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Resumen

El cancer géstrico (CG) es una enfermedad de alta prevalencia y mortalidad a nivel
mundial, y, en Chile, corresponde a la segunda causa de muerte después de las causas
cardiovasculares. Existe una estrecha relacion entre € sistema inmune y € cancer a
través de un proceso denominado inmunoedicion del cancer. Diversos tipos celulares
participan en este proceso, como los linfocitos Natural Killer T invariantes (iNKT) y
linfocitos B (LB). Los linfocitos INKT corresponden a una subpoblacion de linfocitos
T que expresan un TCR invariante que reconoce antigenos glicolipidicos presentados
por la molécula CD1d, presente en la superficie de células presentadoras de antigenos,
como los linfocitos B. A su vez, los linfocitos B, asi como las células iINKT, pueden
modular la respuesta inmune anti-tumoral a través de diversos mecanismos, los cuales
necesariamente requieren de sefides intracelulares gatilladas por la interaccion de las
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86, que se expresan en la superficie de
linfocitos B, con sus respectivos ligandos, presentes en la superficie de linfocitos T y

c8ulasiNKT activadas.

Los objetivos de esta investigacion fueron determinar el porcentaje de linfocitos B
gue expresan CD1d y los niveles de expresion de esta molécula en linfocitos B de
sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma gastrico, como también evaluar la
expresion de CD40, CD80 y CD86 en estas mismas células presentadoras de antigeno,
y compararlos con linfocitos B de controles sanos. Ademas, se analizd la produccién de
interleuquina 10 (IL-10) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por linfocitos B

extraidos de sangre periférica tanto de pacientes como de controles sanos, a ser co-



cultivados con células iINKT de un control sano.

Dentro de los resultados obtenidos, se pudo determinar que el porcentaje de linfocitos
B CD19" circulantes de pacientes se encuentran significativamente disminuidos en
comparaciéon a los controles sanos. Por otro lado, no se encontré diferencia en €l
porcentaje ni en el nivel de expresiéon de lamolécula CD1d entre linfocitos B CD19" de
pacientes con CG y controles sanos. Al evaluar la expresion de moléculas co-
estimuladoras, pudimos observar que los linfocitos B CD19" circulantes de pacientes
presentan menor expresion de CD40, pero no se encontraron diferencias significativas
en la expresion de CD80 o CD86 respecto a los controles sanos. Al analizar la posible
relacion entre la expresion de moléculas de co-estimulacion, pudimos detectar, en los
pacientes con CG, una correlacién positiva entre los linfocitos B CD19*CD1d" que
expresan CD40 y linfocitos B CD19*CD1d" que expresan CD80 y CD86, mientras que
esta correlacion no se observé en los linfocitos B CD19°CD1d" de controles sanos. Al
evaluar la produccion de IL-10 y de TNF-a por parte de los linfocitos B CD19" o
CD19"CD1d" en pacientes con CG, no pudimos encontrar una diferencia significativa
a compararlos con controles sanos, sin embargo, pudimos observar un mayor
porcentagje de linfocitos B CD19"CD1d" que producen TNF-a respecto a los linfocitos
B totales que producen esta citoquina en pacientes con CG, y no asi en los controles

Sanos.

Estos resultados sugieren que la comunicacion entre los linfocitos B y las células
iNKT, via CD1d, no esta comprometida, pero si que los linfocitos B CD1d* de los
pacientes con adenocarcinoma gastrico logran una activacion més potente, dado que

expresan CD40, CD80 y CD86; ademas, estas células producen mas TNF-a que los



linfocitos B totales. Por lo tanto, nuestros resultados indican que, en cancer gastrico,
los linfocitos B de sangre periférica cumplirian un rol pro-inflamatorio, posiblemente

como consecuenciadel estimulo por linfocitos iNKT.



Abstract

Gastric cancer (GC) is a prevaent disease, with high rates of mortality worldwide. In
Chile, it is the second most common cause of death after cardiovascular complications.
There is a close link between the immune system and cancer, which is mediated by a
process named “cancer immune edition”. Different types of cells participate in this
process, including Invariant Natural Killer T (iNKT) cellsand B cells. iNKT cellsare a
sub-population of T cells that express an invariant T cell receptor (TCR), which
recognizes glycolipid antigens presented by CD1d, an antigen-presenting molecule
expressed on the surface of antigen presenting cells, including B cells. AsiNKT cells,
B lymphocytes can modulate the anti-tumor immune response through different
mechanisms that require intracellular signals triggered by the interaction of the co-
stimulatory molecules CD40, CD80 and CD86, on the surface of B cells, and their

respective ligands, on the surface of activated T cellsand iNKT cells.

The aim of this investigation was to estimate the percentage of B cells that express
CD1d and the level of expression of CD1d on circulating B cells in patients with
gastric adenocarcinoma, as well as to assess the expression of CD40, CD80 and CD86
on these B cells, and compare them with B cells from healthy donors. We aso
analyzed the production of interleukin 10 (IL-10) and tumoral necrosis factor alpha
(TNF-a) by periphera blood B cells from both, patients and healthy controls, upon co-

culture with INKT cells from a healthy donor.

We observed that the percentage of circulating CD19" B cells was significantly reduced
in patients with gastric cancer. However, neither the percentage of CD19°CD1d" B

cells nor the level of CD1d expression on CD19" B cells varied between patients with



GC and hedlthy donors. Although the expression of CD40 on CD19" B cells was
significantly decreased in patients with GC, no differences in the expression of CD80
or CD86 could be detected. On the other hand, we observed that CD19"CD1d" B cells
from GC patients that express CD40 presented a significant positive correlation with
CD19"'CD1d" B cells expressing CD80 or CD86, whereas such correlation was not
observed on B cells from healthy volunteers. Finally, in this study, we also determined
the production of 1L-10 and TNF-a by B cells in the presence of iNKT cells from a
healthy donor. Although no differences in the percentage of cytokine-expressing total
CD19" B lymphocytes or CD19"CD1d" B cells could be detected between patients and
healthy volunteers, we found there was a significant increase in the percentage of
CD19°CD1d" B cells expressing TNF-a as compared to total CD19" B cells in GC

patients.

These results suggest that the communication between B cells and iNKT cells, through
CD1d, may not be compromised in patientes with GC. On the other hand,
CD19'CD1d" B cells in patients with GC may present a more potent activation state
due to the expression of CD40, CD80 and CD86, as these B cells produce higher levels
of TNF-a than total CD19" B cells. Therefore, our results indicate that, in the peripheral
blood, B cells expressing CD1d play a pro-inflammatory role in patients with GC,

possibly as a consequence of iINKT cellsinteraction.



I ntroduccion

Cancer Gastrico

El cancer gastrico es una patologia muy frecuente en todo € mundo y que tiene una
ata morbi-mortalidad. En el afio 2012, se calculo una incidencia de 952.000 nuevos
casos, Y las muertes debido a este cancer, este mismo afio, alcanzaron los 723.000
casos a hivel mundia (Globocan., 2012). En Chile, e cancer gastrico es la primera
causa de muerte por cancer en hombres y la segunda causa de muerte en ambos sexos,
después de aquellas provocadas por accidentes cardiovasculares (DEIS, 2011). La
distribucion geogréfica de esta enfermedad no es homogénea, siendo paises de alta
prevalencia Corea, Japon, Chile y China. En general, tiene un mal pronostico debido a
gue su diagnostico es tardio, dado que su progresion es asintomatica. Solamente e 10%
de los pacientes se diagnostica en etapaincipiente, y la sobrevida alos 5 afios alcanza a
un 20-30% en aquellos pacientes a los que se les reseco e tumor (Dicken y cols,,

2005).

Existen distintos tipos de cancer gastrico, siendo €l mas frecuente el adenocarcinoma
gastrico, que corresponde a 95% de los casos, mientras que el 5% restante corresponde
a otros tipos de tumores malignos como linfomas, sarcomas, carcinoides y carcinoma
escamoso (Dicken y cols., 2005). La clasificacion de Lauren divide a adenocarcinoma
gastrico en 2 tipos desde € punto de vista histologico: cancer géstrico intestinal o
difuso. Esta clasificacion se basa en la configuracion microscopica y el patréon de
crecimiento del tumor. El adenocarcinoma gastrico difuso se caracteriza por tener
células tumorales no cohesivas que infiltran €l estroma de manera difusa y que no

presentan formacion glandular. En general, este tipo de adenocarcinoma exhibe
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desmoplasia e inflamacién de la mucosa subyacente y, en comparacion con €
adenocarcinoma intestinal, tiene poca relacion con influencias ambientales. En cambio,
el adenocarcinoma intestinal se caracteriza por presentar una marcada formacion de
glandulas a la microscopia, muy similar ala mucosa del colon. Se piensa que este tipo
de cancer gastrico se desarrolla secundariamente a gastritis cronica atrofica (Dicken y

cols., 2005).

Se han descrito multiples causas asociadas a desarrollo del cancer géstrico, dentro de
las cuales cabe destacar la infeccidn por Helicobacter pylori. Esta bacteria coloniza la
mucosa gastrica y la mayoria de las veces se localiza extracelularmente, pero, en
algunos casos, ésta puede encontrar la manera de invadir € citoplasma de las células
epiteliales géstricas y llegar hasta la l&mina propria, paraluego inducir gastritis crénica
severa, arofia y metaplasia intestinal (Wang y cols, 2008). Pese a que
aproximadamente la mitad de la poblacion se encuentra infectada por H. pylori, sélo 3
de cada 10.000 personas infectadas desarrollan cancer gastrico, y esto se debe a que
existen otros factores que intervienen en la etiologia del cancer géstrico, como la
susceptibilidad genética y otros factores ambientales. Se observa que existe un
agrupamiento familiar en e 10% de los casos y que entre 1 y 3% de los casos son
hereditarios (Wang y cols., 2008). Por otro lado, se han identificado varios factores
dietarios asociados con € desarrollo de cancer géstrico, como dietas ricas en sal,
comidas ahumadas o0 pobremente preservadas; en cambio, € consumo de frutas y
vegetales se asocia con menor incidencia de cancer gastrico (Dicken y cols., 2005). Por
ultimo, existen factores conductuales que también se relacionan con mayor incidencia

de cancer gastrico, como e habito tabaquico, en donde los fumadores presentan 2 a 3
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veces mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico proxima que los no fumadores,
resultado que fue apoyado por Haung et al, quienes han demostrado que los fumadores

tienen un Odds Ratio de 2,53 (Haung y cols., 2000).

El diagndstico de cancer gastrico se basa en una buena anamnesis y prolijo examen
fisico, y se confirma con una endoscopia digestiva alta. Como ya se menciono,
inicialmente los sintomas estan ausentes o son inespecificos, como distension y dolor
abdominal. En los casos mas avanzados, aparecen baga de peso, masa abdominal
palpable y anemia ferropriva. La endoscopia digestiva alta permite detectar la presencia
del tumor y su localizacion, permitiendo asi 1a toma de muestras para biopsias. Luego,
se debe realizar una endosonografia para determinar € grado de infiltracion de la pared

gastrica (Dicken y cols., 2005).

Actualmente, e Unico tratamiento potencialmente curativo del cancer gastrico es la
cirugia. Sin embargo, en muchos casos, ésta solo puede ser paliativa para mejorar la
calidad de vida del paciente. La quimioterapia y la radioterapia, tratamientos que se
pueden utilizar de manera prequirurgica (neoadyuvante) o postquirdrgica (adyuvante),
aln son motivo de estudio, pero se ha visto que ambos procedimientos conducidos en
el postoperatorio mejorarian la sobrevida de los pacientes (Li y cols., 2012). En los
ultimos afos, la inmunoterapia y terapias dirigidas hacia ciertos agentes, como al
receptor 2 de crecimiento epiderma humano (HER2) o a factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), ya han sido aceptadas para el tratamiento adyuvante a la

cirugiaen las etapas avanzadas del cancer gastrico (Sun W y cals, 2016).
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Respuesta inmune anti-tumor al

El sistema inmune, frente a cancer, activa una respuesta anti-tumoral tanto innata
como adaptativa. La respuesta inmune se encarga de readizar la inmunovigilancia,
concepto que incluye mecanismos de reconocimiento de células propias transformadas
0 dafladas y consecuente eliminacion de las mismas para evitar su crecimiento y
multiplicacion descontrolada (Ostrand-Rosenberg, 2008). Las células de la respuesta
inmune innata responsabl es de |levar a cabo lainmunovigilancia son principa mente las
células natural killer (NK), que son capaces de reconocer, a través de receptores
especificos, la presencia de proteinas que se sobreexpresan en la superficie de la célula
transformada y la disminucion de otras moléculas, como € complgo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase |I. Una vez detectadas las células dafiadas, las
células NK se activan y son capaces de eliminarlas mediante procesos citotoxicos que
incluyen la liberacion de granulos que contienen perforina y granzima (Chavez-Galan
et a, 2009). Al igua que e sistema inmune innato, la respuesta inmune adaptativa
también participa en las respuestas anti-tumorales para impedir la progresion de la
enfermedad, y los linfocitos T son los encargados de reconocer antigenos de las células
tumorales y promover su eliminacion por diversos mecanismos efectores. En los
ultimos afios, ha cobrado importancia una subpoblacién de linfocitos T que también se

relaciona con la respuesta inmune anti-tumoral, |lamados linfocitos NKT.

