los CTB,
logrando resultados insatisfactorios, siendo la media de sobrevida de 7,2 meses en

pacientes japoneses®.

Survivina
Survivina es la proteina mas pequefia de la familia de los inhibidores de apoptosis

(iIAP)**. Se suele encontrar en el citoplasma, aunque puede hallarse en nlcleo de

14



células proliferativas, ya que participa en la mitosis®®. Regula la proliferacién y muerte
celular, siendo normalmente expresada durante el desarrollo embrionario, pero ausente
en etapas adultas, donde hay tejidos diferenciados. Se ha descrito su sobreexpresion
en diversas neoplasias, o que se ha relacionado con la desregulacion de procesos
como la divisién celular, la resistencia a quimioterapia y la sobrevida de las células
neoplasicas, transformandose, por lo tanto, en un importante blanco terapéutico. Se ha
reportado una alta expresion de Survivina en cancer de prostata y mama®4. Ademas, se
ha sugerido que la sobreexpresion de Survivina en tumores de CBV se asocian a un

pobre prondstico de esta enfermedad en pacientes indios®.

Debido a que la mayor parte de los estudios que describen la expresiéon de AAT en
CVB se han realizado en pacientes de origen asiatico, es necesario estudiar su

expresion en pacientes chilenos, y correlacionarlos con los estadios de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permitiran la incorporacién de posibles
nuevos blancos terapéuticos para mejorar el diagndstico, pronéstico y/o tratamiento de
estos pacientes en estadios tempranos, y, sobre todo, en estadios avanzados del CVB,
para los cuales existen pocas alternativas terapéuticas. Es asi como en este trabajo
evaluamos mediante inmunohistoquimica (IHC) la expresiéon de CA19-9, CEA, MUC1,
Survivina, erbB2, MAGE1 y WT1 en biopsias de tumores de pacientes chilenos con
CVB y evaluamos la asociacion de su expresion con los distintos estadios de los

pacientes.
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HIPOTESIS
La expresion de los antigenos asociados a tumor; erbB2, Survivina, MAGE1, MUC1,
WT1, CEA y CA19-9 son expresados en tejido tumoral de CVB y su presencia se

correlaciona positivamente con la progresion de la enfermedad de los pacientes.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion de distintos antigenos asociados a tumor en biopsias de pacientes

con CVB y su correlacion con la progresion de la patologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
l. Determinar la expresién de erbB2, Survivina, MAGE1, MUC1, WT1, CEA y
CA19-9 en 16 biopsias tumorales conservadas en parafina de pacientes
chilenos con CVB.
II.  Investigar la relacion entre los niveles de expresion de los antigenos asociados
a tumor (erbB2, Survivina, MAGE1, MUC1, WT1, CEA y CA19-9) con distintos

estadios de la enfermedad en pacientes chilenos con CBV.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccidn de pacientes

Las muestras de 16 pacientes con histologia adenocarcinoma, diagnosticados con
CVB, fueron proveidas por la Dra. Paula Fluxa del hospital EI Salvador (Santiago,
Chile). El estadio y género de cada paciente estan detallados en la Tabla I. Para la
inclusion de las muestras en este estudio se contd con la aprobacién del Comité de

Etica (Acta N°038) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Anticuerpos

La evaluacion de los AATs se realizO mediante inmunohistoquimica, utilizando los
siguientes anticuerpos: anti-WT1 (clon 6F-H2, Thermo Scientific, en dilucién 1:50), anti-
erbB2 (clon 3B5, Thermo Scientific, en dilucién 1:200), anti-MUC1 (clon HMG1, Abcam,
en dilucién 1:200), anti-Survivina (clon 8E2, Thermo Scientific, en dilucién 1:200), anti-
CEA (clon COL-1, Thermo Scientific, en dilucién 1:200), anti-CA19-9 (clon SPM 110,
Abcam, en dilucién 1:50) y anti-MAGEL1 (clon MA454, Thermo Scientific, en dilucion
1:100). La recuperacion antigénica se realizé mediante calor, a 95°C por 45 min

utilizando para todos los anticuerpos buffer citrato pH 6,0.

