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INTRODUCCION

Céancer

El crecimiento celular normal es regulado por un balance finamente controlado entre las
sefiales de promocion del crecimiento y las sefiales de limitacion del crecimiento.
Durante un proceso normal, la diferenciacion de las células ocurre de una manera
ordenada y la duplicacion celular cesa por un largo tiempo cuando no se requiere,
pero en las células tumorales estos procesos estan alterados.

El cancer es una enfermedad genética® °°

que implica la alteracion de un grupo de
genes que normalmente actiuan suprimiendo o estimulando la activacion del ciclo
celular; donde la mutacion, pérdida o inactivacion de estos genes da lugar a una
division celular descontrolada y a la formacién de tumores?.

Para que las células normales se transformen en células tumorales se requieren de seis
propiedades fundamentales® que en conjunto se les conoce como marcas del cancer?®:
1) Autosuficiencia proliferativa.  Las células normales requieren de sefiales mitdogenas
de crecimiento producidas por las células vecinas, para que puedan moverse del estado
quiescente al estado activo de proliferacion, lo que contrasta con el comportamiento de
las células tumorales, las cuales muestran una reducida dependencia de las sefiales de
estimulacion de la proliferacion, puesto que ellas generan muchas de sus sefiales de
proliferacion. Tres estrategias moleculares son evidentes para obtener la autonomia en
la proliferacion celular: estimulacion autocrina, mutaciones en los receptores de los
factores de crecimiento o mutaciones en las moléculas intracelulares responsables de
la traduccion de sefiales®.

2) Insensibilidad a las sefiales de inhibicion de la proliferacion. Dentro del tejido
normal operan multiples sefiales antiproliferativas que mantienen la quiescencia celular
y la homeostasis tisular. Entre las sefiales antiproliferativas se encuentran la expresion
de moléculas de adhesion celular, factores solubles o moléculas embebidas en la
matriz extracelular. Las sefiales antiproliferativas pueden bloquear la proliferacion por
dos mecanismos: la célula puede ser forzada a salir del ciclo activo de proliferacion a un

estado quiescente o puede ser inducida a renunciar permanentemente a su potencial
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proliferativo. En el caso de las células tumorales, pueden bloquear estas sefiales y
favorecer en su lugar la expresion de las sefiales proliferativas®.

3) Evasion de Apoptosis: La habilidad de las células tumorales para sobrevivir es
determinada no solo por la velocidad de proliferacion celular, sino también por la
reducida tasa de eliminacion celular, debida principalmente a la apoptosis. La apoptosis
se activa en respuesta a la deteccion de anormalidades, entre otros factores se
incluyen, dafio al DNA, desbalance en la cascada de sefalizacion e insuficiencia en las
sefiales de sobrevivencia®. La resistencia a la apoptosis puede ser adquirida por las
células tumorales a través de una gran variedad de estrategias; sin embargo, la que
mas comunmente ocurre es la pérdida de la regulacion proapoptética, a través de
mutaciones que se presentan en el gen supresor de tumor TP53%,

4) Potencial replicativo ilimitado.  El progresivo acortamiento de los telomeros a través
de los consecutivos ciclos de replicacion ocasiona la desproteccion de las
terminaciones cromosémicas, lo que puede resultar en la muerte de la célula. El
potencial replicativo ilimitado es un fendmeno esencial que se adquiere durante la
progresion maligna del tumor; en el que, las células tumorales pueden sobreexpresar la
enzima telomerasa para mantener a los telomeros lo que conduce a que la célula pueda
dividirse indefinidamente sin perder los telémeros®.

5) Angiogénesis sostenida. Una vez que el tejido estd formado, la formacion de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) es transitoria y cuidadosamente regulada.
Dentro de una lesion proliferativa aberrante, las células inicialmente carecen de
habilidad angiogénica, lo que restringe su capacidad de expansion; sin embargo, debido
a la estimulacion proliferativa y al aumento de tamafio del tumor, al inicio de las
neoplasias, muchas células desarrollan la habilidad angiogénica. La induccion de la
angiogénesis y los efectos de los inhibidores de la angiogénesis, indican que la
neovascularizacion es un prerrequisito para la rapida expansion clonal asociada con la
formacion de tumores macroscépicos?®.

6) Invasion tisular y metéstasis. Durante la generacion de nuevas clonas con
variantes genéticas, las células tumorales proliferan descontroladamente y pierden la
capacidad de adhesién con las células de su alrededor, lo que les permite invadir

tejidos adyacentes y viajar a sitios distantes donde pueden establecer una nueva
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generacion de clonas (metéstasis) %°. La capacidad de invasién y metastasis permite a
las células tumorales liberarse del tumor primario y colonizar nuevos sitios en el cuerpo
donde, al menos inicialmente, el espacio y los nutrientes no seran limitados. Sin
embargo, el éxito en la invasion tisular y la metastasis depende de que se adquieran las

cinco marcas previamente mencionadas?®.

En general, las alteraciones que se presentan en las células tumorales son debidas a
que el genoma es modificado en mudltiples sitios, sufriendo una desorganizacion a
causa de mutaciones ligeras o puntuales®’. Las alteraciones en el cancer son el
resultado de interacciones entre factores genéticos (lesiones del DNA ocurridas por la
replicacién, la desaminacion, las metilaciones, el ataque de especies reactivas de
oxigeno y la imperfecta reparacién del DNA dafiado?) y los agentes externos
(carcinégenos fisicos: radiacién; carcin6genos quimicos: humo del tabaco vy
carcinégenos bioldgicos: infecciones por virus). Las interacciones entre ambos factores
son responsables de dafiar al DNA causando mutaciones?.

El cancer es un proceso de multiples pasos, en el que las principales alteraciones del
DNA, responsables de la tumorogénesis, se presentan en tres tipos de genes: los
oncogenes, los genes supresores de tumor y los genes de estabilidad®’.

Los protooncogenes son genes que codifican para proteinas involucradas en la
progresion del ciclo celular y regulacion de la proliferacion celular; cuando éstos son
mutados se desencadena un estado de activacion permanente que aumenta su
potencial oncogénico y se denominan entonces como oncogenes debido a la ganancia
de funciones que presentan. Por otro lado, la induccién oncogénica por los genes
supresores de tumor, encargados de detener la divisién celular e inducir la apoptosis,
ocurre a través de la inactivacion de proteinas reguladoras del ciclo celular provocando
la pérdida de funciones celulares. Finalmente, los genes de estabilidad son
responsables del proceso de reparacion del DNA, asegurando que se presente la
correcta segregacién cromosomal durante la mitosis®’.

La inactivacion de los genes supresores de tumor y de los genes de estabilidad, asi
como la ganancia en la funcion de los oncogenes conllevan a una inestabilidad y
variabilidad genomica y en consecuencia a una generacion de ceélulas mutantes con

ventajas selectivas, que conducen a la proliferacibn tumoral descontrolada y la



&

Introduccion

extension de clonas de las células transformadas, que pueden generar un tumor

maligno?®.

Céancer de pulmon

El cancer es una enfermedad que tiene importancia en el ambito de la salud a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de los 60.7
millones de muertes mundiales que se registraron en el 2007, 7.9 millones (13%) se
debieron al céncer. Los tipos de céanceres que mas contribuyeron al indice de
mortalidad sin considerar el género son: cancer de pulmén, cancer de estémago,

cancer de higado, cancer de colon y cancer de mama*.

Incidencia y generalidades del cancer de pulmén

El cancer de pulmoén es la forma mas comun de cancer en el mundo®, con un estimado
de 1.4 millones de defunciones en el afilo 2007 y con un incremento en el 2008 de 1.8
millones de defunciones, de las cuales el 60% se registraron en paises
subdesarrollados®.

En México, el cancer de pulmon también representa la principal causa de muerte por
cancer, durante el periodo de 1998-2004 se registraron 46 mil muertes debidas a esta
patologia con una edad promedio de defuncion de 68 afios y un estimado de incidencia
de 19 muertes cada 24 hrs™. La causa més importante relacionada al cancer de pulmén
es el humo de cigarro, se estima que el 80-90% de los casos, se asocian con el habito
tabaquico; el porcentaje restante corresponde a pacientes que desarrollan cancer de
pulmén con un historial de no fumadores y puede estar relacionado con causas
ambientales y hereditarias*?.

El cancer de pulmoén es una enfermedad que resulta de alteraciones genéticas en el
epitelio pulmonar, debidas principalmente a la acumulacion de los compuestos quimicos
mutagénicos y carcinogénicos que tienen los cigarrillos*® 4% 4,

Se han identificado mas de 4, 000 sustancias quimicas en el humo del cigarro, de las
cuales mas de 60 son carcinogeénicas. Las sustancias quimicas que inician la
carcinogénesis son de estructura extremadamente diversas e incluyen tanto a

productos naturales como sintéticos. De manera general, se pueden clasificar de la
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siguiente forma: 1) compuestos de accidén directa, que no requieren transformacién
quimica para su carcinogenicidad y 2) compuestos de accion indirecta o
procarcindgenos, que requieren ser metabolizados in vivo para producir compuestos
altamente reactivos capaces de inducir cambios genéticos y epigenéticos en las
células*® 4,

Los carcindgenos actuan en diferentes etapas de la carcinogénesis: iniciacion,
promocion y progresion. La iniciacion es la secuencia de eventos iniciales que se
presentan en el proceso de carcinogénesis, la cual consiste en la transformacion de una
célula normal a una célula neoplasica, por medio del desarrollo de defectos genéticos.
La etapa de promocién en la que la proliferacion de la célula neoplasica es de manera
descontrolada hacia el tejido adyacente; y la etapa de progresion que se manifiesta con
una proliferacion sostenida que encausa un crecimiento maligno incontrolable (ver

figura 1)*.

Clasificacién histologica

Los tumores malignos se clasifican de acuerdo a distintas caracteristicas patoldgicas,
morfologicas, diferencias epidemioldgicas, clinicas, radiograficas y pronosticas
particulares?®.