Linfocitos NKT

Los linfocitos Natural Killer T (NKT) son una subpoblacién de linfocitos T y
constituyen un puente entre lainmunidad innata y la adaptativa debido a su habilidad de

activar adiversos tipos celulares, como las células NK, células dendriticas y linfocitos T,
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ademés de ser capaces de secretar citoquinas y regular la respuesta inmune humoral
(Van Kaer y cols, 2010; O'Reilly y cols., 2011). Estos linfocitos se generan en la
médula 6sea y maduran en el timo, y tienen la capacidad de promover o suprimir la
inmunidad celular sin la necesidad de expansion clonal (Rossjohn y cols., 2012). Como
su nombrelo indica, los linfocitos NKT presentan tanto caracteristicas de los linfocitos T
CD3" [incluyendo la expresion del receptor de célula T (TCR)], como de células NK
(dado que expresa receptores del mismo lingje que estas células, como € Natural Killer
Group 2, member D (NKG2D), que es un receptor de activacion que reconoce a
diferentes ligandos expresados en células transformadas). Adicionalmente, las células

NKT expresan otros marcadores, como CD56, CD161y CD94 (Tahir y cols., 2001).

Como mencionado anteriormente, los linfocitos NKT expresan el receptor de
antigenos especifico de linfocitos T, llamado TCR. Este receptor se genera por
recombinacién somatica y esta compuesto por dos cadenas, la cadena a y la cadena f.
Cada cadena contiene un dominio variable (V) y uno constante (C). El dominio V de la
cadena a esta codificado por los segmentos génicos V y J; en cambio, €l dominio V dela
cadena [ es codificado por los segmentos génicosV, D y J (Rosgohn y cols., 2012). Una
de las caracteristicas més relevantes del TCR de las células NKT es su capacidad de
reconocer Unicamente antigenos glicolipidicos, a diferencia de los linfocitos T CD4" o
CD8", que reconocen antigenos proteicos. Esto se debe a que el TCR de los linfocitos
NKT presenta una estructura especializada, en donde la cadena a del TCR reconoce al
antigeno glicolipidico y a la molécula presentadora de antigeno glicolipidico, CD1d,

mientras que la cadena B del TCR interactta solamente con CD1d (Wun et a, 2008).

En humanos, la frecuenciade las células NKT es baja, alcanzando un 0,1-0,2% de los

14



linfocitos T en sangre periférica, 1-2% en higado y 10% en omento (Brennan y cols.,
2013). Estas cdlulas tienen la capacidad de producir rapidamente gran cantidad de
citoquinas de tipo T helper 1 (Thl) como, por g emplo, interferon gamma (IFN-y) y €
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), o T helper 2 (Th2), como interleuquina (IL)-4 e
IL-13. Ademés, bgjo determinados estimulos, las células NKT son inducidas para
producir citoquinas inmunosupresoras, como IL-10, y citoquinas de tipo T helper 17
(Th17), como IL-17 e IL-22 (Zeng y cols., 2013). Por gjemplo, en un estudio realizado
por O'Reilly y cols. (2011), se observa que, cuando los linfocitos NKT son estimulados
por células dendriticas o células HelLa transfectadas con CD1d, ambas cargadas con
antigeno, se liberan mas citoquinas del tipo Thly Th2, mientras que cuando las células
NKT son tratadas con un estimulo inespecifico (como phorbol-myristate acetate (PMA)
e ionomicinag), éstas tienden a producir mas IL-10, resaltando laimportancia del estimulo
antigénico y € microambiente de citoquinas en la activacion y respuesta inmune de las

células NKT.

Seglin las caracteristicas del TCR que expresen, las células NKT humanas se pueden
dividir en dos grupos: e grupo | o NKT invariantes (iINKT) y e grupo Il o NKT no-
clésicas. Las c8ulas iINKT se caracterizan por presentar un TCR semi-invariante
compuesto por una cadena a que posee € segmento Vo24Jal8; ésta se asocia a una
cadena B que contiene €l segmento VP11 (Rossjohn y cols., 2012). Otro parametro
usado para definir alas c8lulas INKT es la habilidad de reconocer a-galactosilceramida
(aGalCer), un antigeno glicolipidico presente en la esponja marina Agelas mauritanus.
El descubrimiento de aGalCer ocurrié durante la blsqueda por compuestos anti-

metastaticos. ES un potente agonista de las células iINKT, y presenta actividades
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inmunomoduladoras y propiedades terapéuticas, incluso para € cancer (Van Kaer y
cols., 2010; Sidore y cols., 2002; Silk y cols., 2008). El grupo Il o NKT no-clasicas
presenta un repertorio de TCR més diverso que las células iINKT y no reconocen
aGalCer, sino que reconocen a otros antigenos glicolipidicos (Rossohn y cols., 2012).
De fundamental importancia es que, para que los antigenos glicolipidicos sean
reconocidos por e TCR de los linfocitos INKT, éstos deben ser presentados por una

moléculaMHC declase | no clasicallamada CD1d.

Molécula CD1d

La familia CD1 corresponde a un grupo de moléculas de transmembrana similares a
las moléculas MHC de clase |, pero con algunas diferencias estructurales y funcionales.
Por gemplo, en CD1, e sitio de unién a antigeno es hidrofébico, lo que le permite
unir antigenos glicolipidicos, a diferencia de las moléculas MHC de clase |, que solo
pueden unir antigenos peptidicos (Rosgohn y cols., 2012). La familia CD1 se
subdivide en tres grupos: € grupo 1, que incluye a CD1a, CD1b y CD1c, € grupo 2,
gue corresponde a CD1d, y e grupo 3, que comprende a CDle. La isoforma mas
estudiada es CD1d, que se expresa en diversas células de origen hematopoiético, como
células dendriticas, macrofagos, granulocitos y linfocitos B (Brennan y cols., 2013).
También se ha demostrado que CD1d se expresa en otros lingjes celulares, como
células epiteliales intestinales, hepatocitos, células de rifidn, pancreas y Utero, y en
células tumorales de meduloblastoma y gliomas malignos, |o que sugiere un rol para
esta molécula en la respuesta inmune anti-tumoral (Touray cols., 1999). En € estudio
realizado por Exley y cols. en & afio 2000, se evalud la expresion de CD1d en

linfocitos T, B y monocitos de sangre periférica de donantes sanos. En este estudio, se
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observo que la expresion de CD1d en linfocitos T solo puede ser inducida in vitro a
través de la estimulacion y activacion de los mismos con fitohemaglutinina (PHA),
pero que estas células no expresan CD1d de manera constitutiva. En cambio, tanto los
monocitos como los linfocitos B expresan constitutivamente altos niveles de CD1d, y
esta expresion no aumenta tras la estimulacion in vitro con e mitégeno anti-
inmunoglobulinaM (anti-IgM) o lipopolisacarido (LPS), en € caso de los linfocitos B,
o con factor estimulante de colonia de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e IL-4,

conosin LPS, en & caso de los monocitos (Exley y coals., 2000).

Junto con lo anteriormente descrito, es importante recordar que la transformacion
celular maligna se puede asociar a estados de infeccién crénica e inflamacion,
especialmente en los canceres del tracto gastrointestinal. Ejemplos de esto son €
cancer hepatico, que se asocia a consumo excesivo de alcohol e infeccion por € virus
de la hepatitis B y C, & cancer de colon, que se asocia con enfermedades inflamatorias
intestinales (Ell), y & cancer géstrico, € cua se asocia con infeccion cronica por
Helicobacter pylori (Coussensy cols., 2002). Hastala fecha, se conoce que la molécula
CD1d aumenta su expresion en algunos estados inflamatorios, como en e estudio
realizado por Page y cols. (2000), que demuestra que, en los pacientes con Ell, los
tgidos intestinales inflamados presentan mayor expresiéon de CD1d que los controles
sanos, 1o que activaria a linfocitos de sangre periférica, promoviendo mas inflamacién

y aparicion de sintomas extra intestinal es.

Se ha demostrado que CD1d tiene un rol importante en la respuesta inmune contra el
cancer. En un estudio realizado por Lynch y cols. (2009), se observo que los pacientes

con carcinoma colorectal tienen 2 a 3 veces menos células hematopoiéticas del omento
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que expresan CD1d en comparacion con los controles sanos. Junto con esto, en
modelos murinos de meanoma, metastasis pulmonar y eritroleucemia, se ha
confirmado que los linfocitos iINKT restringidos por CD1d participan en la respuesta
anti-tumoral, ya que lainyeccion de aGalCer logré prevenir y disminuir € crecimiento
tumoral en ratones normales, mientras que los ratones deficientes en CD1d no lograron
el rechazo de tumores mediado por IL-12 (Cui Jy cols., 1997). En concordanciacon lo
anterior, estudios realizados con lineas celulares de mieloma demuestran que la
expresion de CD1d por parte de estas células va disminuyendo a medida que la
enfermedad progresa, e, incluso, pierden la expresion de CD1d, lo que sugiere que
CD1d impacta de manera negativa en la sobrevida de las células de mieloma, y que su
disminucion en la superficie de la célula tumora favoreceria la evasion inmune por
parte del tumor (Spanoudakis y cols., 2008). Esta diferencia en la expresion de CD1d
por distintas células podria deberse por e entorno en e cual se desarrollan, debido a
gue las células tumorales se encuentran insertas en un microambiente con
caracteristicas inmunosupresoras, en donde las células tumorales activan STAT3, que
favorece la secrecion de citoquinas inmunosupresoras como [L-10, y también
disminuye la expresion de mol éculas necesarias para la respuesta inmune anti-tumoral,

como IL-12, IFN-y e IFN-B (Bhardwaj, 2007).

Linfocitos By c8lulas NKT

Convencionalmente, la respuesta de linfocitos B dependiente de linfocitos T, en los
organos linfoides secundarios, incluye la union del antigeno peptidico en forma soluble
al receptor de linfocito B (BCR), la internalizacion del antigeno, su procesamiento y

luego la presentacion en la superficie celular por una molécula MHC (Zeng y cols.,,



2013). En tanto, los linfocitos T que hayan sido activados por € mismo antigeno,
reconocen €l complgjo péptido-MHC presentado por € linfocito B, resultando en €
aumento en la expresion de superficie de CD40L en los linfocitos T. Esta molécula
interacta con € receptor CD40 de los linfocitos B, se gatillala secrecién de citoquinas
especificas, y, de esta manera, e linfocito B prolifera y se diferencia en una célula

plasmética productora de anticuerpos (Bosmay cols., 2008).

En humanos, los linfocitos B que expresan CD1d se encuentran en la sangre
periférica y en los foliculos linfoides secundarios (Brigl y cols., 2004). Diversos
estudios in vitro han demostrado que las células INKT estimulan la proliferaciéon y
produccion de anticuerpos por los linfocitos B que expresan CD1d (Galli y cols.,
2003). Por otro lado, los linfocitos B son esenciales para la activacion y proliferacion
de cdulasiNKT en individuos sanos (Biaecki y cols., 2009), sugiriendo que las células
B juegan un rol imprescindible en la homeostasis de los linfocitos INKT (Bosma y

cols., 2012).

La interaccion entre las células iINKT y los linfocitos B ocurre cuando € linfocito B
reconoce un antigeno glicolipidico através de su BCR, lo internalizay lo procesa, para
luego presentarlo a través de la molécula CD1d. El linfocito iNKT reconoce €
complgo antigeno-CD1d a través de su TCR y se activa (Allan y cols., 2011). Esta
activacion logra que las células iINKT liberen rapidamente citogquinas y aumenten la
expresion de CD40L, lacua se une a CD40 del linfocito B, resultando en su activacion
y diferenciacion en células plasméaticas que producen anticuerpos o linfocitos B de
memoria (Lang y cols., 2011). Por otro lado, se sabe que los linfocitos B expresan otras

moléculas de co-estimulacion, como CD80 y CD86 (Collins y cols., 2005), y algunos
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estudios han abordado € rol de la co-estimulacion mediada por estas moléculas en €
desarrollo y funcion de las células iINKT. Por gemplo, en € estudio realizado por
Zheng y cols. en € 2008, se observa que ratones que poseen mutaciones en CD80,
CD86 y/o CD28 presentan disminucion en la frecuencia de células iINKT en € timo,
bazo e higado. Ademas, en este estudio, se observa que los ratones deficientes de
CD80, CD86 y/o CD28 presentan menor susceptibilidad a desarrollar hepatitis
inducida por & mitégeno Con A. Con esto, se demuestra que la co-estimulacion
modula € desarrollo, maduracién y funcién de los linfocitos iINKT. Cabe mencionar
también que se ha visto gque, en algunos canceres, como en € caso de linfoma de No-
Hodgkin, las células B expresan mayores niveles de moléculas de co-estimulacion,
como € receptor CD40, CD80 y CD86, de manera de facilitar su interaccion con

linfocitos T, y, asi, promover unarespuesta anti-tumoral (Vyth-Dreesey cols., 1995).