Inmunohistoquimica

Para el protocolo de inmunohistoquimica en parafina (IHC-P), las muestras fueron
desparafinadas con 2 lavados sucesivos en Neo-Clear®, para luego ser hidratadas
mediante lavados sucesivos en etanol de 99%, 95% y 70% por 5 min cada uno con un
lavado final en agua destilada. La recuperacion antigénica se realiz6 mediante calor a
95°C por 45 min en buffer citrato pH 6,0. La actividad endégena de la peroxidasa se
bloqued con una solucién de perdxido de hidrogeno al 10% por 10 min, seguido por el

bloqueo de la actividad inespecifica con PBS/BSA al 4%. Los anticuerpos primarios
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fueron incubados por 16 hrs a 4°C en una camara humeda seguido de la incubacion
con el anticuerpo secundario conjugado a HRP por 1 hr a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregd el crombgeno 3,3-diaminobencidina (DAB) para la formacién
del color. Se agreg6 sulfato cuprico a la muestra para aumentar la intensidad del color
del cromégeno DAB. Finalmente, las muestras fueron marcadas con hematoxilina.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratas con gradientes ascendentes de etanol
70%, 95 y 99% para finalmente ser lavadas con xilol. Las muestras fueron montadas
utilizando el reactivo Entellan®, sellando la muestra para su almacenamiento y analisis.
Los controles positivos utilizados fueron biopsias de céancer de colon (para los
antigenos Survivina, CEA y CA19-9), cancer gastrico (MUC1 y erbB2) y melanoma
(MAGE1 y WT1), tal como se muestra en las imagenes representativas de la Figura 1.
Ademas, para descartar la unién inespecifica de los anticuerpos secundarios, para
cada muestra se utilizd un control sin anticuerpo primario [control negativo
(Secundario)].

Analisis

Las muestras fueron evaluadas por un patélogo especialista en base al patrén de
marcaje y nivel de expresion de cada antigeno. A partir de esta evaluacion y las fichas
clinicas de los pacientes, se agruparon los datos de la expresién de los AAT vy los
estadios de los pacientes mediante software estandar (Microsoft® Excel). El andlisis de

sobrevida de los pacientes fue realizado utilizando el programa Graphpad Prism®.
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RESULTADOS

Expresion de AAT en tumores de pacientes chilenos con CVB

Chile tiene la mayor incidencia y mortalidad del CVB del mundo, principalmente la
poblaciéon mapuche femenina®. Sumado a esto, los tratamientos actuales para CVB son
ineficaces en etapas avanzadas, lo que se traduce en una alta mortalidad. Debido a la
importancia que tiene esta enfermedad en la poblacién femenina en Chile, se hace
necesario un mayor conocimiento de las caracteristicas moleculares de esta neoplasia
en pacientes chilenos, que permita postular nuevos blancos terapéuticos y mejores
herramientas de diagnédstico. En este contexto se desarrolla este estudio que busca

aportar nuevos datos del CVB en pacientes chilenos.

Para el desarrollo del presente trabajo, tuvimos acceso a 16 biopsias de pacientes
chilenos con CVB provenientes del Hospital ElI Salvador, con etiologia
adenocarcinoma, operados durante el periodo de 2013-2015. La distribucién por
género de los pacientes fue de 2 hombres y 14 mujeres. En base al estadio, se
observa que, del total de los pacientes, dos presentan un estadio |, seis estadio I, dos
estadio IlIA, tres estadio IlIB y cuatro estadio IVB (Tabla I). En la Tabla | se muestran
las caracteristicas de cada uno de los pacientes analizados en este trabajo (descritos

por cédigo de biopsia), especificamente su género y estadio.