El carcinoma de pulmoén se clasifica histolégicamente en cuatro principales tipos: cancer
de pulmoén de células pequefias (SCLC), carcinoma de células escamosas (SC),
adenocarcinoma (AC) y carcinoma de células grandes (LC). Clinicamente los tres
altimos tipos se consideran como carcinoma de pulmén de células no pequeiias
(NSCLC) **. El NSCLC representa el 80% de los casos que se presentan de cancer de

pulmén y el adenocarcinoma es el tipo histolégico con mayor frecuencia®.
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Figura 1. Proceso de carcinogénesis pulmonar. La susceptibilidad del hospedero de padecer cancer

de pulmon esta relacionada con el habito tabaquico en un 90%, mientras que el otro 10% es debido a
otros factores. El huésped que desarrolla cancer de pulmén presenta una progresion celular
descontrolada que se manifiesta en diferentes etapas. De acuerdo a la progresion e invasiéon de las
células tumorales (células de color rosa) en la cavidad pulmonar se observa la etapa inicial del cancer o
pre-cancer, la etapa temprana del cancer y la etapa avanzada de cancer (Medficada de 27)

Estadios del carcinoma pulmonar de células no peque nas

El tumor pulmonar presenta diferentes cambios que se manifiestan por etapas: Etapa 0
0 tumor in situ. Etapa IA, donde el tumor ha alcanzado un tamafio <3 cm, crece
alrededor del pulmon o la pleura visceral, etapa IB si el tumor presenta una dimension
>3 cm y se ha diseminado menos de 2 cm hacia los bronquios. Etapa IlA, en la que el
tumor se ha extendido alrededor de los bronquios y ganglios intrapulmonares, etapa 11B
si el tumor se ha diseminado hacia el diafragma, la pared pulmonar y pleura. Etapa IlIA,
en la que el tumor se extiende por la pared bronquial, la mayoria de los ganglios que se
encuentran alrededor de los pulmones y el pericardio, y la etapa IlIB considerada como
de estadio avanzado, pues el tumor se ha diseminado hacia el corazon, la trdquea y el

12,31

esofago; y finalmente la etapa IV en la que se presenta una metastasis distante (ver

figura 2).
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Los sintomas causados por el cancer de pulmén pueden variar dependiendo del tipo de
tumor y la etapa o progresién tumoral®®. Muchos pacientes pueden presentar
inicialmente sintomas sistémicos no especificos como pérdida de peso, fatiga y falta de
apetito, posteriormente se pueden presentar sintomas asociados a la presencia del

tumor, como dolor torécico y disnea (dificultad para respirar) .

Derrame pleural

La invasion y extension del tumor hacia el tejido adyacente puede invadir la pared
pulmonar, causando una opresién toracica que genera dolor persistente y disnea?,
sintomas debidos principalmente a la acumulacion del liquido pleural en el espacio
intratoracico.

El derrame pleural se define como la acumulacion anormal de liquido en el espacio
pleural, una entidad patologica, resultado del desequilibrio entre la formacion del liquido
pleural y su reabsorcién’. Entre las enfermedades mas comunes que ocasionan
derrame pleural se encuentran el cancer pulmonar, la neumonia, la insuficiencia
cardiaca y la tuberculosis, entre otras®.

Un proceso inflamatorio en el espacio pleural puede resultar en un incremento de la
permeabilidad pleural vascular llevando a la acumulacion del liquido pleural por la
presencia del tumor?®, lo que altera los pardmetros normales bioquimicos y citolégicos
dentro de la cavidad pleural, observandose un enriquecimiento en el liquido pleural de
proteinas, células epiteliales, CMN (células mononucleares) e incluso células

tumorales?.

Tratamientos generales de cancer de pulmon

Los diferentes tratamientos para el cancer de pulmén se basan en la funcionalidad de
los pulmones, el tipo histologico de cancer y la etapa en la que se encuentra el
paciente. Dentro de las opciones de tratamiento se encuentran la quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia, la cirugia y el drenado de la cavidad pleural por
toracocentesis, que se emplea como un tratamiento paliativo para remover el exceso de

liquido pleural acumulado®!.
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Dentro de las alternativas terapéuticas para el cancer de pulmon actualmente el sistema
inmune es un blanco a desarrollar como tratamiento, particularmente para mejorar los

tratamientos convencionales a los que muchos tumores ya han desarrollado resistencia.

Estadio 11l

Estadio IV
. _——Cancer

Se conduce a
otras partes

P _Traquea e

- ' S
o = Nodulos

del cuerpo

I.’)Caincar- / I’ 4 o e, | B Nédulos
3 4 " / \ 0 i linfaticos

Figura 2. Estadios de progresion del cancer pulmona  r. El desarrollo del tumor se refleja en estadios
que indican el nivel de invasion del tumor hacia el tejido circundante normal.
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Generalidades de la respuesta inmune

El sistema inmune es una red interactiva de oOrganos linfoides, células, factores
humorales y citocinas, cuya funcion es la defensa del hospedero, respondiendo a las
alteraciones que causan un desequilibrio en la homedstasis del organismo™.

La respuesta inmune se divide en dos grupos: respuesta innata y respuesta adaptativa®.
La respuesta inmune innata provee la primera linea de defensa al hospedero, mediante
mecanismos de defensa celulares y moleculares, que se presentan de manera natural
en un organismo y estan preparados para una rapida accion. Los principales
componentes de la inmunidad innata son los siguientes: 1) barreras fisicas y quimicas,
como los epitelios y las sustancias antimicrobianas formadas en sus superficies; 2)
células fagociticas (neutrofilos y macrofagos) y linfocitos citoliticos naturales (NK, del
inglés Natural Killer); 3) factores solubles, como el complemento y los mediadores de la
inflamacién; y 4) citocinas que regulan y coordinan la respuesta celular®.

La respuesta inmune adaptativa es una respuesta de memoria, no inmediata, que
consiste en reacciones antigeno-especificas mediadas por células linfoides: los
linfocitos B y los linfocitos T. Los linfocitos T ya maduros se dividen en dos
subpoblaciones diferentes: los linfocitos T CD4" o linfocitos T cooperadores (Th, del
inglés T helper), y los linfocitos T CD8" o linfocitos T citotdxicos (CTLs). A su vez, las
células Th se pueden subdividir en diferentes poblaciones de acuerdo al patron de
citocinas que secreten. Después de un estimulo, el linfocito precursor ThO puede
diferenciarse a Thl o Th2 de acuerdo al perfil de citocinas que secretan. Las células de
tipo Thl pueden secretar, entre otras citocinas, Interleucina (IL)-2, que ayuda a las
células pre-citotoxicas a proliferar e Interferon (IFN)-y, que activa a los macrofagos y
promueve la diferenciacion de los CTLs; en cambio las células de tipo Th2, producen IL-
4, IL-5, IL-6 e IL-10 que pueden ayudar a las células B a diferenciarse a células
plasmaéticas y secretar anticuerpos’*.

Para generar una respuesta inmune eficaz, las distintas estirpes celulares del sistema
inmune cooperan entre si, mediante interacciones directas entre ceélula-célula, o bien

mediante la secrecion de diversas moléculas®.
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Caracteristicas del linfocito T

Las células T expresan el receptor de la célula T (TCR), un heterocomplejo formado por
las cadenas a y 3 que se encuentran unidas por un puente disulfuro; ambas cadenas
son responsables del reconocimiento del antigeno y son clonalmente variables,
permitiendo asi un amplio repertorio de los TCRs. Ademas de estas cadenas, el
complejo se complementa por la subunidad multiprotéica designada como CD32.

La subunidad multiprotéica esta compuesta por cuatro diferentes polipéptidos que se
asocian de manera no covalente entre si: la cadena CD3y, CD3d y CD3te que se
asocian a su vez en heterodimeros, y un homodimero invariante de la cadena (.

Las cadenas del TCRa y TCRp tienen dominios citoplasméticos muy cortos, pero todas
las proteinas asociadas en el complejo multiproteico tienen terminaciones
citoplasméaticas con motivos conservados basados en tirosina (ITAMsS) que permiten
que se lleven a cabo fosforilaciones para la activacion de la célula T2,

El TCR también estd asociado con las moléculas CD4 o CD8, glicoproteinas que
definen el fenotipo del linfocito. Las moléculas CD4 y CD8 son importantes para el
reconocimiento de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC,
por sus siglas en inglés) que presenta el antigeno a la célula T. EI CD4 reconoce la
molécula del MHC II, mientras que el CD8 reconoce la molécula del MHC |. Este
reconocimiento restringe a los antigenos presentados a las células CD4 o CD8, pues
las moléculas de clase | del MHC asocian péptidos enddégenos y las moléculas de clase
Il del MHC asocian antigenos endocitados. La expresion de las moléculas de clase | se
presenta en la mayoria de las células nucleadas, mientras que las moléculas de clase Il
estan restringidas a las APC (célula presentadora de antigenos profesionales, por sus

siglas en inglés) *®.

Activacion de los linfocitos T

La respuesta inmune mediada por los linfocitos puede dividirse en dos procesos: el
reconocimiento de las moléculas asociadas entre el linfocito T y la APC; y la respuesta
que genera el linfocito T tras dicho reconocimiento®.

De manera general para que la célula T pueda responder a un antigeno, éstas deben

pasar principalmente por dos eventos. Primero, el TCR debe unirse con avidez al
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complejo péptido-molécula del MHC de la APC. Segundo las moléculas
coestimulatorias en la APC deben unirse a su receptor en la célula T, para confirmar la
interaccion entre el TCR y el complejo péptido-molécula del MHC y la célula T responda

a estas interacciones (ver figura 3)% *.

Primera sefial: presentacion del antigeno al linfoci  to T

Para que la célula T se active por una interaccion del péptido asociado a la molécula del
MHC; primero, las moléculas de adhesion deben estar presentes, tanto en el linfocito
como en la APC. Las moléculas de adhesion facilitan el conjugado entre ambas células
y ayudan a ambas células a permanecer en contacto durante su interaccion; y segundo,
para la generacién de la sinapsis inmunolégica, se debe formar una estructura llamada
complejo de activacién supramolecular (SMAC, por sus siglas en inglés). El SMAC se
forma debido a cambios en el citoesqueleto de la célula T y la APC; y esta integrado por
el complejo TCR-CD3, el complejo péptido-MHC y el coreceptor CD4 o CD8*°.

Segunda sefal: Coestimulacion y coinhibicion

Existen dos principales familias de moléculas coestimulatorias: la familia TNF/ TNFR y
la familia B7/CD28. La familia TNF/TNFR presenta Unicamente moléculas
coestimulatorias, mientras que la familia B7/CD28 es heterogénea: presenta tanto
moléculas coestimulatorias (CD28 e ICOS) como moléculas coinhibitorias (CTLA-4, PD-
1, BTLA y B7-H4)*. Actualmente, en ambas familias se han identificado una amplia
variedad de moléculas coestimulatorias. Particularmente, en la familia B7/CD28 se han
identificado las moléculas PD-1, PD-L1 y PD-L2, cuya funcion fisiolégica principal es
inhibitoria (ver figura 3)°.

La familia de moléculas B7 proveen las principales sefiales de coestimulacion y
coinhibicién que regulan la respuesta de la célula T. El rol principal de las moléculas
coestimulatorias clasicas CD80/CD86: CD28/CTLA4 es regular la respuesta de la célula
T naive en una etapa temprana de activacién en el tejido linfatico®® *°.