En e estudio realizado por Zeng y cols. (2013), se demuestra que e mayor
determinante del resultado de la interaccion del linfocito B con las células iNKT, in
vitro, esla presenciade aGalCer. En presencia de este glicolipido, €l linfocito B induce
la secrecion de citoquinas por parte de las células INKT, lo que potencia la inmunidad
mediada por células T. En cambio, en ausencia de aGalCer, la activacion de las células
INKT por parte de los linfocitos B resulta en una respuesta inmune mediada por
anticuerpos y se suprime la respuesta inmune mediada por células T. Estas diferencias,
gue resultan de la interaccion entre los linfocitos B y las células INKT en presencia o
ausencia de un antigeno exdgeno y potente, como e aGaCer, confieren diversas
implicancias, ya que, en € caso del cancer, es necesario que se favorezca una respuesta

inmune mediada por células T (Brigl y cols., 2004).
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En estudios realizados en ratones, se demuestra, in vivo, gque los linfocitos B B220"
actuarian de manera tolerogénica sobre las células INKT suprimiendo su activacion
cuando aGalCer se administra libremente (Bezbradica y cols., 2005), sugiriendo que
los antigenos solubles presentados por linfocitos B son pobremente inmunogénicos
para las células INKT. En este estudio, ademés, se demostré que las células INKT de
ratones que no tienen linfocitos B, al ser estimuladas con aGalCer, se activan méas
potentemente a través de células dendriticas, con mayor secrecion de IL-2, IL-4 e IFN-
y, que las INKT de los ratones wild type (salvges). Por otro lado, en € estudio
realizado por Chung et al (2006) se demuestra que, cuando los linfocitos B B220* son
cargados con aGalCer, éstos activan directamente a los linfocitos iINKT in vivo e in
vitro. En este estudio, se utilizan vacunas con aGalCer asociado a linfocitos B en
model os murinos de melanoma, y se observa una supresion del crecimiento tumoral y
una respuesta citotdxica anti-tumoral de memoria cuando los ratones son desafiados
nuevamente con € tumor. Esta diferencia en la activacion de los linfocitos iNKT por
parte de los linfocitos B se deberia a las distintas formas de administracion aGalCer,
sugiriendo que, cuando €l antigeno se administra libremente, los linfocitos B inducirian
una respuesta mas tolerogénica, mientras que, cuando €l antigeno esta asociado a
linfocitos B, previamente a su administracion, se induciria una respuesta

inmunogénica.
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Linfocitos B y cancer

Loslinfocitos B se caracterizan por su capacidad de producir anticuerposy se dividen
en 3 grupos: linfocitos B B-1, linfocitos B foliculares (FO) y linfocitos B de la zona
margina (MZ), y cada uno tiene diferencias en su fenotipo. Los linfocitos B B-1 son
CD5* CD43" CD11b* IL-5R*, los linfocitos B FO son CD24* CD21* B220* vy, por
dltimo, los linfocitos B MZ son CD1d" CD21" (Bao y cols., 2014). Sin embargo, en €
ultimo tiempo, también ha cobrado importancia la capacidad de los linfocitos B de
producir citoquinas y modular la actividad de otras células inmunes. Con esto, los
linfocitos B se han diferenciado en distintos subgrupos: un grupo que estimula la
respuesta inmune y otro que regula negativamente la respuesta inmune. Esto es
importante a la hora de comprender |as funciones duales que tienen los linfocitos B en
la respuesta anti-tumoral. Por gjemplo, en e estudio realizado por Di Lillo y cols.
(2010), los ratones deficientes de linfocitos B maduros CD20" presentaron un mayor
crecimiento de melanoma B16 en comparacion con ratones wild type. En concordancia,
Sorrentino y cols. (2011) demostraron que la ausencia de linfocitos B CD20" favorece
el crecimiento tumoral en cancer pulmonar en ratones. Por otro lado, en € estudio
realizado por Olkhanud y cols. el 2011, se observa que existe una subpoblacion de
linfocitos B, cuyo fenotipo es CD19* B220" CD25", Ilamados linfocitos B reguladores,
los cuales favorecen la progresion del adenocarcinoma mamario 4T1 en ratones. En
este mismo estudio, se demuestra que, al eliminar la poblacion de linfocitos B B220,
existe una disminucion del nimero de metastasis pulmonares. Junto con esto, se
observa que esta poblacion de linfocitos es capaz de inhibir la proliferacién de

linfocitos T e inducir la conversion de linfocitos T CD4" a linfocitos T reguladores,
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favoreciendo asi |a metastasis tumoral.

En humanos, también se ha visto la presencia de una subpoblacién de linfocitos B
gue se caracteriza por secretar IL-10, llamados linfocitos B reguladores (Breg) (Mauri
y cols.,, 2012). Estos linfocitos presentan distintos marcadores que los permiten
identificar fenotipicamente. De hecho, recientemente se describio, en humanos, un
subtipo de Breg con un fenotipo CD19*CD24"CD38"CD5*CD1d", que corresponde a
los linfocitos B de sangre periférica que més secretan |L-10 después de la estimulacion
in vitro de CD40 (Blair y cols., 2010). La secrecion de IL-10 tiene un efecto anti
inflamatorio y pro-tumoral, dado que inhibe la secrecién de IFN-y por parte de
linfocitos T CD8" y células NK, como también disminuye € desarrollo de linfocitos T
CD8" de memoria (Mauri y cols., 2007). Por otro lado, en € estudio realizado por
Lindner y cols. en e 2013, se pudo determinar la presencia de linfocitos Breg
infiltrantes de tumores solidos, como carcinomas mamario, ovarico, cervicouterino,
colorrectal y prostatico. El fenotipo de estos linfocitos correspondia a linfocitos B
CD19'CD38'CD1d'IgM*CD147", los que, ademés, expresaban IL-10, CD25 e
indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO). Notablemente, este grupo de linfocitos B contribuia
a la supresion de la respuesta inmune anti-tumoral, 1o que sugiere que estas células

podrian favorecer € desarrollo y progresién del tumor.

Efectivamente, los linfocitos Breg se encargan de modular la respuesta inmune anti-
tumoral (Candado y cols., 2014). En € estudio realizado por Horikawa y cols. (2011),
en ratones, se logra determinar €l efecto que tiene esta subpoblacion de linfocitos B en
el desarrollo tumoral, donde a ratones con linfoma se les realiza una transferencia

adoptiva de linfocitos B CD207 CD1d" CD5*, linfocitos B CD207 CD1d" CD5* IL-10°
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"o linfocitos B CD20" CD1d'°CD5 previo al tratamiento con anticuerpo monoclonal
anti-CD20 (CD20 mADb) para depletar alos linfocitos B enddgenos. Se observé que los
ratones a los cuales se les transfirié linfocitos B CD207- CD1d" CD5" se les veia
anulado € efecto benéfico de CD20 mAb, mientras que, alos ratones alos cuales se les
transferian los linfocitos B CD207- CD1d" CD5* IL-10"" o linfocitos B CD207- CD1d'°
CD5, no se les afectaba € crecimiento tumoral ni la sobrevida. En humanos, también
se ha podido establecer una estrecha relacion entre la presencia de linfocitos Breg en
sangre periféricay € desarrollo de enfermedades malignas linfociticas, donde se ve que
el nimero de linfocitos B IL-10" en estos pacientes es hasta 30 veces més alto en

comparacién con controles sanos (Candado y cols., 2014).

Aunque diversos estudios han entregado importantes evidencias respecto a la
participacion de los linfocitos B en la respuesta inmune frente a céncer, no existen
antecedentes acerca del rol especifico de los linfocitos B CD1d" en la activacion de células
iINKT en cancer gastrico. En € estudio realizado por Qi-Ming Yu y cols en e 2012, se
demostré que los pacientes con cancer gastrico que presentaban mayores niveles de
linfocitos B CD19" circulantes tenian una mayor sobrevida post-gastrectomia. Datos
preliminares del Laboratorio de Inmunoedicion del Cancer (ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile) indican que las células iINKT cumplen un rol en la respuestainmune
contra e cancer géastrico. Hemos observado que las cdlulas INKT de pacientes con cancer
gastrico favorecen la diferenciacion de linfocitos T CD4* alinfocitos T reguladores (Treg),
que existe unamayor infiltracion de linfocitos INKT en tumor que en la mucosa géstrica no
tumoral adyacente al tumor, y que las células INKT periféricas provenientes de pacientes

con cancer gastrico tienen menor capacidad de producir IFN-y e inducir lisis de células
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tumorales que las células INKT de controles sanos (datos no publicados). Sin embargo, ala
fecha, no existen estudios que relacionen la frecuencia de linfocitos B CD1d*, tampoco los
niveles de expresiéon de CD1d en linfocitos B y su capacidad de producir citoquinas
inmunomoduladoras en adenocarcinoma géstrico. Por esta razén, en este proyecto,
pretendimos estudiar la frecuenciay expresion de CD1d en linfocitos B de sangre periférica
en pacientes con adenocarcinoma gastrico y analizar la produccién de citoquinas por los
linfocitos B cultivados en presencia de células iNKT. Asi, consideramos que este estudio
podria ayudar a delinear alin mas e papel de los linfocitos B en € desarrollo y progresion

del tumor.

Hipétesis

En pacientes con adenocarcinoma gastrico, existe un mayor porcentaje de linfocitos B
circulantes que expresan la molécula CD1d comparado a individuos sanos, los cuales son
capaces de interactuar con células iINKT y que presentan un perfil de citoquinas

inmunoreguladoras, |0 que favoreceria la progresion de la enfermedad.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar, en sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma gastrico, la frecuencia
de linfocitos B CD1d", los niveles de CD1d en linfocitos B y su produccién de
citoquinas luego del estimulo con células iNKT, con e objetivo de comprender mejor
el rol de los linfocitos B en los mecanismos efectores de la respuesta inmune contra
esta patologia.

Obj etivos Especificos
1. Evaluar el porcentaje de linfocitos B CD1d" y los niveles de expresiéon de
CD1d en linfocitos B de sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma

gastrico y compararlos con linfocitos B de individuos sanos.

2. Evauar € nivel de expresion de CD40, CD80 y CD86 en linfocitos B de

sangre periférica de pacientes y compararlo con linfocitos B de individuos sanos.

3. Evaluar la produccién de IL-10 y TNF-a por parte de los linfocitos B CD1d*
de sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma géastrico y de controles sanos,

co-cultivados con linfocitos INKT de un individuo sano.
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Materialesy M é&odos

Obtencién de muestras

Los pacientes con adenocarcinoma gastrico fueron reclutados del Departamente de
Cirugia Digestiva del Hospital del Salvador (Santiago, Chile) gracias a la colaboracion
del Dr. Marco Bustamante y la Dra. Paula Fluxa. Para poder ingresar al estudio, estos
pacientes tuvieron gque firmar un Consentimiento Informado (Anexo 1). Los criterios de
inclusion para este estudio consistieron en no haber recibido quimioterapia,
radioterapia ni otro tratamiento médico para e cancer gastrico previo ala cirugia. Los
pacientes reclutados fueron sometidos a gastrectomia, y las muestras de sangre (30 ml)
fueron tomadas por puncion venosa justo antes de redlizarse la cirugia en condiciones
estériles. Las caracteristicas clinico patoldgicas de los pacientes estan reumidas en la

Tablal.

Para la redlizacion de este trabgjo, se calculo el tamafio muestral en base a tamafio
poblacional de pacientes con adenocarcinoma gastrico en el Hospital del Salvador entre
los afos 2007 y 2011, & cua corresponde a 192 pacientes. De esta manera,
anuamente, hay aproximadamente 48 nuevos casos de cancer géastrico en dicho
Hospital. Ademas, se usd un intervalo de confianza de 95%, y se considero un error
muestral de 0,05. Con estos datos, se calculo que € tamafio muestral necesario, para
este estudio, era de 43 pacientes. Sin embargo, por razones de tiempo y dificultad para
obtener esta cantidad de muestras, se finamente utilizamos muestras de sangre
periférica de 13 pacientes con adenocarcinoma gastrico. Asimismo, se obtuvieron
muestras de sangre periférica de 14 individuos sanos, quienes fueron pareados por edad

(mayores de 40 afios) con respecto a los pacientes con adenocarcinoma géastrico. Los
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donantes sanos también firmaron un Consentimiento Informado previo alarecoleccion
de la muestra (Anexo 2). Este estudio serealizé en € Laboratorio de Inmunovigilancia
y Evasion Inmune y en € Laboratorio de Inmunoedicion del Céncer, ambos
pertenecientes a Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de Ciencias

Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El protocolo de este estudio fue aprobado por € Comité de Etica Cientifico del
Servicio de Salud Metropolitano Oriente del Gobierno de Chile (Anexo 3) y por €
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile (Anexo 4).

Tabla 1: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con adenocar cinoma gastrico.

| NimerodePacientes

Génera
rlasculing u
Temenino 4

Tamaifio tumaoral
= 5 yms T
= Cme i

Dilerenciacion umoral

Adrod/Moderade 7

Buju/Minguno a
Metastasis a Linfonodos

5 11

M 3
Estadio TNM *

I/IL 4

ITTATY b
Profundidad de la Tnvasion™*

T1/T2 f

T3/ T4 f

*: Estadio de acuerdo ala clasificacién TNM para el caner géastrico.

**:Profundidad de invasion corresponde a la invasion del tumor hacia el epitelio o mucosa de la lamina
propia, muscular de la mucosa o submucosa (T1), muscular propia o subserosa (T2), serosa (T3) u
organos adyacentes (T4) (American Joint Comitee Cancer 72 edicion).