Con el objetivo de buscar nuevos blancos terapéuticos contra el CVB, se analiz6 la
expresion de erbB2, Survivina, MAGE1, MUC1, CEA, WT1 y CA19-9 en las biopsias
mencionadas. Las Figuras 1 y 2 muestran fotos representativas de la expresion de los
distintos antigenos analizados junto con sus controles positivos y negativos.
Observamos que el patron de tincion para cada uno de los AAT en las muestras de

CBYV correspondio con el descrito en la literatura. Como se observa en la Figura 1B y
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C, CEA se encuentra principalmente en el citoplasma de las células®.El patrén de
expresion de Survivina y MUC1 mostr6 que se localizan principalmente en el
citoplasma y la membrana plasmatica (Figura 1G, Figura 2C)**%’. Para los antigenos
CA19-9, erbB2 y MAGEL, la literatura indica una distribucion en la membrana
plasmética (Figura 1K, Figura 2G, Figura 2K) al igual que lo observado en nuestras
muestras®2527, Por Ultimo, el patrén de tincion de WT1, muestra una clara expresion

nuclear (Figura 20)%*.

Posteriormente, se determinaron los niveles de expresion de cada marcador para cada

una de las muestras de tumor de cada paciente (Tabla I).
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CONTROL NEGATIVO CONTROL CASO CASO
(SECUNDARIO) POSITIVO POSITIVO NEGATIVO

CEA

Survivina

CA19-9

Figura 1. Expresion de CEA, Survivina 'y CA19-9 en biopsias de pacientes chilenos con
CVB. Iméagenes representativas de la expresion de AAT analizados mediante IHC en biopsias
de pacientes chilenos con CVB. a. Control de secundario CEA, cancer de colon; b. Control
positivo CEA, cancer de colon; c. Biopsia positiva CEA; d. Biopsia negativa CEA; e. Control de
secundario Survivina, cancer de colon; f. Control positivo Survivina, cancer de colon; g. Biopsia
positiva Survivina; h. Biopsia negativa Survivina; I. Control de secundario CA19-9, cancer de
colon; j. Control positivo CA19-9, cancer de colon; k. Biopsia positiva CA19-9. I; Biopsia
negativa CA19-9. Todas las imégenes tienen un aumento de 60x. Control de secundario

corresponde a muestra sin anticuerpo primario.
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CONTROL NEGATIVO CONTROL CASO CASO
(SECUNDARIO) POSITIVO POSITIVO NEGATIVO

MUC1

Figura 2. Expresién de MUCL1, erbB2, MAGE1 Y WTL1 en biopsias de pacientes con CVB.

Imagenes representativas de la expresion de AAT analizados mediante IHC en biopsias de
pacientes chilenos con CVB. a. Control de secundario MUC1, cancer gastrico; b. Control
positivo MUC1, cancer gastrico; c. Biopsia positiva MUC1; d. Biopsia negativa MUC1; e. Control
de secundario erbB2, cancer gastrico; f. Control positivo erbB2, cancer gastrico; g. Biopsia
positiva erbB2; h. Biopsia negativa erbB2; i. Control de secundario MAGE1, melanoma,; |j.
Control positivo MAGE1, melanoma; k. Biopsia positiva MAGEZ1,; |. Biopsia negativa MAGE1; m.

Control de secundario WT1, melanoma; n. Control positivo WT1, melanoma; o. Biopsia positiva
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WT1; p. Biopsia negativa WT1. Todas las imagenes tienen un aumento de 60x. Control de

secundario corresponde a muestra sin anticuerpo primario.

Tabla I. Distribucién de género, estadio de la enfermedad y tiempo de sobrevida post-
diagnéstico y la expresiéon de AAT de los pacientes con CVB analizados en este estudio.
Tabla resumen que indica el nimero de biopsia, antecedentes del paciente y la expresion de
cada marcador. Para erbB2 se muestra el grado de expresion medido por la escala utilizada
para HercepTest™ (ensayo para medir erbB2 en IHC), que va de 0 a 3 (0 = Sin expresion; 1 =

Baja expresion; 2 = Mediana expresion; 3 = Alta expresion). M: masculino; F: femenino.