La interaccion entre el TCR y las moléculas coestimulatorias con sus respectivos
ligandos, inducen a una traduccion de sefales que resulta en cambios en la expresion

de genes®.
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De manera inmediata, al interactuar el TCR con el complejo péptido-molécula del MHC,
se activa la proteina tirosin-cinasa Lck, que se encuentra asociada a las terminaciones
citoplasmaticas de las moléculas CD4" y CD8" y se encarga de fosforilar los ITAMs del
CD3, en particular las cadenas (. Los residuos de tirosina fosforilados del CD3 y las
cadenas (, se convierten en un sitio especifico de acoplamiento para la enzima ZAP-70
con dominios SH2, los cuales se activan al ser fosforilados por la interaccion con los
dominios intracelulares del complejo multiproteico. A su vez, ZAP-70 recluta otras
moléculas de sefalizacion con dominios SH2 para desencadenar una cascada de
sefalizacion de fosforilacion y desfosforilacion, mediada por fosfatasas y tirosin cinasas,
para la activacion de factores de transcripcion de varios genes que codifican para
citocinas, receptores para citocinas y proteinas necesarias para la funcion efectora de
las células T°. Algunos de estos genes son activados inmediatamente (en minutos)

mientras otros son activados tempranamente (en horas) y otros tardiamente (en dias)*.

Seiial 2 Familia BT
BY-H1/E7-DC O ?

.3?‘“1*’5}7‘9?._@' REL

B7-1/B7-2 .

B7-1/BT-2 oy CTLA4
=

O
CH40L A A0
<>

Light e, Light-R

— -
\Seﬁal 2 Familia THiF;”'\

Citocinas IL-2, 1IL-12, 1L-18)

Figura 3. Activacion del linfocito T.  La activacion de la célula T requiere de dos sefiales. La sefial 1
liberada por la interaccion entre el complejo TCR-CD3 y el complejo péptido-molécula del MHC vy la sefial
2 o sefial de coestimulacion, la cual se da por la asociacion de diferentes moléculas pertenecientes a la
familia B7/ CD28 y TNF/TNFR (omada de 49)
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Respuesta inmune en Cancer

El sistema inmunolégico esta integramente involucrado en la homeostasis del tejido.
Una alteracion en el equilibrio del organismo alerta al sistema inmunolégico para
restablecer el ambiente; en una patologia, tal como el cancer, las células tumorales
emiten sefiales de peligro que alertan tanto al sistema inmune innato como al
adaptativo para reclutar células inmunes al sitio del tumor y montar una respuesta
inmune en contra del tumor’®.

El sistema inmune tiene tres roles principales en la prevencién del tumor. Primero, el
sistema inmune puede proteger al hospedero de los tumores inducidos por virus,
eliminando o suprimiendo la infeccion viral. Segundo, la oportuna eliminacién de
patdégenos y una pronta resolucion de la inflamacion pueden prevenir que se establezca
un ambiente inflamatorio que favorezca la tumorogénesis. Tercero, el sistema inmune
puede identificar especificamente a las células tumorales, que expresan antigenos
especificos del tumor o moléculas inducida por el estrés celular y eliminarlas, proceso
denominado inmunovigilancia del tumor®?,

Por medio de la inmunovigilancia se identifica a las células cancerosas y/o pre-
cancerosas y se eliminan antes de que estas puedan causar algun dafio. Sin embargo,
a pesar de la inmunovigilancia, el tumor prolifera dando pauta a que la respuesta
inmune generada cambie y se manifieste dentro de un proceso de varias etapas

denominado inmunoedicion®.

Sefiales de alarma

El tumor puede dafiar o alterar el tejido circundante, desencadenando una respuesta de
estrés cuando se ve alterado el suministro normal de oxigeno y nutrientes en el tejido;
este proceso puede causar un desequilibrio en el pH que resulta de disturbios en el
metabolismo, en la generacion de especies reactivas de oxigeno, en la sobre expresiéon
de “factores de proteccién contra el estrés”, tales como las proteinas de choque
térmico, que actian como mediadores inflamatorios. Estos factores pueden contribuir a
la muerte por necrosis o apoptosis, o bien al crecimiento progresivo del tumor y de

forma indirecta a la desregularizacién de eventos genéticos y epigenéticos, conllevando
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a la expresion de neoantigenos que le confieren a la célula tumoral una ventaja de
sobrevivencia® °°,

En general, todos esos factores pueden actuar como “sefiales de alarma” que reclutan y
activan células inmunes locales, tales como las células dendriticas (CDs), macroéfagos,
neutrofilos y células NK, las cuales activan a las células T para montar una respuesta

inmune adaptativa en contra del tumor>'°°

(ver figura 4).

Inmunovigilancia

El concepto de que el sistema inmune puede reconocer y eliminar células
transformadas nacientes, fue originalmente expresado en la hipotesis de Burnet y
Thomas a mediados del siglo XX. De acuerdo con diversos modelos de ratones se
propuso que el sistema inmune reconoce y protege al organismo en contra del tumor;
indicando que el sistema inmune juega un rol critico en contra de las células malignas

transformadas®’" °°.

Sin embargo, a pesar de que varias lineas de investigacion
evidenciaban con modelos experimentales la importancia del sistema inmune en
controlar a las células transformadas, no se tenia un argumento convincente que
explicara el cémo las células inmunes contrarrestaban el desarrollo de la neoplasia” *°.
No obstante, a pesar de la poca credibilidad que se tenia al respecto, los nuevos

s\173556)  claramente  demuestran la existencia de una

reportes generado
inmunovigilancia tumoral, pero también indican que este proceso puede funcionar como

un componente de otro proceso mas general denominado inmunoedicién®.

Inmunoedicion

La incorporacion de la inmunovigilancia dentro del concepto de inmunoedicién se dio
porque se encontré que no solo el sistema inmune protege al hospedero en contra del
desarrollo del tumor, sino que también podia esculpir el fenotipo inmunogénico durante
el desarrollo tumoral. El concepto de inmunoedicién da una amplia explicacion de la
participacion del sistema inmune en el desarrollo del tumor, definido en tres fases

denominadas: eliminacion, equilibrio y escape®.

Eliminacion. El proceso de eliminacion estd mediado por la respuesta inmune innata y

adaptativa. Esta fase considera que las células NK, NKT y monocitos/macréfagos, en
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conjunto con los linfocitos TCD4" y TCD8", detectan y eliminan a las células tumorales
que se han desarrollado. En general, estas células son activadas por citocinas pro-
inflamatorias liberadas por macréfagos y células del estroma o por moléculas de alarma
liberadas por las mismas células transformadas®” °°.

Una vez que el tumor ha adquirido cierto tamafo, ademas de requerir irrigacion
sanguinea, que genera una demanda excesiva de nutrientes, es necesaria una
remodelacion del estroma que induce la liberacidon de alarminas, quimiocinas y citocinas
pro-inflamatorias, por las células estromales y los macrofagos que se encuentran
alrededor del tumor. Dichas sefiales pro-inflamatorias reclutan a las células
circundantes del sistema inmune innato (células NK, CDs y macrofagos) al sitio del
tumor’ %,

De manera inmediata las células tumorales que expresan moléculas asociadas al estrés
celular o con deficiencias en las moléculas de MHC de clase | son reconocidas por las
células NK para llevar a cabo su funcién efectora. Al ser reconocidas las células
transformadas (por disminucion o pérdida de la expresion de la molécula MHC-I)
pueden ser eliminadas por apoptosis mediante una citotoxicidad limitada o mediante la
produccién de algunas citocinas con capacidad angiostatica potente, lo que bloquea la
formacion de nuevos vasos sanguineos dentro del tumor, e induce la muerte por
necrosis de mas células tumorales. Las células apoptéticas o necréticas expresan o
liberan moléculas que favorecen su reconocimiento y fagocitosis por las células
dendriticas inmaduras residentes en el tejido*’ *°.

Por un lado, las células dendriticas inician su migracion a los ganglios linfaticos para
efectuar la presentacién de antigenos relacionados al tumor y por otro lado, las células
NK y los macréfagos que fueron reclutados al sitio del tumor contintan produciendo
citocinas principalmente IL-12 e IFN-y, para potenciar la actividad citolitica tanto de las
células NK como de las células T citotoxicas y con ello incrementar la muerte de un
mayor namero de células tumorales, por la activacion de mecanismos citotoxicos, tales
como la via citolitica perforina-granzima, TRAIL/TRAILR, Factor de necrosis tumoral
(TNF)-a y el incremento de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno® .

Por otro lado, mientras las células dendriticas viajan hacia los ganglios linfaticos

maduran, lo que les permite efectuar la presentacion de los péptidos (antigenos-
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tumorales asociados a las moléculas MHC de clase Il a las células TCD4" naive
(inmaduras) para activarlas y que éstas a su vez liberen citocinas que favorezcan una
respuesta celular de tipo Thl (IL-2, IFN-y, etc.) que ayude a la proliferacion y
maduracion de los linfocitos T citotoxicos, los cuales previamente reconocieron en las
células dendriticas péptidos de antigenos tumorales asociados a las moléculas de MHC
de clase I°° 3,

Los linfocitos TCD4" y TCD8" activados salen del ganglio linfatico, migran por el
torrente sanguineo y llegan al sitio del tumor, donde los CTLs efectores reconocen a las
células tumorales y las eliminan; la activacion de los CTLs es exacerbada por la
produccién de IFN-y por parte de los linfocitos TCD4" y otras células inmunes®® .

En esta fase, la eliminacién de las células tumorales puede ser completa, cuando las
células tumorales han sido eliminadas en su totalidad, o bien, incompleta cuando solo
una fraccion de células tumorales ha sido eliminada. En el caso de que la eliminacion
sea incompleta o parcial, la teoria de la inmunoedicion considera otra fase, en la que
existe un estado temporal de equilibrio en el que se puede favorecer la progresion del

56, 63

sistema inmune o del tumor (ver figura 4).

Equilibrio. En esta fase se producen gradualmente células tumorales capaces de resistir
a la accion efectora de diversas células del sistema inmune. Este proceso lleva a la
inmunoseleccion de las células tumorales con una reduccién de la inmunogenicidad,
pues las células T CD4" y CD8" tumor especificas funcionales, eliminan una alta
cantidad de células tumorales inmunogénicas, pero permite que las células tumorales
no-inmunogénicas puedan tomar ventaja y proliferar.