Por motivos externos a este proyecto, hubo un paciente al cual no se le pudo determinar la prufundidad
delainvasion ni el estadio TNM.
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Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Las muestras de sangre periférica se tomaron por puncién venosa, tanto de pacientes
con adenocarcinoma gastrico como de individuos sanos, y se colocaron en tubos de
vidrio heparinizados (BD Vacutainer, BD, EEUU). Luego, se traspasd la sangre a un
tubo Falcon de 50 ml y se agreg6 igual volumen de tampdn fosfato salino (PBS)
(Hyclone, EEUU) 1X estéril, paralograr unadilucién de sangre 1:2. A continuacion, se
agrego6 Ficoll (Ficoll-Pauge, GE Healthcare, Suecia), un polimero de carbohidrato y
metrizamida que permite obtener un gradiente de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), a un volumen que corresponda a 1/3 del volumen de sangre, y se
centrifugd a 1200 rpm por 20 minutos a 18°C sin freno. De esta manera, se obtuvieron
las células mononucleares, que quedaron entre e plasma y € Ficoll, las que se
transferieron a un tubo Falcon de 50 ml. Luego, se realizé un lavado con 45 ml de PBS
1X y se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos. Se obtuvo un pellet, al cua se le
elimind e sobrenadante y se le agregd 10 ml de tampdn amonio-cloruro de potasio
(ACK) filtrado paralisar los eritrocitos por 10 minutos. A continuacién, se le agrego a
pellet 10 ml de medio RPMI 1640 (Roswell Park Memoria Institute Medium 1640)
suplementado con 3% de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, EEUU) y 1% de
penicilinalestreptomicina (todos de Hyclone, EEUU), y, nuevamente, se centrifugd a
2000 rpm por 10 minutos. Al sedimento se le agregdb 5 ml de PBS para posterior
cuantificacion de las cdlulas y determinacion de su viabilidad mediante exclusiéon con
azul de tripan. Finamente, el PBMC se dispensd en criotubos (Nunc Thermo Fisher
Scientific, EEUU) con medio para congelar cdlulas (DMSO (Dimetil Sulfoxido) a

10% en SFB), y las células se ddmacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso.
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Andlisisdela expresién de CD1d, CD40, CD80y CD86 en linfocitos B

Una vez descongelado, el PBMC fue lavado con PBS suplementado con SFB al 2%,
y las células se llevaron a una placa de poliestireno de 96 pocillos con fondo en “V”.
Posteriormente, las células se incubaron por 30 minutos a 4°C con anticuerpos
monoclonales conjugados a distintos fluoréforos. Se usd un anticuerpo monoclonal
anti-CD19 humano conjugado a ficoeritrina-cianina 7 (PeCy7) (eBioscience) para
identificar a los linfocitos B. Para evaluar la expresion de las moléculas CD1d, CD40,
CD80 y CD86 en los linfocitos B CD19", se utilizaron anticuerpos anti-CD1d
conjugados a ficoeritrina (PE) (eBioscience, EEUU), anti-CD40 conjugados a
flouresceina-isotiocianato (FITC), anti-CD80 conjugados a ao-ficocianina (APC)
(Biolegend, EEUU) y anti-CD86 conjugados a APC (Biolegend, EEUU). A modo de
control de especificidad, se usaron controles de isotipo para todos los anticuerpos

utilizados.

Las células marcadas con anticuerpos se lavaron por 3 veces con PBSy SFB a 2%y
se fijaron con paraformaldehido (PFA) a 2% en PBS. Lalectura de los datos se realiz
con € citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton-Dickinson®, EE.UU.) por medio del
software CellQuest (BD Biosciences, Alemania), y luego se analizaron utilizando €l

software FlowJo (version v10) (Tree Star, EE.UU).

Aislamiento delinfocitos B
Para aislar los linfocitos B periféricos, tanto de pacientes como de controles sanos, a
partir del PBMC total obtenido de cada individuo, se utiliz6 un kit de separacion
celular por seleccion negativa (EasySep Human CD19+, StemCell Technologies,

Canadd), donde todas las células no deseadas se eliminan a través de complegos de
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anticuerpos tetraméricos que corresponden a una combinacion de anticuerpos
monoclonales IgG1 de ratén, los cuales se unen biespecificamente a CD2, CD3, CD14,
CD16, CD36, CD43, CD 56, CD66b y glicoforina A en la superficie de las cdlulas
humanas no deseadas. Las células no marcadas, es decir, los linfocitos B CD19", son
vertidas en un tubo nuevo, mientras que las demés células permanecen unidas a tubo
original a través de un campo magnético (StemCell Technologies, Canadd). Se
determind la eficiencia del enriquecimiento celular luego del proceso de separacién a
través de un andlisis de citometria de flujo, donde se obtuvo una pureza de 97%
aproximadamente. Los linfocitos B enriquecidos fueron criopreservados hasta su uso o
mantenidos durante 24 horas en medio para células INKT, que consiste en RPMI 1640
con 0.05 mM L-glutamina, 10% v/v HyClone FBS (Thermo-Scientific Logan, UT), 25
mM buffer HEPES, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 2.5 pg/ml
anfotericina B, 50 uM beta-mercaptoetanol, 1 mM piruvato de sodio, 1 X MEM

aminoacidos no esencialesy 1 X aminoécidos esenciales.
Expansién y purificacién de clulasiNKT

Para expandir y purificar las células iINKT, se obtuvo 100 ml de sangre venosa
periférica de un unico control sano, y, de esta sangre, se separé € PBMC. Luego, €
PBMC se sembrd en placas de 96 pocillos de fondo redondo (Becton-Dickinson®,
EEUU) con una densidad de 2 x 10° células/pocillos y se cultivo durante un mes en
una estufa de cultivo a 372C y 5% CO2 en un medio preparado para células iNKT, €l
cua contiene RPMI 1640 suplementado con 10 % suero fetal bovino, 1%
estreptomicing, 1% anfotericina B, 50 uM 2-f mercaptoetanol, 1 mM piruvato de

sodio, 1% aminoéacidos esenciales y 1% aminoéacidos no esenciales, en presencia de
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100 ng/ml de aGalCer (KRN7000, Funakoshi, Japén), 200 Ul/ml de IL-2 y 200 Ul/ml
de IL-7 (ambas de Miltenyi Biotec, Alemania), de manera de expandir la poblacién de
linfocitos INKT. Las células eran resuspendidas y resembradas para mantener una
concentracion aproximada de 100.000 células por pocillo durante todo €l periodo de
cultivo. El sobrenadante del cultivo se cambiaba cada 4-5 dias con medio iNKT
suplementado con 200 Ul/ml de IL-2 y 200 Ul/ml de IL-7; después de transcurrido €l
mes de cultivo, se lavaron 2 veces las células con PBS 2% y SFB, y luego se aislaron
las células INKT mediante cell sorting utilizando por 30 minutos en oscuridad a 4°C
anticuerpos anti-CD3 APC (eBioscience, EEUU), anti-TCR-V024Jal8 FITC
(eBioscience, EEUU) y anti-TCR-V[11 PE (eBioscience, EEUU) y € equipo FACS

Arialll (Becton-Dickinson, EEUU).

Co-cultivo de célulasiNKT con linfocitos B

Una vez aislados los linfocitos B de pacientes y controles sanos, y expandidas las
células iINKT, se co-cultivaron ambos tipos celulares por 3 dias en unarelacion 1:1 en
una placa de poliestireno de 96 pocillos con fondo en “U (Nunc Thermo Fisher
Scientific, EEUU) a una densidad celular de 106 células/ml. Luego de transcurrido €
co-cultivo, en las Ultimas 5 horas se agregé 10 ng/ml de forbol-12-miristato acetato
(PMA) y 50 ng/ml de ionomicina (ambos de Sigma-Aldrich). Posteriormente, se
determind € patron de citoquinas producidas por los linfocitos B a través de citometria

deflyjo.

Al mismo tiempo que se co-cultivaron los linfocitos B con linfocitos iNKT, se

cultivaron los linfocitos B solos con PMA/lonomicina, a modo de estimul o inespecifico,
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asi como bgjo el estimulo de un anti-BCR (AffiniPure Goat Anti-Human 1gG + IgM)
(Jackson Immuno Research Laboratories, EEUU), como control positivo. Luego, se

detrmind la produccién de citoquinas por los linfocitos B mediante citometria de flujo.

Determinacion dela produccion delL-10y TNF-a por parte de los linfocitos B

Se determind, por citometria de flujo, la produccién de estas citoquinas por los
linfocitos B a ser co-cultivados con linfocitos INKT (objetivo especifico 3). Para €llo,
se agreg0, durante las Ultimas 5 horas de co-cultivo, 1 mM de Brefelfina A (BD
Biosciences, EEUU), inhibidor del transporte de proteinas intracelulares, para posterior
deteccidn de citoquinas en € citoplasma. Luego de la incubacion, las células fueron
lavadas con PBS a 2% SFB y trasladadas a una placa de poliestireno en fondo “V”
(Nunc ThermoFisher Scientific, EEUU) para proceder a la tincién para citometria de
fluyjo. Esta se redizd, primeramente, utilizandose anticuerpos especificos para
marcadores de linfocitos B: CD19" en Alexa700 y CD1d" en BV510. Luego, se
incubaron las células, durante 30 min a 4°C y protegidas de la luz, con solucion
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EEUU), la cua promueve fijacion vy
permeabilizacion celular, a mismo tiempo en que permite la conservacion de las
caracteristicas morfoldgicas de las células. Luego, se lavé con una solucién de lavado
(Perm/Wash Buffer) (BD Biosciences, EEUU) e, inmediatamente, se agregd, por
separado, anticuerpos dirigidos a citoquinas intracelulares: anti-1L-10 APC y anti-TNF-a
PeCy7. Seincubaron las células con |os anticuerpos durante 30 min a4°C, protegidos de
laluz. Después de latincion, las células se lavaron tres veces con la solucion de lavado,
se agregd FACS Buffer (Becton-Dickinson, EEUU) para luego ser analizadas por

citometriade flujo en el citébmetro de flujo LSR Fortessa (Becton-Dickinson, EEUU).
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Andlisis Estadistico

Para andlizar las diferencias en la expresién de CD1d, CD40, CD80 y CD86 en
linfocitos B de pacientes y controles sanos, asi como en la produccién de citoquinas por los
linfocitos B en co-cultivo con células iNKT, entre pacientes o controles sanos,
primariamente se analizé la distribucion de normalidad de todos los datos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias en cada grupo se calcularon através de la
pruebat de Student, considerando como estadisticamente significativo un valor de p < 0,05,
con un intervalo de confianza de 95%. El andlisis de los datos fue realizado utilizando €
software GraphPad Prism 5.0 (EE.UU).

Para realizar €l andlisis de correlacion lineal simple de nuestros datos, se utilizo €
coeficiente de correlacion de Pearson, que se representa por r, y que tomavaloresentre -1y
+1, siendo +1 unarelacién lineal perfecta positiva, -1 una relacion lineal perfecta negativa

y O unarelacion lineal nula.
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Resultados

Objetivo especifico 1: Evaluar e porcentaje de linfocitos B CD1d* y los niveles de
expreson de CD1d en linfocitos B de sangre periférica de pacientes con

adenocarcinoma gastrico y comparar con linfocitos B de individuos sanos.

CD1d es una molécula que se encuentra en la superficie de céulas presentadoras de
antigenos, como los linfocitos B, y que presenta antigenos glicolipidicos alos linfocitos
iINKT. De esta manera, consideramos relevante analizar e porcentge y e nivel de
expresion de CD1d en los linfocitos B de voluntarios sanos y en pacientes con
adenocarcinoma gastrico de manera a evaluar la participacion de los linfocitos B, a

interactuar con linfocitos iINKT, en la respuestainmune anti-tumoral .

Para cumplir este objetivo, se obtuvo células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), tanto de controles sanos como de pacientes con adenocarcinoma gastrico. Se
determiné e porcentaje de linfocitos B CD19" que expresan CD1d y € nive de
expresion de esta molécula presentadora de antigeno mediante la tincién del PBMC
con anticuerpos monoclonales. En la Figura 1 se observa la estrategia utilizada para el
andlisis, por citometria de flujo, de los linfocitos B presentes en el PBMC. En lamuetra
de PBMC, se selecciona la poblacion de linfocitos segin tamafio (FSC-H) vy
granularidad (SSC-H); en esta poblacién se andiza la expresion de CD19,
seleccionando asi, ala poblacién de linfocitos B. Luego, para analizar en porcentaje de
linfocitos B que expresan CD1d, se evallia en la poblacién de linfocitos CD19" la
expresion de CD1d, utilizando un control de isotipo para CD19 y CD1d. Al evaluar €

PBMC de 9 pacientes con CG y 11 controles sanos, observamos que pacientes con
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adenocarcinoma géstrico presentan un menor porcentge de linfocitos B CD19*
circulantes en comparacién a los controles sanos (Figura 2); mientras que al evaluar la
expresion de CD1d no se detecta una diferencia significativa en € porcentagje o en €l

nivel de expresion de esta molécula en los linfocitos B CD19" entre los pacientes y los

controles sanos (Figuras 3ay 3b).
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Figura 1. Seleccion de la poblacién de linfocitos B CD19*CD1d*en control sano y en paciente con
adenocar cinoma gastrico por citometria de flujo. (a) Dot plot representativo de un control sano, donde
se selecciona la poblacién de linfocitos mediante sus caracteristicas de tamafio (FSC-H) y granularidad
(SSC-H). (b) Histograma representativo de la seleccion de linfocitos B que expresan CD19 dentro de la
poblacién de linfocitos seleccionados en (a). (c) Histograma representativo de la seleccion de los linfocitos
B CD19* que expresan CD1d dentro de la poblacion de linfocitos B seleccionada en (b). (d) Dot plot
representativo de un paciente con adenocarcinoma gastrico donde se selecciona la poblacién de linfocitos
mediante SSC-H y FSC-H. (e) Histograma representativo de la seleccion de linfocitos B que expresan
CD19 dentro de la poblacion de linfocitos seleccionados en (d). (f) Histograma representativo de la
seleccion de los linfocitos B CD19* que expresan CD1d dentro de la poblacién de linfocitos B
seleccionadaen (€).
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Figura 3: Frecuenciay nivel de expresion de CD1d en linfocitos B CD19*. (a) Grafico de dispersion
que muestra €l porcentaje de linfocitos B CD19* periféricos que expresan CD1d en controles sanos
(n=11) y pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,4187 (Unpaired t Test). (b) Mediana de
Intensidad de Flourescencia (MFI) de la molécula CD1d en linfocitos B CD19* de controles sanos
(n=11) y pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=9) p=0,7681 (Unpaired t Test). Los gréficos
muestran el valor promedio + desviacion estandar.
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Objetivo especifico 2: Evaluar € nivel de expresion de CD40, CD80 y CD86 en
linfocitos B de sangre periférica de pacientes y compararlo con linfocitos B de

individuos sanos.