Biopsia |Sexo |Estadio| CEA | Survivina | MUC1 |erbB2| MAGE 1 | WT1 | CA19-9
13-2069 F I + + + 2 + + +
13-7268 F I - + + 1 + + .
13-8265 M II + + - 2 + + +
14-1389-N2 | F II - - + 0 + + +
14-2612 F II + + + 1 - - +
14-6949-2 F II + + + 2 + + +
15-2902 F II + + + 1 + + .
13-5600 F ITIA + + + 2 + - +
13-6148 M ITIA + + + 1 + + -
14-4688-B F I1IB + - + 0 + ¥ +
14-6300-4B M ITIB + + - 2 + + -
15-1004 M I11B - + - 1 + + +
13-7642 F IVB - + + 1 + + +
14-2535 F IVB + + + 2 + + +
14'135134' F IVB + + + 1 ; + +
13-5675 F IVB - + - 1 + + ]

Al agrupar los datos obtenidos se observé un alto porcentaje de pacientes con
expresion positiva para cada marcador, siendo Survivina, erbB2, MAGE1 y WT1, los

AAT mas expresados (88%) (Tabla Ill).
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Tabla lll. Porcentaje de tumores positivos para cada uno de los antigenos evaluados. Se
consider6 el porcentaje de tumores de pacientes que expresaron cada uno de los AAT en

relacion al total de 16 pacientes.

Marcador Paci-e_n tes

positivos
CEA 69%
Survivina 88%
MUC1 75%
erbB2 88%
MAGE 1 88%
WT1 88%
CA19-9 69%

Anadlisis de la expresion de los AAT en los distintos estadios de CVB

Posteriormente se analiz6 la posible correlacion entre el porcentaje de tumores
positivos para cada uno de los AAT y el estadio de cada paciente. Observamos que
una alta proporcién de los tumores fueron positivos para la expresion de los diferentes
antigenos estudiados, independientemente del estadio de los pacientes (Tabla V). Por
ejemplo, el 80% de los pacientes en estadio Il (4/5) fueron positivos para cada uno de
los marcadores. Sin embargo, no podemos sacar conclusiones de este analisis debido

al bajo niumero de pacientes por cada estadio.
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Tabla IV. Porcentaje de pacientes positivos para cada AAT separados por estadio de

CVB. Dentro de paréntesis se indica el nimero de pacientes totales por estadio.

Estadio
I1(2) IT (5) ITIA (2) ITIB (3) IVB (4)
Marcador
CEA 50% 80% 100% 67% 50%
Survivina 100% 80% 100% 67% 100%
MUC1 100% 80% 100% 33% 75%
erbB2 100% 80% 100% 67% 100%
MAGE 1 100% 80% 100% 100% 75%
WT1 100% 80% 50% 100% 100%
CA19-9 50% 80% 50% 67% 75%

Andlisis de correlacion de expresion de AAT en tumores de CVB y sobrevida de

los pacientes

A partir de la fecha de diagndstico y de defuncion de los pacientes fue posible realizar
los analisis de sobrevida a 5 afios de pacientes que fallecieron a causa del CVB. Tal
como se esperaba observamos una menor sobrevida (siendo 0% a los 3 afios) en
pacientes de estadios avanzados de CVB (lll y IV) en comparacion a los de etapas

mas tempranas (I y 1) [62,5% a los 5 afios] (Figura 3).

100+
- Estadios Tardios

80- = Estadios Tempranos

60+

40+

204

Porcentaje de sobrevida
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Figura 3. Sobrevida de pacientes con estadios tempranos y tardios de CVB. Se comparé la
sobrevida de pacientes de estadios tempranos (I y IlI) con estadios tardios (lll y 1V). El nimero
de pacientes por grupo es: estadios tempranos = 10 pacientes; estadios tempranos = 6

pacientes.

Al analizar el impacto de la expresion tumoral de cada uno de los AAT en la sobrevida
de los pacientes, observamos que solo la expresion del antigeno CA19-9 se asoci6 con
una tendencia hacia una mayor sobrevida en pacientes que lo expresan (Figura 4).
Teniendo en consideracion el bajo el nimero de muestras analizadas, estos resultados
tienen un caracter preliminar, pero nos motivan a realizar este mismo analisis en un
mayor nimero de pacientes para definitivamente determinar el impacto de la expresion

tumoral de CA19-9 en la sobrevida de pacientes chilenos con CVB.