Durante este periodo se lleva a cabo un proceso de seleccion natural de tipo
darwiniana, donde muchas variantes de células tumorales son eliminadas pero surgen
nuevas clonas portando diferentes mutaciones que dan como resultado poblaciones
tumorales heterogéneas y genéticamente mas inestables, las cuales incrementan

gradualmente su resistencia al sistema inmune®® %

(ver figura 4).

Dado que esta fase involucra la continua eliminacion de las células tumorales y la
produccién de variantes celulares resistentes a la presion que ejerce la seleccién del
sistema inmune, se considera que este es el proceso mas largo de la inmunoedicion ya

que puede transcurrir durante varios afios®® 3.
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La respuesta inmune durante esta fase falla, pues no es suficiente para controlar
eventualmente la progresion del tumor y no elimina por completo al tumor, lo que
resulta en la seleccién de variantes de las células tumorales, que son capaces de
resistir, esquivar o suprimir la respuesta inmune antitumoral, llevando a la fase de

escape®® 3,

Escape. Durante esta Ultima fase, el sistema inmune ya no es capaz de reprimir o
controlar el crecimiento del tumor, dando como resultado el crecimiento progresivo del
mismo y su manifestacion clinica. En esta etapa, la gran mayoria de las células
tumorales presentan mecanismos de evasion que inhiben o bloquean la participacion de

56, 63
d

la respuesta inmune del huéspe (ver figura 4).
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Introduccion

Mecanismos de evasion tumoral

Las células tumorales deben superar barreras intrinsecas y extrinsecas para llevar a
cabo la progresion tumoral. Durante este proceso las células tumorales adquieren
diferentes caracteristicas englobadas como mecanismos de evasién tumoral®’.

Los mecanismos moleculares por los cuales las células cancerosas evaden el sistema
inmune del hospedero estan involucrados con diferentes funciones celulares. Entre
ellos se encuentran: pérdida o disminucién en la expresion de las moléculas MHC de
clase |, alteraciones en la via de procesamiento de antigenos, secrecion de citocinas
inmunosupresoras, sefalizacion defectuosa en la apoptosis, inactivacion de las células
T y la carencia de coestimulacion, entre muchos otros. A continuacion se detalla la
participacion de algunos de estos mecanismos de evasion en la progresion maligna de

las células tumorales®”.

a) Pérdida o disminucion en la expresion de las moléculas del MHC clase | vy

alteraciones en la via de procesamiento de los antigenos

Se han identificado muchos defectos en los componentes de la via de procesamiento
de antigenos asociados con el escape tumoral, incluyendo la pérdida o disminucion de
la expresion de las moléculas MHC clase | que conduce a una inmunoresistencia del
hospedero por las deficiencias en la presentacion de péptidos antigénicos; en las
deficiencias debidas a mutaciones en el proteasoma, [32- microglobulina, moléculas TAP
0 moléculas chaperonas. Alteraciones en la via del procesamiento de antigenos, impide
que se lleve a cabo una eficiente presentacion de péptidos tumorales a las células T
CD8", bloqueando su activacion y el posterior reconocimiento de las células tumorales

por los CTLs efectores® (Ver figura 5 inciso a).

b) Secrecion de factores solubles por las células tumorales

Las células tumorales pueden secretar al microambiente factores solubles involucrados
con la apoptosis 0 mediadores de la inflamacidén que incluyen intermediarios reactivos
de oxigeno y nitrégeno, prostaglandinas y citocinas inflamatorias®’.

Dentro del microambiente tumoral la respuesta inmune puede ser regulada de manera
anti-inflamatoria por los factores solubles derivados del tumor, como es el caso de la

fosfatidil serina soluble (sPS), un aminofosfolipido que media la fagocitosis de las
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células apoptéticas por los fagocitos (macrofagos y células dendriticas),
desencadenando una respuesta inmune anti-inflamatoria por la liberacion de factores
como IL-10, factor de crecimiento transformante-B (TGF- por sus siglas en inglés), y
prostaglandina E, (PGE>), que inhiben la respuesta inmune mediada por las CDs y la
célula T y decrece la secrecién de citocinas pro-inflamatorias como IL-12°",

Durante la respuesta anti-inflamatoria el TGF-$3 derivado de los macrofagos previene la
maduracion de las CDs presentadoras de antigenos, lo que inhibe la activacion de las
células NK y los CTLs. Adicionalmente a que este factor también promueve la
proliferacion de las células estromales y los macrofagos, induciéndolos para secretar

35, 57
F .

factores angiogénicos como el VEG Las células estromales por su cuenta

producen PGE; y citocinas de tipo Th2 (IL-4 e IL-10), que potencian a su vez la
expresion de moléculas antiapoptoticas> °’.

Por un lado, las células tumorales pueden secretar citocinas de tipo Th2, como factores
de crecimiento autocrinos para el tumor®’. Por otro lado, las células inmunes pueden
secretar citocinas de tipo Th2, estimuladas por las células tumorales. Un perfil de
citocinas tipo Th2, conduce a una ineficiente respuesta inmune antitumoral y lleva a la

produccién de factores solubles inmunosupresores®’ (Ver figura 5 inciso b).

c) Evasién de la apoptosis

Las células tumorales pueden adquirir resistencia a las sefiales de induccion a la
apoptosis’’. La apoptosis se puede iniciar por dos principales vias: la via mitocondrial,
la cual involucra una permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP,
por sus siglas en inglés) y la via mediada por receptor, en la cual se involucra la
interaccion del ligando-receptor en la membrana plasmatica para conducir a la
formacion del complejo de sefializacion de induccion de muerte. Ambas vias se
caracterizan por tipicos cambios morfolégicos y conllevan a la activacion de las
caspasas’’.

Uno de los mecanismos de evasion tumoral estd mediado por la participacion de
moléculas en forma soluble involucradas con la apoptosis, tal como sFas (Fas en forma
soluble); sFas secretado por el tumor puede interactuar con FasL sobre los CTLs e

inhibir de esta manera la via de apoptosis mediada por Fas®® °’. Adicionalmente, una
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alteracion en la expresion de FasL en las células tumorales es capaz de contraatacar a
los CTLs, conduciéndolos a apoptosis®® *’.

Otro mecanismo con el que las células tumorales pueden adquirir resistencia a la
apoptosis, implica la expresion de proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2, las cuales son
importantes inhibidores externos de MOMP o también por una baja expresion o
mutacién en las protefnas pro-apoptéticas como Bax’® .

Particularmente, las células tumorales pueden inducir a apoptosis a los linfocitos T por
la accion citotoxica producida por el estrés oxidativo en el sitio del tumor o por
activacion crénica, que conduce a la célula a un estado de agotamiento® (Ver figura 5

inCiso c).

d) Carencia de coestimulacion de la célula T

La presencia de moléculas coestimulatorias positivas y negativas provee al organismo
un mecanismo natural para controlar al sistema inmunoldgico®®, por lo que las células
tumorales pueden desbalancear este sistema. La carencia de expresion de moléculas
coestimulatorias por las células tumorales puede llevar a un estado de anergia a la
célula T, que se caracteriza por una hiporespuesta después del encuentro con el
antigeno tumoral, ademas de presentar una inmunoregulacion y supresion en la

T %, 0 en su defecto, las células tumorales pueden

proliferacion de la célula
sobreexpresar moléculas coinhibitorias (como PD-L1 y PD-L2) que al interactuar con su
receptor en las células T, estas desarrollan una tolerancia inmunolégica que las
inhabilita para producir o responder a las sefiales de proliferacion o activacién celular*®

72 (ver figura 5 inciso d).
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Figura 5. Mecanismos de evasion tumoral.

T (Modificada de 74)

a) Alteraciones en la via de procesamiento de los antigenos
y pérdida o disminucién en la expresién de las moléculas MHC de clase I. b) Secrecion de factores
solubles por las células tumorales. c) Evasion de la apoptosis. d) Carencia de coestimulacion de la célula
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ANTECEDENTES

Uno de los factores mas importantes que favorecen la supervivencia y propagacion de
las células tumorales es la evasion a la respuesta mediada por los linfocitos T. Uno de
los mecanismos de evasion del tumor hacia los linfocitos T est4 dado por la via PD-1:
PD-L1/ PD-L2*

Via PD-1: PD-L1/ PD-L2

En la familia B7 se han identificado dos vias claves en la regulacion de la respuesta de
la célula T: la via mediada por CD80/CD86:CD28/CTLA-4 y la via de PD-1: PD-L1/PD-
L27®,

La via consiste en la interaccion del receptor de muerte programada-1 (también
conocido como PD-1, PDCD1 o CD279) y sus dos ligandos: PD-L1 (también nombrado
B7-H1, B7-H y CD274) y PD-L2 (también llamado B7-DC, B7-H2, PDCD1LG2 y
CD273)?* 3. La via mediada por estas moléculas, tiene una funcién de regulacion
negativa y jugar un importante rol en la evasion inmune a las células T tumor
especificas® **. Dado que el presente trabajo se enfoca a la via mediada por el receptor
PD-1 y sus ligandos PD-L1 y PD-L2, se abordara a detalle en diferentes apartados la

informacion referente a estas moléculas.

Propiedades de PD-1, PD-L1y PD-L2

Estructura de las proteinas

PD-1, PD-L1 y PD-L2 son mondmeros. PD-1 contiene un uUnico ectodominio IgV,
dominio tipico en la familia de CD28, mientras PD-L1 y PD-L2 estan compuestos por
dos dominios uno IgV y otro IgC tipicos de la familia B7. Las moléculas muestran que
existe una relacién estequiométrica de receptor-ligando de 1:1, con una interaccién
entre los dominios Igv®° (ver figura 6).

El gen Pdcdl, ubicado en el cromosoma 2, codifica para PD-1, una proteina
transmembranal compuesta por un dominio de la superfamilia de las Inmunoglobulinas

(Ig), un dominio transmembranal y un dominio intracelular que contiene un motivo
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inhibitorio basado en tirosina de inmunoreceptores (ITIM) asi como un motivo de
cambio basado en tirosina (ITSM)*.

Tanto PD-L1 como PD-L2 son proteinas transmembranales codificadas por los genes
Cd274 y Pdcdllg2, respectivamente, ambos ubicados en el cromosoma 9**. La
principal diferencia estructural entre PD-L1 y PD-L2 esta dada por la presencia de 14
aminoacidos mas en la region IgV de PD-L2, lo que acorta el angulo de distancia de
interaccién entre PD-1 y PD-L2%°. Se ha demostrado en este sentido, que PD-L2 tiene

una afinidad a PD-1 de dos a seis veces mayor que PD-L1"".