CD40 es un receptor presente en la superficie de los linfocitos B y que participaen la
co-estimulacién de linfocitos INK T, permitiendo la activacion de estas cdlulas al unirse a
CD40L presente en la superficie de los linfocitos INKT. CD80 y CD86 son ligandos que
se encuentran en la superficie de los linfocitos B, y que, a unirse a su receptor CD28 0
CTLA-4, modula la activacion de los linfocitos INKT. De esta manera, decidimos
analizar la expresion de estas moléculas de co-estimulacion con e objetivo de evaluar €

potencial de activacion delos linfocitos B en pacientes con cancer gastrico.

Para cumplir este objetivo, se incub6é € PBMC obtenido de pacientes y controles
sanos con anticuerpos monoclonales conjugados a distintos fluoréforos y dirigidos
contralas moléculas CD19, CD1d, CD40, CD80 y CD86. Luego, mediante citometria de
flujo, se determino la expresion de dichas moléculas en la superficie celular, y los datos
fueron analizados usando el software FlowJo. Dentro de los resultados obtenidos,
observamos que pacientes con adenocarcinoma gastrico presentan un menor porcentgje
de linfocitos B CD19" CD40" en sangre periférica que los controles sanos (Figuras 4a'y
4b). Esta diferencia no se observa respecto a la expresion de las moléculas CD80

(Figuras 5ay 5b) o CD86 (Figuras 6ay 6b).
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Figura 4: Frecuencia y nivel de expresién de CD40 en linfocitos B CD19*. (a) Gréfico de dispersion que
muestra €l porcentagje de linfocitos B CD19* que expresan CD40 en controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,0439 (prueba de Mann-Whitney). (b) Mediana de Intensidad de
Flourescencia (MFI) de la molécula CD40 en linfocitos B CD19* de controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,5650. Los graficos muestran €l valor promedio + desviacion estandar
(Unpaired t Test).
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Figura 5: Frecuencia y nivel de expresion de CD80 en linfocitos B CD19*. (a) Gréfico de dispersion que
muestra el porcentgje de linfocitos B CD19* que expresan CD80 en controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma géastrico (n=9), p=1,0000 (prueba de Mann-Whitney). (b) Mediana de Intensidad de
Flourescencia (MFI) de la molécula CD80 en linfocitos B CD19* de controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0.7684. Los graficos muestran €l valor promedio + desviacion estandar
(Unpaired t Test,).
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Figura 6: Frecuencia y nivel de expresion de CD86 en linfocitos B CD19*. (a) Grafico de dispersion que
muestra €l porcentgje de linfocitos B CD19* que expresan CD86 en controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma géastrico (n=9), p=0,7612 (prueba de Mann-Whitney). (b) Mediana de Intensidad de
Flourescencia (MFI) de la molécula CD86 en linfocitos B CD19* de controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0.9541. Los graficos muestran €l valor promedio + desviacion estandar
(Unpaired t Test).

En € caso de los linfocitos B CD19* CD1d", no se observaron diferencias
significativas en cuanto al porcentgje de células que expresan CD40, CD80 o CD86
(Figuras 7a, 8ay 9a), tampoco con relacidn alos niveles de expresion de estas moléculas

co-estimuladoras (Figuras 7b, 8b y 9b).

Se andlizaron los resultados de los porcentge de linfocitos B totales y linfocitos B
CD1d" que expresan CD40, CD80 y CD86 en base a las caracteristicas clinico
patol gicas resumidas en la tabla 1, y no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre |os pacientes con adenocarcinoma gastrico.
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Figura 7: Frecuenciay nivel de expresion de CD40 en linfocitos B CD19*CD1d* en sangre periférica
de controles sanos y pacientes con adenocar cinoma gastrico. a) Gréfico de dispersion que muestra €l
porcentaje de linfocitos B CD19*CD1d* que expresan CD40* en controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,7143. Los gréficos muestran €l valor promedio + desviacion estandar
(Unpaired t Test). b) Mediana de intensidad de fluorescencia de CD40 en linfocitos B CD19*CD1d* en
controles sanos (n=11) y pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=9) p=0,5615. Los graficos muestran €l
valor promedio + desviacién estdndar (Unpaired t Test).
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Figura 8: Frecuenciay nivel de expresion de CD80 en linfocitos B CD19*CD1d* en sangre periférica
de controles sanos y pacientes con adenocar cinoma gastrico. a) Gréfico de dispersion que muestra €l
porcentaje de linfocitos B CD19*CD1d* que expresan CD80* en controles sanos (n=11) y pacientes con
adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,7143. Los graficos muestran €l valor promedio + desviacion estandar
(Unpaired t Test,). b) Mediana de intensidad de fluorescencia de CD80 en linfocitos B CD19*CD1d* en
controles sanos (n=11) y pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=9) p=0,9179. Los gréficos muestran el
valor promedio + desviacién estdndar (Unpaired t Test).
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Figura 9: Frecuencia y nivel de expresion de CD86 en linfocitos B CD19*CD1d* en sangre
periférica de controles sanos y pacientes con adenocar cinoma gastrico. a) Gréfico de dispersion que
muestra el porcentaje de linfocitos B CD19*CD1d" que expresan CD86" en controles sanos (n=11) y
pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=9), p=0,7143. Los graficos muestran € valor promedio +
desviacion esténdar (Unpaired t Test, GraphPad Prism v5.0). b) Mediana de intensidad de fluorescencia
de CD86 en linfocitos B CD19*CD1d* en controles sanos (n=11) y pacientes con adenocarcinoma
gastrico (n=9) p=0,9015. Los gréficos muestran el valor promedio + desviacién estandar (Unpaired t
Test, GraphPad Prism v5.0).

Al buscar una relacion entre la expresién de las moléculas de co-estimulacion,
realizamos un andlisis de correlacion entre € porcentaje de linfocitos B que expresan
CD40 y aguellos que expresan CD80 o CD86, tanto en linfocitos B totales como en
linfocitos B que expresan CD1d, en controles sanos y en pacientes con cancer gastrico.
Se observa que los linfocitos B CD1d* que expresan CD40 en su superficie, también
expresan, en mayor porcentaje, CD80 y CD86 en los pacientes con adenocarcinoma

gastrico, y no asi en los controles sanos (Figuras 10 y 11).
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Figura 10: Relacion entre los porcentajes de linfocitos B de sangre periférica que expresan CD40,
CD80 y CD86. Los graficos de correlacion muestran los porcentajes de linfocitos B CD19* de controles
sanos que expresan CD40 y CD80 (a) y CD40 y CD86 (b). También se muestran los gréficos de
correlacion entre los porcentgjes de linfocitos B CD19* de pacientes con adenocarcinoma gastrico que
expresan CD40 y CD80 (c) y CD40y CD86 (d).
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Figura 11: Relacién entre los porcentajes de linfocitos B CD1d* de sangre periférica que expresan
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de controles sanos que expresan CD40 y CD80 (a) y CD40 y CD86 (b). También se observan los graficos
de correlacion entre los porcentgjes de linfocitos B CD19* CD1d" de pacientes con adenocarcinoma

9%CD40CD80 en LB CD1d* Sanos

"
r =0.5455

i p =0.0876 .

U

a

Fal °® [ °

. o ° ° .
v i a b L LT
%CD40 en CD19*CD1d*

%CD40CD80 en LB CD1d* CG

r=0.7907 *
HL .
p =0.0112 .
a
L)
2 .
L]
ul e® hd
J i a HL u 00
T
%CD40 en CD19*CD1d*

b) 9%CD40CD86 en LB CD1d* Sanos
g ™| =05
8 | p=0.1217 .
EF”' HL
[m)
() Al
g 2 o @ Ve e ®e . *
[m) T T T T ]
Lg 2 4an [-18 ac 1
X

%CD40 en CD19*CD1d*

d) 9%CD40CD86 en LB CD1d* CG
1S ac °
8 r=0.7774 y
5
o
@)
&
O
X 1
Q
X

%CD40 en CD19*CD1d"*

gastrico que expresan CD40y CD80 (c), p= 0,0112, y CD40y CD86 (d), p= 0,0137.

44



Objetivo especifico 3: Evaluar la produccién de 1L-10 y TNF-a por parte de los
linfocitos B CD1d+ de sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma gastrico y

de controles sanos, bajo un estimulo inespecifico y co-cultivados con linfocitosiNKT.

De modo de comprender o caracterizar mejor la respuesta de los linfocitos B frente a
la activacion mediante linfocitos iINKT en cancer gastrico, se decidié estudiar la
produccion de dos citoquinas: IL-10, que es una citoquinainmunoreguladora, y TNF-a,
una citoquina pro-inflamatoria. Se ha visto que distintos tipos celulares, como
linfocitos B reguladores, producen IL-10, lo que promueve la progresion del cancer
(Shen et a, 2016). En € caso de TNF-a, se ha visto que esta citoquina presenta efectos
duales en la respuesta inmune frente a cancer; por un lado, actla de manera anti-
tumoral debido a que promueve la muerte celular o apoptosis de células tumorales
mediante la activacién de la via c-Jun N-terminal kinasa (JNK); por otro lado, actia de
manera pro-tumoral, ya que la inflamacidén crénica inducida por esta citoquina
promueve € dafio dedl ADN celular, tiene un efecto anti-apoptotico actuando sobre la
via NF-kB y aumenta la expresion de quimioquinas (Wang et al, 2008). Por lo tanto, al
evaluar la produccion de estas dos citoquinas por parte de los linfocitos B de pacientes
con adenocarcinoma gastrico, se intenta comprender cudl es € rol que cumplen estas

células en larespuestainmune frente al cancer.

Para cumplir este objetivo, se utilizd un kit de seleccidn negativa para aislar linfocitos
B a partir de PBMC de sangre periférica de pacientes y controles sanos (Figura 12).
Una vez aislados, se indujo la produccién de citoquinas incubando a los linfocitos B
con PMA/lonomicina en presencia de monensinay brefeldina A por 5 horas; luego, se

tiferon las céulas con anticuerpo anti-CD19-Alexa700, seguido de fijacion vy
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permeabilizacion celular. Enseguida, se realizd una tincién intracelular con anticuerpo

anti-1L-10-APC o anti-TNF-a-PeCy7.
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Figura 12: Enriquecimiento de linfocitos B CD19* periféricos a partir del PBMC de un control
sano. (a) Dot plot representativo que muestra la poblacion de linfocitos que se selecciona por tamafio
(FSC-A) y granularidad (SSC-A) antes de realizar el aislamiento de linfocitos B con un kit de seleccion
negativa. (b) Histograma que representa el porcentaje de linfocitos B CD19* en la poblacion de linfocitos
totales seleccionada en (), la que corresponde a 35,9%. La curva azul corresponde a control de isotipo
para CD19. (c) Dot plot representativo que muestra la poblacion de linfocitos seleccionada por tamafio y
granularidad después del enriquecimiento de linfocitos B. (d) Histograma que representa el porcentaje de
linfocitos B CD19" en la poblacion linfocitaria seleccionada en (c), que corresponde a 97,3%. La curva
azul corresponde al control de isotipo.