100
= CA19-9-

sod!l | - CA19-9+

so{ly |

Porcentaje de sobrevida

40 4
20+
[] L] LI |} L} |
1 2 3 4 )
Afos

Figura 4. Sobrevida de pacientes con CVB segln expresion tumoral de CA19-9. Se
comparé la sobrevida post-diagnéstico de pacientes con CVB con expresién positiva o negativa
para CA19-9 en los tumores. El nimero de pacientes por grupo es: CA19-9 + = 11; CA19-9 - =

5.
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En resumen, nuestros resultados nos permiten concluir que la gran mayoria de los
pacientes chilenos con CBV expresan los AAT erbB2, Survivina, MAGE1, MUCL1, CEA,
WT1 y CA19-9 independientemente del estado de progresion de la enfermedad, lo que
sugiere la posibilidad de ser considerados como posibles blancos terapéuticos contra el
CVB, independientemente del estadio de los pacientes. La expresion tumoral de CA19-
9 se asociaria a un mejor pronostico. Cabe destacar que todos los resultados son

preliminares y se requiere comprobarlos en una cohorte de mayor tamafio.
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DISCUSION Y/O PROYECCIONES

El CVB es una enfermedad poco comun, pero con gran incidencia en un reducido
namero de paises, destacandose nuestro pais por poseer la mayor incidencia a nivel
mundial®. Se caracteriza por poseer sintomas inespecificos en estadios tempranos, por
lo que suele detectarse en estadios avanzados de la enfermedad, donde las terapias
existentes son ineficaces®. La poca frecuencia de este tipo de tumores se traduce
ademas la escaza investigacion, en comparacion con otros tipos de cancer, por lo que
se requiere un mayor esfuerzo por parte de investigadores chilenos para aumentar
nuestro conocimiento de esta enfermedad®. Este estudio intenta contribuir al estudio y
caracterizacion del CVB en busca de nuevas posibilidades de tratamiento contra esta

neoplasia.

Los resultados obtenidos nos sugieren que existe una alta proporcion en pacientes
chilenos que expresan cada uno de los AAT en los distintos estadios. A pesar de que la
expresion de los AAT estudiados no se correlacion6 con una progresion de la
enfermedad, es decir, una mayor expresion en estadios avanzados'®, en cambio
nuestros resultados muestran una expresion de varios AAT en los tejidos a través de
todos los estadios y en gran parte de los pacientes, lo que sugiere que existe una
importante expresion de estos en esta neoplasia. Sumado a lo anterior, en este estudio
se determind la expresion de antigenos no descritos previamente para esta neoplasia

tales como WT1, lo que agrega potenciales nuevos blancos terapéuticos en CVB.

Pese a la falta de correlacion de la expresion de los antigenos con estadios
particulares de los pacientes, su alto porcentaje de expresion en estos, permitiria ser
considerados como nuevos blancos terapéuticos para terapias en base al uso de

anticuerpos monoclonales que bloqueen especificamente la accion de cada antigeno,
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tal como se utiliza con las terapias de cancer de mama con el anticuerpo trastuzumab

contra el antigeno erbB2.

Con respecto a la expresion de AAT vy las terapias basadas en DCs, como la terapia
TAPCells®®, en un articulo publicado recientemente por miembros de nuestro
laboratorio, se utiliza esta tecnologia aplicada al CVB, donde se utilizaron in vitro lineas
de esta neoplasia, las cuales expresan algunos de los AAT estudiados, con el fin de
generar un lisado celular que, al igual que TRIMEL descrito en melanoma, pueda
actuar como fuente antigénica y estimulo de maduracion de DCs. Como resultado, los
monocitos estimulados por los lisados tuvieron un alto incremento de marcadores de
maduracién de DCs, las cuales fueron capaces de inducir la activacion de linfocitos T
CD4 y CD8%. Por lo tanto, este estudio avala el uso de lineas celulares con una alta
expresion de cada uno de los antigenos estudiados, para la elaboracion de lisados
celulares alogénicos de CVB, utilizados como fuente de antigenos y estimulo de
maduracién para DCs humanas, las cuales inducirian una respuesta antitumoral in vivo

especifica contra estos antigenos.