Expresion de PD-1y sus ligandos

Se ha encontrado que PD-1 es expresado en los timocitos en la etapa de transicion de
dobles negativos (CD4 CD8") a dobles positivos (CD4" CD8") ©, en las células T CD4"
y CD8", las células B y las células mieloides. Las células NKT también han mostrado
que expresan bajos niveles de PD-13**. Ademéas estudios complementarios, han
demostrado que en afecciones crénicas como cancer e infecciones causadas por virus
como VIH y virus de la hepatitis By C, PD-1 es sobreexpresado en las células T virus o
tumor especificas®® %

Los ligandos de PD-1 tienen diferentes patrones de expresion. PD-L1 y PD-L2 estan
mas ampliamente expresados que otros miembros de la superfamilia B7. PD-L1 se
expresa constitutivamente sobre las células B, CDs, macréfagos y mastocitos. Ademas
se expresa en una amplia variedad de tipos celulares no hematopoyeéticos, tal como las
células del endotelio vascular, células epiteliales, células del musculo, hepatocitos,
células del pancreas y astrocitos en el cerebro, asi como en sitios inmunoprivilegiados,
como la placenta y la cérnea.

También se ha observado que PD-L1 esta sobreexpresado en células involucradas en
infecciones crénicas como: monocitos de sangre periférica y en CDs mieloides en
pacientes con hepatitis B, en monocitos y células T en pacientes con VIH**; y en una
amplia cantidad de canceres humanos como cancer de laringe, pulmon, estbmago,
colén, mama, cérvix, ovario, células renales, vejiga y melanoma® %2,

La expresion de PD-L2 estd restringida a células presentadoras de antigenos

34, 36

profesionales como: las CDs, macréfagos y mastocitos activados Aunque
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adicionalmente, la expresion de PD-L2 se ha observado en varias lineas tumorales

murinas, se conoce poco acerca de su expresion en tumores humanos®.

Via de sefializacion de PD-1: PD-L1/PD-L2

En proximidad al complejo de sefializacion del TCR, PD-1 libera una sefial coinhibitoria
al interaccionar con cualquiera de sus dos ligandos, PD-L1 o PD-L2. La asociacion de
PD-1 con sus ligados resulta en la fosforilacion de las tirosinas del dominio
citoplasmatico®. Las dos fosfatasas SHP-2 y en menor medida SHP-1, pueden unirse

a los motivos ITIM e ITSM de PD-1 y afectar directamente la activacion de la célula T,

por desfosforilaciones en los intermediarios clave de sefializaciéon del TCR* ** (ver
figura 6).
Desfosforilacion
® Reduccion de la sefializacion
'ﬁi’:ﬁi‘ignal'- yactivacionde lacélula T
fole
msm | sHP-2) E:EEE;';Q;\_/
&
ITIM [}B ol o ?
! I i o
co3 gl | JTCR || || | cTLA ];! ;
in! |§rllll ..
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Figura 6. Estructura y via de sefalizacién de PD-1  y PD-L1. La interaccién entre PD-1 y PD-L1 esta
dada por sus dominios IgV extracelulares. Esta asociacion recluta la fosfatasa SHP-2 intracelular, para
que se una a los dominios ITSM e ITIM de PD-1 y atende la activacion de la célula T (Tomadade 20)

La interaccion de PD-1/ PD-L inhibe varias vias de sefializacion citoplasmaticas en la
célula T; Se ha demostrado que inhibe directamente la cascada de sefalizacion inicial

de la célula T impidiendo la fosforilacion de moléculas como CD3(, ZAP70 y PKC®.
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También se ha reportado que inhibe la actividad de PI3K y cascada abajo inhabilita a
Akt o puede reducir la activacion de Erk; esté ultimo efecto puede ser resultado de la
sefalizacibn mediada por la desfosforilacion de los receptores de citocinas,

particularmente citocinas que activan STAT5, tal como IL-2, IL-7 e IL-15 183,

Regulacion de la respuesta inmune mediada por PD-1.: PD-L
Aunque el rol exacto que juegan los miembros individuales de la via PD-1: PD-L no es
claro, nuevos reportes proveen avances de como la via PD-1: PD-L se comporta en

condiciones fisiolégicas normales o patolégicas’*.

Funcién inmunolégica de PD-1

La tolerancia central es la habilidad para identificar y eliminar los linfocitos con
receptores autoreactivos en su desarrollo temprano, antes de que ellos puedan causar
algun dafio. Debido a que este mecanismo no es perfecto, los linfocitos que escapan
de esta seleccion y circulan periféricamente como causantes potenciales de una
enfermedad autoinmune, pueden ser regulados por otro proceso denominado
tolerancia periférica®. En este sentido, la via PD-1: PD-L es capaz de generar y
mantener la tolerancia inmunoldgica central y periférica, no solo durante la fase inicial
de activacion de las células T, sino también en la expansion de la poblacion de células
T o interviniendo en la funcién efectora de estas células®® °°.

En el timo después de la interaccion del TCR, PD-1 se sobreexpresa en los timocitos
dobles positivos (CD4" CD8"), de tal forma que PD-1 puede participar en la seleccion
del repertorio TCR ap al controlar el umbral de sefializaciéon del TCR®. Las células T
autoreactivas que escapan de la seleccidn negativa son controladas en la periferia por
la via PD-1: PD-L. PD-1 controla el encuentro inicial entre la célula T autoreactiva y las
CDs, marcando la diferencia entre la activacion y la tolerancia. PD-1 parece ser mas
efectivo en limitar la respuesta en situaciones involucradas con una baja afinidad de los
TCRs o con las células T débilmente activadas™. PD-L1 en las células no
hematopoyéticas parece ser clave para mediar la tolerancia en el tejido y controlar la
intensidad de la respuesta de las células T efectoras®*. Otro importante mecanismo de

tolerancia periférica mediado por la via PD-1: PD-L implica a las células T reguladoras
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(Treg), las cuales pueden suprimir la activacion de la célula T bloqueando la
proliferacién y produccién de citocinas®* *°.

La expresion de los ligandos de PD-1 en sitios inmunoprivilegiados como la placenta y
la cornea, los protege de la respuesta inmune. Tanto en el ojo como en la placenta PD-
L1 inhibe la activacion de la célula T, promoviendo en la placenta la tolerancia
fetomaternal y en el ojo inhibe la infiltracién de las células inflamatorias®®.

De manera general la funcion fisiolégica de la via PD-1: PD-L1/PD-L2 es limitar,
atenuar o finalizar la respuesta de la célula T, para prevenir la activacion de la célula T

y el dafio a los 6rganos durante la respuesta inmune’® '8,

Implicacién de PD-1 y sus ligandos en patologias

Se ha reportado que PD-1 y sus ligandos juegan un rol importante en regular la
respuesta inmune contra microorganismos que causan infecciones agudas Yy
crénicas®.

Los virus que causan patologias cronicas han desarrollado mecanismos para la
evasion y/o modificacion de la respuesta inmune del hospedero, resultando en la
persistencia de la infeccién'®. Se ha reportado que los virus que causan infecciones
cronicas, regulan la funcion de la célula T virus especifica causando una pérdida de las
funciones (incluyendo produccion de citocinas, potencial citotoxico y potencial de
proliferacion) y por ende las células T no ejercen una respuesta antiviral eficiente; en
este sentido, PD-1 puede participar en la supresion de la respuesta antiviral mediada
por los linfocitos TCD8", ocasionando un agotamiento o desregulacion funcional en la
célula T'® 3 El agotamiento de la célula T CD8" es caracteristico de infecciones virales
crénicas como: VIH, hepatitis B y C?* 3,

La via PD-1: PD-L también juega un papel importante en la cronicidad de la infeccion
por Helicobacter pylori, que causa gastritis crénica, ulceras gastroduodenales y es un
factor de riesgo para desarrollar cancer gastrico, pues se ha observado que PD-L1 se
sobreexpresa en las células epiteliales gastricas, expuestas a H. pylori. Ademas, se ha
observado que PD-L1 estd sobreexpresado en la mucosa gastrica de individuos
infectados con H. pylori, quienes también mostraron un marcado incremento en la

poblacion de células Treq. Esto sugiere que PD-L1 puede promover la supresion de la
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célula T y la infeccion puede persistir al controlar la dinamica entre las células Trq Y las
células T efectoras durante la infeccion con H. pylori**.

Otros reportes indican que en infecciones persistentes con Mycobacterium tuberculosis
o Mycobacterium leprae, la expresion de PD-1 en las células T se asocia con una

disminucién en la proliferacién y alteracién en la produccién de citocinas>® *°.

Via PD-1: PD-L1/ PD-L2 en la evasion tumoral de la  respuesta inmune

Se ha reportado que PD-L1 se expresa en diversos tumores y que actia suprimiendo
la funcion de las células T (ver tabla 1)'® **. Adicionalmente se ha encontrado que PD-1
esta sobreexpresado en los linfocitos infiltrantes de tumor, lo que puede también
contribuir a la inmunosupresién del tumor®,

Por otro lado, la funcién de PD-L2 en tumores sigue siendo desconocida y solo pocos
reportes han sugerido que PD-L2 puede también jugar algun rol en la inmunidad del
tumor. Un trabajo reciente, mostr6é que la expresion de PD-L2 por las células tumorales
inhibe a las células T tanto en la fase inicial como en la fase efectora de inmunidad

antitumoral®

. Otro reporte indica que en cancer esofagico, la expresion de PD-L2
puede ser un factor critico para promover el crecimiento del tumor y la metastasis,
ademas de estar asociado con un pobre pronostico®. Sin embargo, es poca la
informacién que se tiene acerca de la relevancia clinica de PD-L2*, es por eso su

importancia de estudio.
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Tabla 1. Expresion de B7-H1 en canceres humanos y su asociacion inmunolégica, clinica y patolégica
(Modificada de 78)

Tipo de cancer Casos B7 -H1'/ o . . L
* Asociacion inmunoldgica, clinica y patologica
humano total de casos
. Presencia de células tumorales B7-H1" se correlaciona con
Cancer de mama 24/56

el tamafio del tumor, etapa y expresién HER2.
Céncer de col6n 16/25 ND
Expresion de B7-H1 se correlaciona con el incremento en el

Céncer Gastrico 45/105 = - . . ;
tamafio tumoral, metastasis y poca sobrevivencia.
Glioma 10/10 Expre_smry,de B7-H1 por las _cell_JIas tumorales que inhiben
la activacion de las células T in vivo
. Expresion de B7-H1 en células de leucemia no tuvo efecto
Leucemia 17/30 L . o
en la activacion de las células T in vitro
. + . py
céncer de pulmén 86/87 Regiones B7-H1" de tumores contienen pocas células T en

cancer de pulmén de células no pequefias
Melanoma 22/22 ND
Células plasmaticas B7-H1" que inhiben la activacion de la

Mieloma multiple 82/82 p A
célula T in vitro
Céncer esof4gico 18/41 La e;xp_resién de B7-H1 esta asociada con un pobre
pronéstico
La expresion de B7-H1 por las células tumorales esti
cancer de ovario 82/93 asociada con un decremento en e’l n_l]mero de células T en
el tumor y con un pobre pronéstico. Las CDs B7-H1
asociadas al tumor inhiben la funcién de la célula T
La expresion de B7-H1 por las células tumorales esti
Cancer pancreético 20/51 asociada con un decremento en el nimero de células T
tumor especificas y un pobre prondstico.
Linfoma periférico 7111 ND

de células T

Carcinoma de La expresion de B7-H1 por las células tumorales esti

. 130/196 ; P
células renales asociada con un pobre prondstico.
Neoplasma del timo 28/34 ND
La expresiéon de B7-H1 por las células tumorales esta
Cancer uroterial 142/268 asociada con etapas avanzadas, recurrencia y poca

sobrevivencia

* Los datos de cada tipo tumoral se reunieron de méas de un reporte.
ND: No se determiné una asociacién inmunoldgica, clinica o patol6gica.