Ademas, para cumplir €l objetivo 3 se expandieron y purificaron células iINKT de un
unico control sano (Figura 13), y estas células se co-cultivaron con los linfocitos B
periféricos enriquecidos, tanto de pacientes con adenocarcinoma gastrico como de
controles sanos. El co-cultivo se realizé a una proporcion celular de 1:1 durante 3 dias,
para luego redlizar la tincion de los linfocitos B con los anticuerpos anti-CD19, anti-

CD1d, anti-IL-10 y anti-TNF-a.
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Figura 13: Protocolo de expansion in vitro de linfocitos iNKT. (a) Amplificacion 100 x de fotografias
tomadas a diferentes tiempos a través de microscopia Optica. Este protocolo de expansién de linfocitos
iNKT serealiza a partir de PBMC de un individuo sano. En el dia cero, se agrega aGalCer, IL-2 e IL-7 y,
cada 4-5 dias, se realiza cambio de medio de cultivo y se adicionalL-2 e IL-7. (b) Dot plot representativos
del proceso de expansion y purificacién, asi como de las condiciones iniciales de las células iINKT a
expandir. De izquierda a derecha: €l primer Dot Plot muestra el porcentaje de células iINKT en el PBMC
antes de la expansion, en el dia 0 (0,402 %); €l segundo Dot Plot muestra € porcentgje de células iINKT
después de 30 dias en cultivo (22,105 %), y € ultimo Dot Plot muestra las células INKT después del cell
sorting, y se obtiene una pureza de 92%.
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Luego dd co-cultivo entre células iINKT purificadas y LB enriquecidos de controles
sanos o pacientes con CG, se selecciond la poblacion de linfocitos a estudiar como se
muestra en la figura 14. Dentro de los resultados obtenidos observamos que no existe
una diferencia significativa en la produccion de IL-10 o TNF- a por parte de los
linfocitos B CD19", tampoco de los linfocitos B CD19*CD1d" entre los pacientes con

cancer géstrico (n=4) y los controles sanos (n=3) (Figuras 15, 16, 17 y 18).
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Figura 14: Seleccién de linfocitos B CD19* y CD19*CD1d* que producen IL-10y TNF-a. a) Dot plot
representativo de un voluntario sano, donde se selecciona la poblacién de linfocitos segin tamarfio (FSC-
A) y granularidad (SSC-A). b) En la poblacion de linfocitos se excluyen las células muertas del andlisis
mediante el uso de Fixable Viability Dye (FVD), que se une irreversiblemente a las células muertas. ¢) En
la poblacion de linfocitos vivos, se selecciona la poblacién que CD19* o CD19*CD1d" y se mide la
produccion de IL-10 (d) y TNF-a (€).
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Pese a este resultado, al comparar € porcentaje de cdlulas productoras de ambas
citoguinas entre los linfocitos B CD19" totales y linfocitos B CD19" que expresan
CD1d, se observa que los pacientes con adenocarcinoma gastrico presentan un mayor
porcentgje de linfocitos B CD1d" que producen TNF-a que los linfocitos B totales
(Figura 19). Esta diferencia es estadisticamente significativa en las tres condiciones
estudiadas, es decir, con un estimulo inespecifico con PMA/lonomicina, con € control
positivo con e anti-BCR y en € co-cultivo con linfocitos INKT. Esta diferencia no se
observa en las subpoblaciones de linfocitos B de controles sanos (Figura 19a'y 19c¢),
como tampoco en las subpoblaciones de voluntarios sanos ni con cancer gastrico que

producen IL-10 (Figura19b).
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Figura 15: Frecuencia de linfocitos B CD19* que producen IL-10 en sangre periférica de controles
sanos y pacientes con adenocar cinoma gastrico. Los gréficos muestran los porcentajes de linfocitos B
CD19* que producen IL-10 bajo estimulo con PMA/lonomicina, con € control positivo (anti-BCR) y en
co-cultivo con células INKT purificadas de un donante sano a una relacién 1:1, en controles sanos (n=3)
en comparacion a pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=4). a) Porcentgje de linfocitos B CD19* de
controles sanos que producen 1L-10 con estimulo inespecifico (S/E) en comparacion a el control positivo
(anti-BCR). b) Porcentgje de linfocitos B CD19* de pacientes con cancer gastrico que producen IL-10 con
estimulo inespecifico (S/E) en comparacion a el control positivo (anti-BCR). ¢) Porcentgje de linfocitos B
CD19* de controles sanos que producen IL-10 con estimulo inespecifico (S/E) en comparacion a € co-
cultivo con linfocitos iINKT. d) Porcentaje de linfocitos B CD19* de pacientes con cancer gastrico que
producen IL-10 con estimulo inespecifico (S'E) en comparacion a €l co-cultivo con linfocitos iNKT.
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Figura 16: Frecuencia de linfocitos linfocitos B CD19*CD1d* que producen IL-10 en sangre
periférica de controles sanos y pacientes con adenocarcinoma gastrico. Los graficos de lineas
muestran los porcentajes de linfocitos B CD19*CD1d* que producen IL-10 bago estimulo con
PMA/lonomicina, con € control positivo (anti-BCR) y en co-cultivo de linfocitos B con células iNKT
purificadas de un donante sano a una relacién 1:1, en controles sanos (n=3) en comparacion a pacientes
con adenocarcinoma gastrico (n=4). a) Porcentgje de linfocitos B CD19*CD1d* de controles sanos que
producen IL-10 con estimulo inespecifico (S'E) en comparaciéon a el control positivo (Anti-BCR). b)
Porcentaje de linfocitos B CD19*CD1d* de pacientes con cancer gastrico que producen IL-10 con estimulo
inespecifico (S/E) en comparacion a € control positivo (Anti-BCR). c) Porcentgje de linfocitos B
CD19*CD1d* de controles sanos que producen IL-10 con estimulo inespecifico (S/E) en comparacién a el
co-cultivo con linfocitos iINKT. d) Porcentgje de linfocitos B CD19*CD1d* de pacientes con cancer
gastrico que producen IL-10 con estimulo inespecifico (S/E) en comparacién a el co-cultivo con linfocitos
iNKT.

51



=
Z

Controles sanos Pacientes con CG

@
=]
I

404

/| %‘

104

IN
=)
1

nN
e 9

. de linfocitne B CD18° TNF-o*

. de linfocitne B CD18° TNF-o*

* & & &
&8 & N &
& v_o & v_o
2N 2
c) d)
* * .
-] Controles sanos -] Pacientes con CG
W W
40 40
E E
5 304 5 304
[ =] [ =]
o o
B 5 B 5
o o
= =
g 101 g 101
£ £
é 0 T T é 0 T T
© A © A
S & S &
= qf)‘&\é\ < = qf}\é\ <
2N &

Figura 17: Frecuencia de linfocitos B CD19* producen TNF-a en sangre periférica de controles
sanos y pacientes con adenocarcinoma gastrico. Los gréficos de lineas muestran los porcentajes de
linfocitos B CD19* que producen TNF-a bajo estimulo con PMA/lonomicina, con € control positivo (anti-
BCR) y en co-cultivo de linfocitos B con células iNKT de un Gnico donante sano a una relacion 1:1, en
controles sanos (n=3) en comparacién a pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=4). a) Porcentaje de
linfocitos B CD19" de controles sanos que producen TNF-a con estimulo inespecifico (SE) en
comparacién a € control positivo (Anti-BCR). b) Porcentgje de linfocitos B CD19* de pacientes con
cancer gastrico que producen TNF-a con estimulo inespecifico (S'E) en comparacién a el control positivo
(Anti-BCR). ¢) Porcentagje de linfocitos B CD19* de controles sanos que producen TNF-a con estimulo
inespecifico (S/E) en comparacién a e co-cultivo con linfocitos iINKT. d) Porcentgje de linfocitos B
CD19* de pacientes con cancer gastrico que producen TNF-a con estimulo inespecifico (S/E) en
comparacion ael co-cultivo con linfocitos iNKT.
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Figura 18: Frecuencia de linfocitos linfocitos B CD19*CD1d* que producen TNF-a en sangre periférica
de controles sanos y pacientes con adenocarcinoma gastrico. Los gréficos de lineas muestran los
porcentajes de linfocitos B CD19*CD1d* que producen TNF-a bajo estimulo con PMA/lonomicina, con el
control positivo (anti-BCR) y en co-cultivo de linfocitos B con células iNKTde un Unico donante sano a una
relacién 1:1, en controles sanos (n=3) en comparacion a pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=4). a)
Porcentgje de linfocitos B CD19*CD1d* de controles sanos que producen TNF-a con estimulo inespecifico
(S/E) en comparacion a e control positivo (Anti-BCR). b) Porcentgje de linfocitos B CD19*CD1d* de
pacientes con cancer gastrico que producen TNF-a con estimulo inespecifico (S/E) en comparacion a el
control positivo (Anti-BCR). c) Porcentaje de linfocitos B CD19*CD1d* de controles sanos que producen
TNF-a con estimulo inespecifico (S'E) en comparacion a € co-cultivo con linfocitos iNKT. d) Porcentaje de
linfocitos B CD19*CD1d* de pacientes con cancer gastrico que producen TNF-a con estimulo inespecifico
(S/E) en comparacion a el co-cultivo con linfocitos iNKT.
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Figura 19: Frecuencia de linfocitos B totales y linfocitos B CD1d* circulantes que producen IL-10 y
TNF-a en controles sanos y en pacientes con adenocarcinoma gastrico. Los gréficos muestran los
porcentajes de linfocitos B CD19* en comparacion a los porcentgjes de linfocitos B CD19*CD1d* que
producen 1L-10 y TNF-a bajo estimulo con PMA/lonomicina, con € control positivo anti-BCR y en co-
cultivo con células iINKT a una relacién 1:1, en controles sanos (n=3) y en pacientes con adenocarcinoma
gastrico (n=4). Las células fueron incubadas solas, con anti-BCR o0 en presencia de células iNKT durante tres
dias, y se agregaron PMA/lonomicina més brefeldina A y monensina a todas las condiciones experimentales
por 5 horas antes del andlisis de la producciéon de TNF-a por los linfocitos B por citometria de flujo. @)
Porcentaje de linfocitos B CD19* que producen IL-10 con estimulo inespecifico (S/E), con anti-BCR y en co-
cultivo con linfocitos INKT en comparacién al porcentagje de linfocitos B CD19*CD1d* en voluntarios sanos.
b) Porcentgje de linfocitos B CD19* que producen IL-10 con estimulo inespecifico (S/E), con anti-BCR y en
co-cultivo con linfocitos INKT en comparacion a linfocitos B CD19*CD1d* en pacientes con adenocarcinoma
gastrico. ¢) Porcentgje de linfocitos B CD19" que producen TNF-a con estimulo inespecifico (S/E), con anti-
BCR y en co-cultivo con linfocitos iNKT en comparacion a linfocitos B CD19*CD1d* en controles sanos. d)
Porcentgje de linfocitos B CD19* que producen TNF-a con estimulo inespecifico (S/E), con anti-BCR y en
co-cultivo con linfocitos iINKT en comparacion a linfocitos B CD19*CD1d* en pacientes con cancer gastrico.
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Discusion

Durante e desarrollo de este proyecto, quisimos evaluar algunas caracteristicas
fenotipicas y funcionales de linfocitos B circulantes en pacientes con adenocarcinoma
gastrico. Vimos que los pacientes con cancer gastrico presentan menor frecuencia de
linfocitos B CD19" totales que los controles sanos. Se ha descrito, en la literatura, que
los linfocitos B CD19" de sangre periférica son un predictor de sobrevida en pacientes
con cancer gastrico, donde pacientes con mayor porcentgje de linfocitos CD19*
presentan una mayor sobrevida post-gastrectomia (Qi-Ming Yu, et a, 2012). Nuestros
resultados indican que no hay diferencias en la sobrevida en los pacientes con cancer
gastrico estudiados segin el nivel de linfocitos B CD19* circulantes (datos no
mostrados). Es posible que esta disminucion en la frecuencia de linfocitos B periféricos
se deba a que estas células migren a la zona del tumor para gercer una accion anti-
tumoral; por otro lado, es posible que algunos pacientes con cancer gastrico presenten
leucopenia. Este fendbmeno ya ha sido descrito en la literatura, donde un estudio
realizado por Xiao-Feng Cheny col. en el 2016 concluye que un 8,8% de los pacientes
con cancer gastrico presentan leucopenia antes de la cirugia, y que ésta se asocia de
manera inversamente proporcional a estadio tumoral, compromiso de ganglios

linfaticos, estadio TNM y sobrevida.

Ademas, en este proyecto, evaluamos la frecuencia de linfocitos B que expresan
CD1d, como también €l nivel de expresion de CD1d en estas células entre pacientes y
controles sanos. CD1d es una molécula presente en la membrana de los linfocitos B
gue presenta antigenos glicolipidicos alas células iNKT. De esta manera, los linfocitos

iNKT reconocen, mediante su TCR, € antigeno glicolipidico y se activa como
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respuesta. A su vez, la interaccion entre CD40L presente en la superficie de los
linfocitos INKT y e CD40 en la superficie de linfocitos B, permite la activacion de
estos Ultimos, resultando en una secrecion de anticuerpos, cambio de clase o switch
isotipico, coestimulacion de linfocitos T y la generacion de memoria inmunoldgica
(Hostager et al, 1999). Sin embargo, esta activacion resulta en una regulacion negativa
de la expresion de CD1d de manera de evitar citotoxicidad por parte de los linfocitos
INKT (Allan et a, 2011). En nuestros resultados, no se observa una diferencia
estadisticamente significativa en la expresién de CD1d entre linfocitos B de voluntarios
sanos comparado con pacientes con cancer gastrico, pese a que se observa una
tendencia a que los pacientes presenten un menor porcentaje de linfocitos B CD1d". El
hecho de que los grupos estudiados (controles sanos y pacientes) tengan una frecuencia
de expresion y una intensidad de fluorescencia similar de CD1d, sugiere que la
capacidad de activar a células INKT por parte de los linfocitos B, através de CD1d, no
se encuentra comprometida. Por o tanto, la enfermedad no afectaria la expresiéon de

CD1d, tampoco la capacidad de activar linfocitos INKT mediante estavia.

Por otro lado, pudimos observar que € porcentgje de linfocitos B CD19" circulantes
gue expresan CD40, un receptor de co-estimulacion necesario para la activacion,
maduracion y produccion de anticuerpos por parte de linfocitos B, se encuentra
disminuido de manera significativa en los pacientes con adenocarcinoma gastrico. Sin
embargo, creemos gue esta disminucion de la expresién de CD40 podria estar dada
porgue existen dos pacientes que tienen un menor porcentgje de linfocitos B CD19" en
sangre periférica que expresan CD40 en comparacion a resto de los pacientes

estudiados, por 1o tanto, creemos que es necesario aumentar € tamafo muestral para
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evaluar que ocurre realmente en cancer gastrico y determinar si esos dos pacientes son

representativos o no de la poblacion en estudio.