Cabe destacar que el hecho de que se expresen a través de los distintos estadios,
indica que la presencia del antigeno no dependeria de la etapa del cancer y podrian
ser utilizados como blancos terapéuticos independiente del estadio del paciente. Sin
embargo, a pesar de los resultados obtenidos, estos son solo resultados preliminares
ya gue representan un nimero bajo respecto a la poblacion chilena que experimenta
esta neoplasia, lo que se traduce en la necesidad de extender el estudio analizando
una mayor cantidad de pacientes, desafio que se encuentra actualmente en desarrollo

a través de un proyecto Fondecyt.
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Con respecto a los andlisis de sobrevida, se observd que, de todos los antigenos,
CA19-9 es el que mayor correlacion mostrd con la sobrevida de los pacientes, puesto
que los pacientes que expresan este marcador tienden a poseer una mayor sobrevida.
Se ha descrito que determinados niveles de CA19-9 en suero de pacientes de CVB y
cancer pancrético se relaciona con una menor sobrevida®,*!. Sin embargo en nuestros
resultados su presencia en el tejido tumoral se relaciona con una mayor sobrevida, lo
que podria deberse a que el proceso de formacion de tumor es distinto en pacientes
chilenos, o que la localizacién del marcador en tejido es indirectamente proporcional al
marcador soluble en suero. Por otra parte, el bajo nimero de muestras analizadas en
este trabajo no representa necesariamente lo que sucede a escala global. Lo anterior
alude a la necesidad de estudiar mayor cantidad de pacientes con CVB.

En base a la alta frecuencia de expresion de todos los antigenos analizados, surge la
duda de cudles serian los mejores candidatos para una eventual inmunoterapia, ya
sea, en base a anticuerpos monoclonales o DCs. Esta seleccién también es valida si
se desea buscar buenos candidatos para diagnosticar el CVB en estadios mas
tempranos. Se propone, como primer parametro, buscar antigenos con alta presencia
en el tumor, parametro que en nuestro estudio se cumple para todos los antigenos
analizados, pero en especial para Survivina, erbB2, MAGE1 y WT1, los cuales se
expresan en mayor proporcion, es decir, en un 88% del total de los casos. El segundo
parametro seria analizar la importancia de la localizacion celular del antigeno (nuclear,
citoplasmatica o extracelular), ya sea para bloquear su accion o inducir una respuesta
antitumoral. Pese a que la literatura describe que MAGE-1 y erbB2?* se distribuyen
hacia la membrana celular, no existe informacioén determinante de que la localizacion

del antigeno afecte a la respuesta inmune, a excepcion de algunos articulos que
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sugieren que este pardmetro influye en la respuesta inmune en algunos modelos de
estudio, por lo que seria interesante indagar en este aspecto en el futuro*>#3, Por todo
lo anterior, el analisis de ambos parametros nos permitiria diferenciar en forma mas
detallada los distintos antigenos, discriminando entre ellos con el fin de obtener el
mejor candidato como nuevo blanco terapéutico contra esta neoplasia.

En conclusion, este estudio aporta antecedentes importantes en el estudio de los AAT
en pacientes con CVB, junto con caracterizar la expresién de antigenos no descritos
previamente en esta enfermedad, cumpliendo las expectativas del proyecto. Esta
informacion deberia ser utilizada como base para el desarrollo de nuevas terapias que

involucren a los AAT en CVB.

CONCLUSIONES

Este estudio marca una contribucion en la identificacién y caracterizacién de la
expresion de AAT en CVB y su relacién con los estadios en pacientes chilenos con
esta neoplasia, lo que abre la oportunidad de ser considerados como nuevos blancos
terapéuticos para nuevos tratamientos, como la inmunoterapia TAPCells o las basadas
en anticuerpos monoclonales. Por otro lado, tambien abre la posibilidad de utilizarse

como marcadores de diagnoéstico para CVB.

En este estudio se logré6 observar la presencia de todos los antigenos en varios
estadios de la enfermedad, abriendo la posibilidad de utilizar estas nuevas terapias
contra los AAT en todo tipo de pacientes, incorporando nuevas herramientas contra

este cancer de alta incidencia y mortalidad en nuestro pais.
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