Se ha hipotetizado que la expresion de PD-L1 en las células tumorales inhibe a las
células T tumor especificas PD-1 positivas mediante la interacciéon PD-1: PD-L1°.

Las células tumorales que expresan PD-L1 pueden evadir la inmunidad de la célula T
por distintos mecanismos: evasién de apoptosis, induccion de un estado de anergia,
induccién de agotamiento, induccion de la produccién de la citocina inmunosupresora

IL-10 y promocion de la supresién mediada por las células Tre@,78 (ver figura 7).
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Apoptosis. Varios estudios han demostrado que la apoptosis mediada por PD-L1 es
un proceso fisiolégico comun usado por el hospedero para mantener la homeostasis en
el tejido periférico. Particularmente, en un reciente reporte indican que lineas de células
tumorales PD-L1" en cocultivo con linfocitos T, incrementa la apoptosis de las células
T. El mecanismo molecular de la apoptosis mediada por PD-L1 ain no se ha
aclarado’®.

Anergia. La expresion de PD-L1 puede observarse en los tejidos periféricos, mientras
gue PD-1 se expresa en las células T activadas, por lo que se ha propuesto que como
mecanismo de regulacién de la respuesta inmune la célula T efectora PD-1%, tras la
presentacion del antigeno en los ganglios linfaticos, migra al tejido periférico y llega a
ser funcionalmente anérgica cuando se asocia con PD-L1 expresado en los tejidos
periféricos. En el contexto de evasion tumoral, se ha encontrado que las células T
infiltrantes de tumor incrementan la expresion de PD-1 y su actividad disminuye al

asociarse con PD-L1 expresado por las células tumorales® 8,

Agotamiento. Este efecto fue revelado en estudios de infecciones cronicas, donde PD-
1 es sobreexpresado en las células T antigeno-especificas, que estan funcionalmente
exhaustas y PD-L1 ha sido detectado en tejido y en drganos linfoides infectados. En
este sentido, el cancer puede ser considerado una enfermedad inflamatoria crénica’®.
Un reciente estudio mostré que PD-1 se sobreexpresa en las células T infiltrantes de
tumor en pacientes con melanoma y el bloqueo de PD-1 incrementa la funcion y
proliferacion de las células T antigeno-especificas. Estos experimentos, indican que la
interaccion entre PD-L1 y PD-1 puede resultar en un agotamiento de la célula T tumor

especifica’®.

Producciéon de IL-10. Una amplia variedad de estudios han establecido una
correlacion entre la sobreexpresion de PD-L1 y el incremento de los niveles de IL-10 en
pacientes con patologias crénicas’®. Recientemente se encontré que las células T
activadas que expresan PD-1, al interactuar con PD-L1 sobre las células tumorales
incrementan la produccion de IL-10, citocina responsable de la reduccion de la
proliferacion de la célula T, inhibe la respuesta inmune, reduce la expresion de
moléculas MHC e induce anergia?’. Estudios subsecuentes in vitro demostraron que
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PD-1 en forma soluble incrementa la produccion de IL-10 en células TCD4", via PD-1:
PD-L1*.

Supresion mediada por las células T . Se ha reportado que los tumores pueden
inducir la presencia de las células T,y cOmo mecanismo de evasion de la respuesta
inmune. En este sentido, la habilidad de las células Teq para suprimir la activacion de la
célula T puede ser debida a la interaccion de PD-L1 con PD-1. Hay varios mecanismos
por los que las células T,q podrian tener un efecto sobre las células T efectoras,
incluyendo la activacion, diferenciacion, migracion y supresion. En torno a esto, se ha
demostrado que en linfomas las células T,y pueden expresar PD-L1 e inhibir a las

células T8,

Produccion IL 1[II
PO
@ \ / Anergia

Agotamiento

II'IITIlIHDSI.IﬂrESIﬂI'I

t
BY-H1/
B7iDC

Celula THeg é'w

— B7 =H1

Célula tumoral

Figura 7. Accién inhibitoria de PD-L1 y PD-L2 en la evasion inmune del tumor. Las células
tumorales y APCs PD-L1" y/o PD-L2" pueden inducir a apoptosis, anergia, agotamiento funcional o
produccion de IL-10 en la célula T. Ademas, las células T4 asociadas a tumor pueden expresar PD-L1 y

mediar la supresién de la célula T a través de la via PD-1: PD-L1. Ver texto referente para cada apartado
(Modificado de 78)
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Se ha demostrado que PD-L1 y PD-L2 al interactuar con el receptor PD-1 expresado
en los linfocitos T impiden la activacion del linfocito T. Sin embrago, en una amplia
gama de estudios que se han realizado sobre la participacion de la respuesta inmune
en cancer, se han efectuado pocos estudios que analizan la expresion de PD-L1 y PD-
L2 en células tumorales de cancer pulmonar como mecanismo de evasion inmune del
tumor.

El determinar si la expresion de PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales de cancer
pulmonar asi como la expresion de PD-1 en el linfocito T, actan como un medio para
que el tumor altere la funcionalidad del linfocito T (en la que se afecta su proliferacion,
produccién de citocinas y citotoxicidad) como mecanismo de evasién tumoral, permitira
disefiar un estudio clinico enfocado al bloqueo de la interaccion PD-1: PD-L1/PD-L2
como un posible tratamiento para controlar la progresion de las células tumorales con

la participacion eficiente de los linfocitos T.
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Hipdtesis y Objetivo

HIPOTESIS

En los pacientes con carcinoma pulmonar, las células tumorales expresaran los
ligandos PD-L1 o PD-L2 como un mecanismo de evasion tumoral hacia la respuesta

inmune, si hay un incremento de los linfocitos TCD4" y TCD8" PD-1 positivos.

OBJETIVOS

Determinar la presencia de PD-L1 y PD-L2 en lineas celulares y en células tumorales

obtenidas de derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

Determinar el porcentaje de linfocitos TCD4" y TCD8" PD-1 positivos en muestras

obtenidas de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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OBJETIVOS PARTICULARES

7

Evaluar el porcentaje de células PD-L1 y PD-L2 positivas en lineas celulares de

carcinoma pulmonar.

Determinar el porcentaje de células tumorales PD-L1" y PD-L2" provenientes de

derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

Determinar el porcentaje de células TCD4" PD-1" y TCD8" PD-1" provenientes de
derrame pleural y sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, de
derrame pleural de pacientes con patologias no malignas y de sangre periférica de

sujetos sanos.

Comparar a nivel sistémico y pleural el porcentaje de linfocitos TCD4" y TCD8" que

expresan PD-1.

Comparar a nivel sanguineo el porcentaje de linfocitos TCD4™ y TCD8" que

expresan PD-1 entre pacientes con adenocarcinoma y sujetos sanos.

Comparar a nivel pleural el porcentaje de linfocitos TCD4" y TCD8" que expresan

PD-1 entre pacientes con adenocarcinoma y patologias de tipo no crénicas.
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Materiales y Métodos

Lineas celulares

Se utilizaron 14 lineas celulares de carcinoma pulmonar pertenecientes al grupo de
carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC) para determinar el porcentaje de
células PD-L1 o PD-L2 positivas, de las cuales, cinco lineas fueron adquiridas
comercialmente de la American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA,
tres fueron de adenocarcinoma (A-427, A-549, SKLU-1) y dos de tipo epidermoide
(SKMES-1 y CALU-1). Las otras nueve lineas fueron establecidas previamente en el
laboratorio de Cancer Pulmonar del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” (INER) por su grupo de investigacion, a partir de derrame
pleural de pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma pulmonar y a las que se les
design6 como 1.3.11, 1.3.15, 3A5A, 3B1A, OSJV-1, CDS-1, AJG-1, MRO-L1 y MRO-L2.

Células tumorales obtenidas de pacientes con cancer pulmonar

Para determinar el porcentaje de células PD-L1 o PD-L2 positivas se utilizaron 15
muestras de derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, conteniendo
células tumorales y a las que se les designé como M1- M15.

Adicionalmente, a partir de tres diferentes muestras de células tumorales se lograron
establecer cuatro lineas celulares: de la muestra M1 se establecio la linea celular CDS-
1, de la muestra M4 la linea AJG-1, y por ultimo la muestra M8 correspondiente a las
lineas MRO-L1 y MRO-L2.

Para evaluar el porcentaje de células PD-1 positivas, se emplearon 15 muestras de
células mononucleares (CMN) de sangre periférica (SP) y liquido pleural (LP), ambas
provenientes de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma pulmonar, con un
intervalo de edad de 36-76 afios. Se utilizaron ademas como grupos control CMN
provenientes de: a) nueve sujetos sanos no fumadores de 40 a 70 afios de edad, y b)
nueve pacientes con derrame pleural no maligno con un intervalo de edad de 36 a 80
afos. Las muestras de derrames no malignos utilizadas fueron patologias de tipo no
cronico, siendo: cuatro neumonias, dos insuficiencias cardiacas, una cardiopatia
reumatica, un hemotorax izquierdo de causa no especifica y una pleuritis fibrosa
inespecifica.

El derrame pleural fue obtenido por toracocentesis aséptica practicada por el personal

médico del INER. Las células fueron aisladas por el personal de investigacion del
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Laboratorio de Cancer Pulmonar de dicha institucion mediante centrifugacion sobre

gradientes discontinuos de densidad.

Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 (clona MIH1), anti-PD-L2 (MIH18),
conjugados a ficoeritrina (PE), y anti-PD-1 (clona MIH4) conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Todos adquiridos de eBioscience (San Diego, California, USA).
Para distinguir la poblacién de células tumorales de los leucocitos presentes en la
muestra de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar se realizo la tincidon con un
anticuerpo monoclonal anti-CD45 (clona HI30) conjugado a PECy5, obtenido de BD
PharMingen (San Diego, California).

Como controles de isotipo se emplearon anticuerpos conjugados a PE o FITC,
obtenidos de eBioscience (San Diego, California, USA). El isotipo conjugado a PE se
empleé en la determinacion de PD-L1 y PD-L2 en células tumorales y el isotipo
conjugado a FITC se emple6 en la determinacién de PD-1 en CMN.

Los linfocitos de las CMN en las muestras de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar se identificaron marcando los linfocitos TCD4" y los linfocitos TCD8,
empleando anticuerpos monoclonales anti-CD4 conjugado a PE (clona Q4120) y anti-
CD8 conjugado a Quantum Red (QR, clona UCHT-4), obtenidos de Sigma (San Luis,
Missouri).

Se empleo el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (clona UCHT1) de BD Bioscience (San

Diego, CA), a una concentracion de 1 pug/ mL para estimular a las CMN.

Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares se mantuvieron en cajas de cultivo celular T-25 (Nunc, Dinamarca)
con un volumen de 5 mL de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino y antibiéticos (20 000 U/ mL de Penicilina G sédica y 20 pg/ mL de
estreptomicina). Las células fueron incubadas en atmosfera himeda con 5 % de CO; a
37 C.

Las lineas celulares de carcinoma pulmonar tienen la caracteristica de crecer adheridas
a la superficie de las cajas de cultivo, por lo que una vez que las células alcanzaban

aproximadamente el 80 % de confluencia se separaban de las cajas, empleando una
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solucion de MOPS-EDTA 4 mM y realizando una agitacion enérgica para favorecer el
desprendimiento de las células. EI EDTA se inactivd adicionando 5 mL de medio de
cultivo RPMI 1640, posteriormente se tomd el contenido de la caja de cultivo y se vertid
en un tubo conico Falcon con 5 mL de medio RPMI 1640, el tubo se agitdé suavemente y
se procedio a lavar las células, centrifugandolas a 1500 rpm por 10 min.

Finalmente, las células tumorales se resuspendieron en solucidon salina amortiguadora
de fosfatos conteniendo 1% de albumina y 0.1 % de azida de sodio (PBS/BSA/NaN3) o
medio RPMI 1640 (segun fuera el caso). De esta suspensién se tomO una pequefia
alicuota para determinar la concentracion celular, realizando un conteo en la cAmara de
Neubauer. La viabilidad celular se determind con el colorante de exclusion azul de

tripano y siempre fue mayor al 85 %.

Inmunotincion de PD-L1 y PD-L2 en células tumorales

A 10° células tumorales se les incubé con: 1) el control de isotipo conjugado a PE o 2)
con los anticuerpos anti-PD-L1 o anti-PD-L2 (3uL de cada uno) tanto para las lineas
celulares como para las células tumorales provenientes de las muestras de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar. En el caso de las muestras provenientes de
los pacientes, la poblacion celular se incubd con el anticuerpo anti-CD45 (4 uL) para
marcar las células CD45 positivas (leucocitos) y distinguirlas de las CD45 negativas
(células tumorales).

Finalmente, los tubos se incubaron durante 30 min a 4C en ausencia de luz, se lavaron

con PBS/BSA/NaN3 y se fijaron con paraformaldehido.

Estimulo de las CMN y determinacién del porcentaje de linfocitos TCD4 *y CD8"
PD-1 positivos

Las CMN provenientes de liquido pleural y sangre periférica, tanto de los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar como de los grupos control, se ajustaron a una
concentracién de 1 x 10° células/ mL, y posteriormente se estimularon con el anticuerpo
anti-CD3 adsorbido en una placa de 96 pozos.

Para adsorber el anticuerpo anti-CD3 a la placa, los pozos se incubaron con 50 pL de
anti-CD3 (1 pg/ mL) a 37 T durante 90 min, una vez finalizada la incubacion se

realizaron dos lavados con 100 puL de PBS estéril y se adiciond la suspension celular
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para estimularlas por 48 hrs (t48). Como control se emplearon CMN incubadas en medio
de cultivo.

Antes del periodo de incubacion (basal to) y una vez finalizada la incubacion (tsg) se
procedid a realizar la determinacion de PD-1 en los linfocitos TCD4" y TCDS8".

Se colocaron 100 pL de la suspension de CMN provenientes del basal (tp), el control
(ts8) y el tratamiento (t48) y se tifieron con anti-PD-1 FITC o el control de isotipo, anti-
CD4 PE y anti-CD8 QR, a fin de detectar la expresion de estas moléculas en la
superficie celular.

Los tubos se incubaron a 4C durante 30 min en oscuridad. Las células se lavaron con

PBS y finalmente se fijaron con paraformaldehido.

Analisis por citometria de flujo

Todas las muestras se analizaron en un citometro FACScalibur de Becton Dickinson
(San Joseé, California, USA) utilizando el programa CellQuest. Se adquirieron 10, 000
eventos de cada muestra.

Con respecto a las lineas tumorales, se delimitd la poblacion de estas células
empleando una grafica de tamafio vs granularidad, a partir de la regién anterior se
elaboraron histogramas para determinar el porcentaje de células PD-L1 o PD-L2
positivas (ver figura 8).

En el caso de las muestras obtenidas de los pacientes, y para asegurar que el analisis
realizado provenia solo de las células tumorales y no de leucocitos contaminantes, se
adiciond el anticuerpo anti-CD45 PECy5. Después de seleccionar la region de células
tumorales en una grafica de tamafio vs granularidad, se elaboré una grafica de CD45
PECYy5 vs granularidad, por medio de la cual se seleccioné a la poblacion de células
tumorales CD45 negativas en una segunda region. A partir de dicha region se
elaboraron histogramas para determinar el porcentaje de células tumorales PD-L1 o
PD-L2 positivas (ver figura 9).

El andlisis para determinar el porcentaje de células PD-1 positivas se realiz6 efectuando
dos gréficas: en la primera grafica de tamafo vs granularidad se considero la region de
los linfocitos y en la segunda grafica de CD4 PE vs CD8 QR se seleccionaron las

células TCD4" y TCD8" mediante dos regiones diferentes. A partir de la regiéon de
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células CD4" 0 CD8" y empleando histogramas se analizé el porcentaje de células que
expresan PD-1 (ver figura 10).

Andlisis estadistico

El porcentaje de linfocitos TCD4" y TCD8" PD-1 positivos se analiz estadisticamente
con el programa Prism 3.0, empleando como medida de tendencia central la media. La
comparacion entre las medias de los grupos: sujetos sanos vs los pacientes con
adenocarcinoma y pacientes con adenocarcinoma pulmonar vs pacientes con
patologias no malignas, se realizé empleando la prueba de t no pareada, para ambos
grupos sin estimulo y con estimulo. En el caso de la comparacion entre sangre
periférica (SP) y liquido pleural (LP) de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se
utilizé la prueba de t pareada, también se utiliz6 para realizar la comparacion del
porcentaje de células PD-1 positivas a diferentes tiempos entre los diferentes grupos
estudiados. Se considerd P<0.05 para la significancia estadistica.

10°

PD-L1 PE

Granularidad

Tamaiio

10 10

PD-L2 PE

Figura 8. Andlisis representativo de la determinaci  6n del porcentaje de células PD-L1 y PD-L2
positivas en lineas celulares. En una gréfica de tamafo vs granularidad, se analizé una regién (R1) de
células tumorales y se elaboraron los histogramas correspondientes para PD-L1 y PD-L2.
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Figura 9.Analisis
representativo de la
determinacion de
células PD-L1 y PD-
L2 positivas  en
células tumorales
provenientes de
pacientes con
adenocarcinoma
pulmonar. A partir del
gréfico de tamafio vs
granularidad se
delimité una region de
células (R1) y en otro
grafico de CD45 vs
granularidad se
delimité la poblacion
de células tumorales
CD45 negativas (R2) y

se elaboré el
histograma
correspondiente para
PD-L1 o PD-L2.
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Figura 10. Analisis representativo de la determinacion del por
positivos. En la columna superior izquierda (panel A) se observa la regiéon que delimita los linfocitos a
partir de la cual en la parte inferior se distinguen las poblaciones de linfocitos TCD4" y TCD8". El panel B
muestra los histogramas que se elaboraron para determinar el porcentaje de linfocitos TCD8* PD-1" (fila
superior) y TCD4" PD-1" (fila inferior). Adicionalmente en el panel B se distingue el basal (1), el control

(ts8) y el tratamiento (t4g) y la muestra de la que provienen las células: liquido pleural (LP) o sangre

periférica (SP).

centaje de linfocitos T PD-1
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Resultados

RESULTADOS

Determinacion del porcentaje de células tumorales P D-L1 y PD-L2

positivas

Expresion de PD-L1 y PD-L2 en lineas celulares

Se analizaron 14 lineas celulares de carcinoma pulmonar para determinar el porcentaje
de células tumorales PD-L1" y PD-L2", dentro de las cuales cinco provenian de lineas
celulares comerciales y las otras nueve fueron establecidas en el laboratorio a partir de
células tumorales de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

El porcentaje de células tumorales PD-L1 positivas en las lineas comerciales de tipo
adenocarcinoma fue menor al 50%, mientras que en las dos lineas de tipo epidermoide
PD-L1 se presento en un porcentaje mayor al 50%.

El anadlisis efectuado a las nueve lineas celulares establecidas de los pacientes con
adenocarcinoma reveld que la expresion de PD-L1 se observé en ocho de nueve lineas
celulares en porcentajes entre 30-95 %.

En contraste con estos resultados, PD-L2 se expres6 en menor medida, pues solo dos
lineas de cada grupo (las lineas comerciales y las lineas establecidas de los pacientes)
dieron positivo para la expresiéon de PD-L2 y cuyos porcentajes fueron menores al 25 %
de las células en ambos casos.

El porcentaje de células que expresaron las dos moléculas de la familia B7 en las lineas
celulares mostré patrones diferentes, dado que 13 de las 14 lineas celulares analizadas
expresaron PD-L1 en un porcentaje entre el 20-95% de la poblacion, mientras que soélo
cuatro de las 14 lineas celulares expresaron PD-L2 en un porcentaje del 10 al 25 % de
la poblacién. Sdlo la linea celular OSJV-1 no expreso ninguna de las dos moléculas (ver
figura 11).
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Figura 11. Porcentajes de células PD-L1 y PD-L2 positivas en |  as diferentes lineas celulares . Las
barras de color azul representan de los porcentajes de las células PD-L1 positivas y las barras de color
rojo muestran los porcentajes de células PD-L2 positivas. ND (no detectado).