Cuando € receptor CD40, presente en la superficie de los linfocitos B, se une a su
ligando CD40L (CD154), presente en la superficie de los linfocitos T y linfocitos
iNKT, los linfocitos B se activan y aumentan la expresion de moléculas co-
estimuladoras y otros mediadores inmunes (Zippelius, 2015). En e presente estudio,
guisimos buscar una relaciéon entre la expresion de CD40, CD80 y CD86 en los
linfocitos B totales y los linfocitos B CD1d*. Dentro de los resultados obtenidos,
pudimos observar que, en los pacientes con cancer gastrico, los linfocitos B CD1d* que
expresan CD40, también expresan mayor porcentgje de CD80 y CD86 de manera
estadisticamente significativa, 10 que es concordante con laliteratura (Zippelius, 2015).
Los ligandos de co-estimulacion, como lo son CD80 y CD86, se pueden unir a dos
tipos de proteinas en la superficie de los linfocitos T: e receptor CD28 y €l receptor
CTLA-4. CD28 es un receptor de activacion de los linfocitos T, es la segunda sefial
(después de la unién de receptor de linfocitos T o TCR) necesaria para que los
linfocitos T se activen. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los linfocitos B
CD1d" de cancer gastrico se encuentran mas activados que en controles sanos debido a
gue éstas cdlulas, a parecer, expresan concomitantemente CD40 y CD80/CD86. Sin
embargo, no sabemos s esta activacion de los linfocitos B CD1d* se traduce en una
mayor activacion de los linfocitos iINKT, para lo cua seria necesario medir la
expresion de CD28 y CTLA-4 en la superficie celular, como también evauar la
respuesta efectora, como la produccion de citoquinas inducida por la interaccién entre

los receptores y sus ligandos.
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Dado que la interaccion entre los linfocitos B y los linfocitos iNKT resulta en la
activacion de ambas células, nosotros decidimos evaluar s los linfocitos iINKT son
capaces de estimular la produccion de citoquinas por parte de los linfocitos B. Para
esto, analizamos la produccion de dos citoquinas antagonicas secretadas por 10s
linfocitos B, de manera basal y al co-cultivar los linfocitos B, durante tres dias, con
células INKT. Dentro de los resultados obtenidos, observamos que la produccién basal
de IL-10 por parte de los linfocitos B totales y los linfocitos B CD1d* es muy similar
entre los voluntarios sanos y los pacientes con adenocarcinoma gastrico, y esta
produccion tiende a disminuir con € co-cultivo con linfocitos INKT en los dos grupos
de linfocitos B estudiados, pero los resultados no fueron estadisticamente
significativos. La IL-10 es wuna citoquina anti-inflamatoria, supresora o
inmunoreguladora, que contribuye a desarrollo de células T reguladoras, induce la
expansion de células Bregs, suprime la diferenciacion de linfocitos Thl y Thl7
mediante la disminucion de citoquinas pro-inflamatorias, e inhibe la actividad efectora
de los linfocitos B (Rosser, 2015). Nuestros resultados sugieren que los linfocitos B
totales y CD1d" de sangre periférica de pacientes con cancer gastrico no actuarian de
manera inmunoreguladora mediante la secrecion de IL-10. Sin embargo, seria
interesante evaluar la produccion de otras citoquinas inmunoreguladoras como TGF-f
o IL-35, que también son producidas por linfocitos B reguladores, y que inducen
apoptosis de linfocitos T CD4", anergia de linfocitos T CD8" y bloquean las respuestas

Thl (Rosser, 2015).

En € dltimo tiempo, se ha visto que la citoquina TNF-a participa en la respuesta

inmune tumoral, pero sus funciones pueden ser antagonicas. EI TNF-a, que es una
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citoquina multifuncional, cumple importantes roles en la sobrevida celular,
proliferacion, diferenciacién y muerte celular. Como mencionamos previamente, €
TNF-o actia de manera dua en la carcinogénesis. Por un lado, puede gercer una
funcion pro-tumoral, promoviendo e crecimiento tumoral en ciertos tipos de canceres,
como carcinoma de células renales (Sun KH, et a, 2016). Por otro lado, se ha visto
gue, en ensayos experimentales con modelos murinos de sarcomas de piel inducidos
por 3"-metilcolantrene, se observa que los ratones que no presentan TNF-a eran mas
susceptibles a presentar sarcomas de piel (Swann JB, et a, 2008). Laregulacién del rol
pro o anti-tumoral del TNF-a no esta del todo clara, pero se considera que depende del
organo y € contexto donde se genere (Wang et al, 2008). Es por este motivo que, en
este estudio, decidimos analizar la produccion de TNF-a por parte tanto de linfocitos B
totales como linfocitos B CD1d" de sangre periférica, en pacientes y en voluntarios
sanos. Pudimos observar que la produccién de TNF-a frente a un estimulo inespecifico
con PMA/lonomicina, por parte de los linfocitos B totales y linfocitos B CD1d", es
muy similar en ambos grupos de estudio. Asimismo, a co-cultivar los linfocitos B con
células INKT, la produccién de esta citoguina tiende a aumentar, pero no de manera
estadisticamente significativa. Sin embargo, al comparar la produccién de TNF-a entre
los linfocitos B totales y los linfocitos B CD1d" de los pacientes con cancer gastrico, se
observa un mayor porcentaje de linfocitos B CD1d" que producen TNF-q, tanto con un
estimulo inespecifico como a co-cultivarlos con células iINKT, de manera
estadisticamente significativa. Interesantemente, esta diferencia no se observa en los
linfocitos B de los controles sanos, aunque, en estos individuos, se observa una
tendencia la presencia de un mayor porcentgje de linfocitos B CD1d" productores de

TNF-a en comparacion alos linfocitos B totales. EI aumento en € nimero de linfocitos
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B que producen esta citoquina podria estar contribuyendo al desarrollo tumoral en los
pacientes con adenocarcinoma gastrico, mediante la induccion de una inflamacién
crénica, favoreciendo, asi, la progresion de la enfermedad, tal como se ha visto en el
estudio realizado por Popivanova et a en e 2008, donde se bloquea el receptor de
TNF-a y esto disminuye la carcinogénesis colorrectal asociada a colitis cronica. Junto
con esto, se ha visto que las diferentes subpoblaciones de linfocitos B secretan
diferentes citoquinas. Por g emplo, los linfocitos B naive tienden a producir més IL-10,
mientras que los linfocitos B de memoria producen més citoquinas pro-inflamatorias,
como linfotoxina y TNF-a (Duddy et al, 2007). Por lo tanto, seria interesante
identificar subpoblaciones de linfocitos B que predominan en los pacientes con cancer
gastrico, v, asi, estudiar sus funciones efectoras, como la produccién de citoquinas, en
presencia de células iINKT, de modo a comprender los efectos decurrentes de la
interaccion entre ambos tipos celulares. Por otro lado, se ha visto que la accion
conjunta de TNF-a e IFN-y en canceres de cdlulas 3 (como cancer pancredtico o de
mama) detienen el crecimiento tumoral (Braumuller et a, 2013). En este proyecto, no
evaluamos la produccion de IFN-y por los linfocitos B, pero consideramos que seria
importante, a futuro, evaluar si los linfocitos B, en cancer gastrico, producen ambas
citoquinas en conjunto 0 pueden recuperar su produccion ex vivo, con €l objetivo de

poder generar una nueva herramienta en € tratamiento de esta enfermedad.

Finalmente, se ha descrito que e TNF-a participa en los eventos tempranos del
desarrollo de otros canceres, como € cancer de piel y un modelo experimental de
cancer de colon inducido por colitis crénica, como también en la progresion

experimental de un modelo de adenocarcinoma de colon con metastasis a pulmon
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(Frances Balkwill, 2006). Estos mecanismos de promocion y progresion del cancer se
explicarian debido a que el TNF-a puede dafiar directamente e ADN de las células por
accion de una inflamacion cronica, porque puede tener un efecto anti-apoptético
actuando en la via NF-kB y porque aumenta la expresion de algunas quimioquinas y
sus receptores, 1o que favorece la metastasis (Balkwill, 2006). Es por esto, que € TNF-
a se ha convertido en un posible blanco terapéutico paraintentar controlar € desarrollo
y progresion del cancer. Como vimos en nuestros resultados, los linfocitos B CD1d*
producen TNF-a en los pacientes con cancer gastrico, lo que abre una nueva
posibilidad a investigar esta poblacion cdlular y generar armas terapéuticas dirigidas
especificamente a estas células, con € fin de disminuir algunos de los efectos

secundarios que se dan con €l uso de antagonistas de TNF-a.

En nuestro estudio, solo evaluamos la activacién de linfocitos B a ser co-cultivados
con células iINKT, pero seria interesante analizar Si existe activacion de las células
iNKT a ser co-cultivadas con linfocitos B, mediante la evaluacion de produccién de
citoquinas por parte de las células iNKT, asi como evaluar la relevancia de lamolécula
CD1d, expresada por los linfocitos B, en la activacion de las clulas iNKT utilizando,

por g emplo, anticuerpos blogueantes para esta mol écul a presentadora de antigeno.

También consideramos importante poder determinar, de manera mas especifica, €l
fenotipo de los linfocitos B, porque, como ya se sabe, existen distintas subpoblaciones
de estas células, y cada una tiene un fenotipo y funcion especifica. Por ggemplo, los
linfocitos Bregs se caracterizan por secretar IL-10; sin embargo, se ha descrito dos
fenotipos de estas células en humanos. CD19*CD24"CD38"CD1d" vy

CD19'CD24"CD27* (Rosser et a, 2015). Por otro lado, como mencionamos
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anteriormente, los linfocitos B naive (CD27°) tienden a producir mas IL-10 y los

linfocitos B de memoria (CD27*) producen méas TNF-a.

Dados los resultados obtenidos en este estudio, hemos podido proponer un esquema
que intenta explicar la participacion que tienen los linfocitos B CD1d™ en la respuesta
inmune frente a cancer gastrico. En estos pacientes, los linfocitos B que expresan
CD1d se encontrarian més activados, |o que se reflgja en la expresion concomitante de
CD40 y CD80 o CD40 y CD86. Esta activacion puede ser llevada a cabo mediante
determinadas moléculas, citoquinas o patron molecular asociado a dafio (DAMP)
producidas por las células tumorales. Al activarse, los linfocitos B CD1d" activarian a
las células iINKT a través de CD1d que es reconocido por € TCR presente en los
linfocitos INKT y mediante CD28, que se une aCD80 y CD86 presente en la superficie
de los linfocitos B. De esta manera, los linfocitos INKT aumentan la expresion de
CD40L, que se une a CD40 expresado en la membrana de los linfocitos B, y asi se
estimula la produccién de TNF-q, citoquina gue, como hemos visto, participa
activamente en el desarrollo y progresion del cancer (Figura 20). Este aumento en la
expresion de moléculas de co-estimulacion y en la produccion de TNF-a no se observa
en los voluntarios sanos debido a que ellos no presentan células tumorales que estarian

activando alos linfocitos B.
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Cancer Gastrico

CDED/EE CD28

Células normales

Figura 20: Esquema propuesto de la activaciéon y participacion de linfocitos B CD1d* en cancer
gastrico. Las células tumoraes activan a linfocitos B CD1d* mediante la expresion y produccion de
moléculas, citoquinas 0 DAMP's. Los linfocitos B CD1d* aumentan la expresién de CD40/CD80 y
CD40/CD86, de esta manera podrian activar a las células iINKT a través de CD1d que presenta un
antigeno glicolipidico que es reconocido por el TCR invariante y CD80/CD86 que es reconocido por
CD28 en la superficie de las células INKT. Una vez que las céulas iNKT se activan, aumentan la
expresion de CD40L, que se una a CD40 presenta en la superifice de los linfocitos B, y de esta manera
se estimulala secrecién de TNF-a por parte de los linfocitos B.

Seria un nuevo desafio para € futuro e poder caracterizar megjor las subpoblaciones
de linfocitos B circulantes en cancer gastrico que expresan CD1d", que tienen mayor
capacidad de activarse y de producir mayores niveles de TNF-a, como también
comprender de manera més integral €l rol que cumplen los linfocitos B CD1d* en la

respuesta inmune frente a cancer gastrico, con € fin de evaluar y elaborar nuevas

herramientas terapéuticas para combatir esta enfermedad tan prevalente y letal.
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Conclusiones

. Los pacientes con cancer géstrico tienen un menor porcentaje de linfocitos B
totales en sangre periférica, pero no presentan diferencias en el porcentge de

linfocitos B CD1d" en comparacion a controles sanos.

. L os pacientes con cancer gastrico presentan un mayor porcentaje de linfocitos
B CD1d" circulantes que expresan CD40/CD80 y CD40/CD86 que voluntarios

Sanos.

. En pacientes con cancer gastrico, los linfocitos B CD1d* producen mas TNF-
a que linfocitos B totales de sangre periférica, al ser estimulados con células
iNKT. No se observo diferencias en la produccion de IL-10 entre los grupos

estudiados ni entre las subpoblaciones de LB.
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Anexo 1

COMSENTIMIENTO INFORMADD

Titubo del Prayects: “Unlendo la inmunidad innata y adaptativa: rol de las células NET y linfocltos T
regutadores en la regulacidn de la respuesta Inmune contra el cdncer gdstrica®

Irvestigador principal: Dra. Caralina Hager Ribeira

Emstitucidn: Universidad de Chile

Le estamos invitando a participar en ef groyecto de insestigacion “Uniends la infmunidad
Inrata y adaptativa: rol de las células KKT y linfocitos T regutadores en la repulacids de la resguasta
inmune contra el cancar gdstrica®.

Esta investigacidn pretende astudiar algunos mecanismos gue ectasian inveducrados en la
formacidn de tumares, |6 gue permitirta, a largo plaze, mejorar bos tratamientos para esta
anfarmedad.

Se pretende estudiar = unos tpes determimadaos de células (llamadas oflulas T reguladaoras
cébulas “rataral killer T [MET)) v otras sustancias lamadas “modulzdoras” influyen en la respuesta
dal srganisma frente al cdncar.

£l estusdio v andlisls de estas células v sustancias moduladoras se hard “in witre®, esto es, an
un faboratorio de investgacion de la Facultad de Mediciea de la Universidad de Chile, ¥ no
canstituyen ninguna internvencidn en su argenismo.

Este estudio se hard con un nomesp de 30 pacientas del Hospital 3alvador, Santiaga, Chiks.

51 d. acepta participar en este estudio, se |e pedird gue acepte donar una pequena muesira
del tumar, del tamaflo de una tebleta de paracetarmol obtenidz en la operacidn. Bl procedimients
na tendrd mas riesgos para Ud. gue fa cirugia misma.

Adernds, se b pedird una muestra de sangre eguivalente @ une cucharadita de 18, lo gue
tampoco presenta rFlesgos para Ud., salvo en alguros €asos un peguedo moretdn, dolor y rara ver
infacchin,

La participacidn en este estudic no le significard a Ud. ningén beneficlo directo. Su
contribucitn a esta iniciativa beneficiars el progress del conocimeento v el mejor tratamianto da
futuros pacientes.

Ud, es libre de no paricipar en esta investigacidn. 5 Ud. decide no participar, no habed
cofsecuencias negativas gara Ud. y recibied ka misma atencldn previamente ecordada oon su médica
tratante.

L. nz recibirad ningunea compensacidn eoondmica por su participacion en este estudio,

Confidenciatidad

Las ruestras de tumor y sangre donadas por Ud, no e rotulardn con su pombee o identdad,
slma gue con chdigos utilizados en el laboratorio (por efemplo, "CEX0" mas la Techa de lz operacidn).

La Investigadora Principal de este estudio e respansabilizard por el almacenamiento v uso
da Las msestras donadas por Ud.

Teda la informacidn derivada de su participacidn en este estudio serd conservads con
estricta confidencialidad. A sas datos solo tendran al access los investigaderes v los Comités de Etica
Cientificos.

La eventual publicackhn de los resultades de la mvestigacion en revistas cientificas no incluird
su mornbre o keantidad.

Su particigacidn en esta Iiniclatva es toftzlmente woluntaria. Por lo tanta, Ud. es lbre de
retirarse del estedio en cualguier momento; comunicandelos al investigador ¢ & su médico ratante,
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sin gue alle sgnifque modificaclones en el estudio o tratamiento de su enfermedad,
En el caso de gue se estime pecesario utilizar las muestras donadas por Ud. en ofros
estudias, se pedird nuevaments su autoracion, o de su repressntante legal,

5l Wd. pecesita cualguier otra infermacidn sobre este estudio o acerce de su participacidn,
puede [lamar a:
Imvestigader resgonsable; Dra. Carolina Hager Ribeira
Teléfome: |2) 97E-5088
Autoridad de [a Institucide, Dr. Marce Bustarmante Zamorana
Teléfone: {2) 260-9278

En caso gue Ud. lo necesite, también puede contaciar & los representantes 9 los Comités da
Etica que aprobaron este estudio:
Or. Manuel Oyarzdn
Depariarmenta de Jioética y Humanidades Meédicas
Facultad de pledicing - Universidad de Chile
Teléfomne: (2) 274-1560
or. Andrés Steardo
Centro de Biodtica dal 5.5.0. Oriente
Teléforo: {2) 575-3735

Este documento resyme o que los médicos me explicaron anterisrmeante, resolviendo todas
mis dudas, ¢ temenda yo conocimiento de todos los procedimientos gue me serdn reakzados.

Después de haber recibide y comprendida la informacion de ecte documento v de haber
podide aclarar todas mis dudas, otorge mi consentimlenta voluntario para participar en el proyecio
“Uniends |a inmunidad inmata ¢ adaptativa: ral de las células MET v linfocitas T reguladeres en fa
regulacidn de la respuesta inmune contra el cancer gastrica®,

mormbre del Paciente Firma Facha

Nombse del Informante Firma Facha

Carafina Hager Ribeira

Mormbre del investipador Aesponsable Firrna Facha
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Anexo 2

CONSEMTIMIENTO INFORMADO

TITULD DEL PROYECTO: "Uniendo 3 inmunidad mnata y adaptativa: rol de las células NKT v
linfocites T reguladores en la nmunoregulacidn de 12 respuesta Inmune contra el cancer gdstrico™

IMVESTIGADOR PRIMCIPAL: Dra. Carolina Hager Ribeira
INSTITLCION : Universklad de Chile
TELEFOND: [2) 978-508E

Le astammos Invitande a paricipar en el proyects de investigacidn “Uniendo fa inmunsdad
inmata y adaptativa: rol de las célulzs NKT v linfocitas T repuladeres en b inmunsregulacion de la
respuesta inmune contra ef cancer gastroa’,

Esta Ipvestipaeion pretende estudiar algunos mecanismos gue estarian imolecrados en la
formacidn de tumores, lo gue permitina a lasgo plazo mejorar los tratamienios aue se aplicardn en
esta enfermedad.

Se pretende astudiar st unass tipos determinados de celulbas (lamadas célufas T reguladaras y
células “netural kitler T (MET)) ¥ otras sustancias llamadas "moduladoras” nfluyen en la resguesta
del organismo frente al tumas,

El andlisis de estas céhulas v sustanclas moduladosas se hard "in oiira”, esto es, en  un
laboratorio de investipackin de & Facultad de Medicina de la Universidad de Ohide, y no constituye
Rifmguna intervencion en su orgenismo.

Este estudio s& hard con un némero total de 30 individuas sanos, 531 Ud. acepta participar en
este psiudis, so le peditd wna muestra de sangre equivalente & una cucheradita de té, lo gue no
presenta rliedpos para Ud., salve en alpumos casos un geguefio moretdn, dolor y rara veq infeccidn.

La particigacidn an este estudio na le significard a Ud. ningln Beneficlo directo, Su
contribuwcidn & esta iniclativa bepefiiard of progresa def conociriento v e major tratamients de
futuros pecientes con cancer.

ud. es Hbre de no participar en asta lmeastigacidn. 51 Ud. decide no participas, ro habed
consecuencize negativas para Ud. Adiclonalrmente, Ud, no recibird nalnguna compensacion
econdmica por su garticipacida en este estudia.

Confidencialldad: Toda la Informacidn derivada de =u participacidn en este estudio serd
conservada com estricta confidencialidad. A sus datas sole tendndn el aoceso bos Investigadores y bos
Corités de Etica Clentificos,

La ewentual pubbcacidn de los resultados de ks investigachdn en revistas clentificas na incluird
sl portdre o identidad.

Sy partcipacidn en esta Iniclative es totalmente volunfaria, Por 1o tanto, Ud. ec libre de
retirarse del ectudio en cealquier momento, comunicindolo al investigador responsable, sin guse
ello signifigue modificaciones en al estudia.

En &l caso de gua 5o estime necesario wtilizar la uestra doneda por Ud. en otros estudios,
sa paditd Auevarmante su auterizacida o de sy regrasentante legal.

S L. necesita cualquier otra infarmacidn sobre este ectudio o acerca de su garilcgacion,
puede llamar a;

Investigador responsatle: Dra: Caroling Hages Ribelre

Teldfons: (2] I7E-508E
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Esfe documento resume lo gque la investigadora responsable me explicd anteriarmente,

recolviando todas mis dudas, y tenlends yo conocimients de todos los procedimientos gue me
serdn realizados.

Despuds de haber recibido ¥ cosmprendido fa informacidn de este documento y die habey
podida aclarar tedas fmis dudas, otergo mi consentimiento valurtanio gare particisar en el prayacta

“Uniendo 12 inmunidad innata y adaptativa: rol de las eflulas INKT v linfoctes T reputadores an la
inmunoregulacidn de la respaesta inmune contra el cdnoar pastrica”.

Membre del danants Firmia Feha
Mombre del infotmante Frmas Fcha
CARCLINA HAGER RIBEIRD
Membre del imvestigador Firma Faetha
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Cowmisnbm Basonel de Ineethigadsin
Cieniifica y fecnologica - COMNFCYT

SIE/FONDECYT/BIOLOGIA 2 /381

Santiago, 4 AER M7

Sefoa

Cargding Ribeiro

Imastigadora Responsable Proyecio W¥11110456
Unnersidad de Chile

Facuitad de Medicing [ [C5M

Prog. Disciplnar de Inmonoiogiy

Avda. Independencia 1027

Santiagn

Estymada Sra. Fibearo:

Me dirigo a Ud., a fin de informar que en sy seskbn del 30 de
Enéro de 2012, =f Comilé Asesor de Bipética de Fondecyl-Conicyl ha revisado los
antecedentes enviados en respussta b (as observacsones realizadss v ha consderads
gue ln infarmacikdn presentads subsans kod repards plantbados.

Edjunto s envia copla del consentimiento informade viaada, el
cual deberd oy utifoads durants sy investigecon,

Eitor anlevedentes pataran a formar parte de su provecto.

Sin ofro porticular, saluda atentamente o Lid.,

e LhEE
Archivg

LFF/nn)




Anexo 4

UNTVERSIDAD DE CHILE-FACULTAD DE MEDICINA
COMITE OF ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 07 de jubo de 2011, e Comité de Etica de Investigacidn en Seres Humanos

de la Faoultad de Medicing, Unheersidad de Ohie, integrado por los siguberttes milsmbnos:

Ha revisado o Proyecto de Inwestigacin  ttulado: “Unbendo la inmunidad innata ¥

adaptativa: rol de las células NKT y linfocitos T reguiadores en la inmunoregulacidn
de lp respuesta inmune contra el chncer ghstrico” v Hwﬂgiﬂnrrﬁpﬂﬂhl:uﬂh
MﬁMImHnr,mwmmathuumﬂn Inmunovigilancis
¥ Evasion Inmuna, Programa Disciplinario de Inmunclogla, TCBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

& o & @

& Comitd revisd s Sigudentes documenios o estudio!

Pronecio O Investigacion in extenso

Lonsentimienio ks

CV ol Imveshipadior responsable v o las

Gt comprimiso o invesbigacor (e Comucrr jos resultados o esiualo L ver
Hnakzacio &ste,

El proyécto iy bos docsmentes seflalados én el parrafo precedente han sido analizedos a

la lu2 de bos postulados de la Declaracidn de Helsinki, de las Pautas Ericas  Internacionales para

Imvestigacion
Ciinica de 1ICH 1996,

Homédica en Sores Humanos CI0MS 2002, v de las Guins de Bueny Prictica

Tefdfono: SFEE92T Fax: PTEEIAY Email: coiaimed. aoiiie. o
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2
COMITE DE ETICA nﬁmﬁnﬂ%rﬂmm

Sobre o base de &5t informacidn o Comité de Etica de 1o Investaden 6n Seres
Hmnmdnhﬁntﬁduhﬂdmdunmmmnm-ummmu
sigulsne mandra sobne lod aspectns del prowecio qué 3 continuickon se sefialan!

a) Cardcter de la poblacidn estudisds: Poblachkdn no coutiva, imvestigacidn o
bErapEutics,

bj Liilidad del Proyecto; Estudio de los factonss que penmitten a o ollulas de Clnoer
Géstrico, eludir i vigilanda inmunoidgica.

£} Riesgos v Béneficios: Riesgos minimos, yo que |, bos investigadores trabajarsn en
misestras de Clncer Gistrico obtenidas en la intervencidn quirirgica reslizads en
razin de i patologla, v con massstras de sangro perifénica.

d}  Proteccidn de los partidpantes: Bxiste un formulario de Consentiméanto Informado
gnmmmmimmﬁmummw

8)  Nobificackn oportund de reaccionss adversas: no aplica.

j] La inwvestigadora respofeable se ha comprometids a entregar lof resuttados del
ectudio & acte Comilk 8 finalizsr ol proyecio,

Paor 16 tanto, & comits estima que of estudio propeesto estd Blen justificads ¥ gue no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquikos o sociales mayores gque

Este comitd tambidn analizd v aprobd o comespontdients documents de Consentimients
Informado en su versitn cormegida ded (05 de julio d& 2011, que s adjunta femad, fechado y
timbrade por o CEISH,

En virtud de las consideraciones anteriores e Comité otorga s aprobacidn dtica para ks
nealizacion del estudio propuesto, dentro de las espedificacionss del protocolo,

Santiag, OF de jullo de 2011,

Cormilé de Frica en |hvestigaciin
on Sores Humanos
HGH v
£.6.; Archive Proy, 0252011

Teldfone: PTRERIT Fax: RFEE1ISY Email; ceifa@med. vofle.of