Expresion de PD-L1 y PD-L2 en muestras de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar

Se analizo el porcentaje de células tumorales PD-L1 o PD-L2 positivas provenientes de
derrame pleural de 15 pacientes con diagnostico de adenocarcinoma pulmonar (ver
figura 12 para datos representativos). Particularmente, en las muestras M2 y M11 se
analizaron dos regiones diferentes de células tumorales (A y B) provenientes de la
misma muestra (ver figura 13), debido a su variabilidad en el tamafio y granularidad
entre cada una de ellas, por lo que al estudiar los datos de las células PD-L1" y PD-L2"
para estas muestras, las dos subpoblaciones de células tumorales se analizaron de

forma independiente.
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Figura 12. Histogramas representativos de células t umorales PD-L1 y PD-L2 positivas en las
muestras provenientes de pacientes con adenocarcino ma pulmonar. En el panel A se observan los
histogramas de las muestras que expresaron PD-L1 en mayor porcentaje. En el panel B se exponen las
muestras de células tumorales que fueron PD-L2 positivas. Los porcentajes de células PD-L1" y PD-L2"
se muestran en la esquina superior derecha de cada histograma.

Los resultados obtenidos de todas las muestras de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar se observan en la figura 14; 14 de 15 muestras de pacientes con
adenocarcinoma presentaron un porcentaje de células PD-L1 positivas entre el 10 y el
60%. Solo dos de las 15 muestras de células tumorales (M11 y M15) expresaron PD-
L2, con un porcentaje menor al 15%. Las células tumorales negativas para la expresion
de ambas moléculas corresponden a la subpoblacién B de la muestra M2 y la muestra

M4 de los pacientes con adenocarcinoma.
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Figura 13. Analisis de las poblaciones de células tumorales en la muestra M2 . En el primer gréafico

se ve la distribuciéon heterogénea de la poblaciéon en la muestra, seguido se enmarcan el area de las
células tumorales estudiadas y finalmente los histogramas correspondientes para cada molécula. En la
fila inferior se observa el andlisis efectuado a la poblaciéon Ay en la fila superior el analisis efectuado a la
poblacién B.
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Figura 14. Porcentajes de células PD-L1 y PD-L2 positivas en | as diferentes muestras de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar . Los porcentajes de las células PD-L1 positivas se

representan en las barras de color azul, mientras que las barras de color rojo muestran los porcentajes de
células PD-L2 positivas. ND (no detectado).
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Andlisis comparativo de la expresion de PD-L1 entre las muestras de los

pacientes y las lineas celulares que se establecier on

De manera adicional se realiz6 una comparacion entre las muestras y lineas celulares
establecidas en el laboratorio, provenientes de los mismos pacientes, puesto que se
observé que entre ambos grupos de células tumorales hay una variabilidad en los
porcentajes de células PD-L1 y PD-L2 positivas.

A partir de las muestras M1, M4 y M8 se establecieron cuatro lineas celulares, la CDS-1
y la AJG-1 correspondientes a las dos primeras muestras y las lineas MRO-L1 y MRO-
L2 correspondientes a la ultima muestra. Los porcentajes de células PD-L1 positivas,
tanto para las muestras de los pacientes como para las lineas celulares
correspondientes a cada muestra, se ilustran en la figura 15.

En los resultados se observé que dos de las tres muestras expresaron PD-L1 entre el
45-60% y solamente la muestra M4 no expreso PD-L1. Sin embargo, al analizar la linea
correspondiente a la muestra M4, se aprecia que la linea celular AJG-1 presenta un
porcentaje de células PD-L1 positivas equivalente al 44%. Las tres lineas celulares
restantes (CDS-1, MRO-L1 y MRO-L2) tienen un porcentaje de células PD-L1 positivas
entre el 30 y el 70%. Cabe destacar que tanto en las muestras como en las lineas
tumorales la expresion de PD-L2 fue negativa.

100 Figura 15. Porcentajes de
90 células PD-L1" en las
muestras de los pacientes
80 - con adenocarcinoma
70 - pulmonar y las lineas

celulares establecidas de
cada muestra . Las barras
de color azul representan el

porcentaje de células

tumorales PD-L1" en las
40 - muestras de los pacientes
30 1 con adenocarcinoma

pulmonar, mientras que las
20 barras rojas representan el

porcentaje de células PD-L1"
10 - en las lineas celulares. ND
0 - (no detectado).

CDSsA1 AJG1 MRO-L1 MRO-L2

Lineas celulares y muestras de pacientes

% de células PD-L1 +
o
o
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Determinacion del porcentaje de linfocitos TCD4 * PD-1"y TCD8" PD-1"

en pacientes con adenocarcinoma pulmonar

Varios articulos han reportado la expresion de PD-1 en linfocitos T activados de
pacientes con diferentes tipos de canceres® *: Por lo que, se analizaron muestras de
CMN provenientes de derrame pleural y sangre periférica de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, para evaluar el porcentaje de linfocitos TCD4" PD-1" y
linfocitos TCD8" PD-1" bajo condiciones basales (to) y estimuladas por 48 hrs con anti-
CD3.

Porcentaje basal de linfocitos T PD-1 positivos

Se observo que el porcentaje de células TCD4" PD-1" en las muestras de derrame
pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar fue mayor con respecto a los
linfocitos TCD4" PD-1" de derrames de tipo no crénico (P=0.030). Respecto a la
poblacion de linfocitos TCD4" de los pacientes con adenocarcinoma hay una tendencia
a incrementarse el porcentaje de linfocitos PD-1" provenientes del derrame pleural con
respecto a los linfocitos PD-1" provenientes de sangre periférica de los mismos
pacientes. Con relacion a las células TCD4" de sangre periférica, el porcentaje de
células PD-1" tendi6 a ser mayor en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
(figura 16 A).

Ahora bien, en los linfocitos TCD8" provenientes de derrame pleural, el porcentaje de
células PD-1 positivas en los pacientes con adenocarcinoma se incrementd con
respecto a los linfocitos TCD8+ provenientes de los derrames no malignos (P=0.0465).
No se encontré diferencia en los porcentajes de células PD-1 positivas entre derrame
pleural y la sangre periférica de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Sin
embargo, en sangre periférica, los linfocitos TCD8® de los pacientes con
adenocarcinoma presentan un mayor porcentaje de células PD-1 positivas que los

provenientes de los sujetos sanos (P=0.048, figura 16 B).
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Figura 16 . Porcentajes basales de linfocitos TCD4 * PD-1" y TCD8" PD-1". Se muestra el porcentaje
de células PD-1" en funcién de los diferentes grupos: derrames de tipo no crénico (m, no maligno),
pacientes con adenocarcinoma, en el que se distinguen las células provenientes de derrame pleural (A,
LP) y sangre periférica (¥, SP); y sujetos sanos (¢, sanos). Panel A linfocitos TCD4" PD-1" y panel B
linfocitos TCD8" PD-1".

Efecto del estimulo con anti-CD3 en el porcentaje d e linfocitos T PD-1 positivos
Dado que PD-1 se expresa en linfocitos T activados®®, se procedié a estimular a la CMN
por 48 hrs con el anticuerpo anti-CD3 y posteriormente se analizé el porcentaje de
linfocitos TCD4" y TCD8" PD-1 positivos, ademas se incluyé como control CMN sin
estimulo. Se compar6 el porcentaje de los linfocitos TCD4" PD-1" y TCD8" PD-1" de
derrame pleural de los pacientes con adenocarcinoma respecto a las patologias de tipo
no crénicas, asi como entre los pacientes con adenocarcinoma y los sujetos sanos en
sangre periférica.

En derrame pleural y sangre periférica de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar,
se observo que en ambas subpoblaciones de linfocitos T el porcentaje de células PD-1
positivas disminuyo significativamente en el control sin estimulo con respecto al basal;
por otro lado, al estimular las células TCD4" y TCD8", los porcentajes de células PD-1
positivas aumentaron significativamente con respecto al control. Sin embargo, no hubo
diferencias entre las subpoblaciones de linfocitos T tratados con anti-CD3 con respecto

a los porcentajes basales de células PD-1 positivas (ver panel Ay B de la figura 17).
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A diferencia de lo anterior, en el derrame pleural proveniente de los sujetos con
patologias de tipo no cronico, en ambas subpoblaciones de linfocitos T no hubo
diferencias significativas entre los niveles basales de células PD-1 positivas y los
controles, ademas no se observaron diferencias en los porcentajes de células PD-1
positivas entre el control y las células tratadas con anti-CD3 (ver panel C de la figura
17).

Finalmente en los sujetos sanos, los porcentajes de células PD-1 positivas
disminuyeron significativamente tanto en las células TCD4" como en las células TCD8"
al permanecer sin estimulo por 48 hrs. Por el contrario, al estimular las células con anti-
CD3 ambas subpoblaciones de linfocitos T mostraron un aumento significativo en el
porcentaje de células PD-1 positivas con respecto al control (ver panel D de la figura
17). No obstante, los porcentajes de células PD-1 positivas posterior al estimulo con

anti-CD3 no fueron mayores que los porcentajes basales (ver panel D de la figura 17).
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Figura 4.9. Porcentaje de linfocitos TCD4

+

PD-1" y TCD8" PD-1". Los gréficos representan el

porcentaje de células PD-1" en los tres grupos: pacientes con adenocarcinoma, liquido pleural (LP; panel
A) y sangre periférica (SP; panel B); pacientes con patologias no crénicas (LP, panel C) y sujetos sanos
(SP, panel D); tanto para los porcentajes basales (m, t;), como para el control (A, Ctrl t4g) y el tratamiento
con anti-CD3 (¥, Tx ts). En la columna izquierda se muestran los resultados para las células TCD4",
mientras que en la columna derecha se observan los resultados para los linfocitos TCD8".
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Induccién especifica de PD-1 posterior al tratamien  to con anti-CD3 en linfocitos T

Para evaluar si las subpoblaciones de linfocitos T de los adenocarcinomas incrementan
el porcentaje de células PD-1 positivas al ser estimulados con anti-CD3, se realiz6 una
comparacion entre los linfocitos T provenientes de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar con respecto a los linfocitos T de liquido pleural de patologias no cronicas y la
sangre periférica de sujetos sanos, para lo cual se determiné el porcentaje de induccion

especifica de PD-1 en los linfocitos TCD4" y TCD8", empleando la siguiente férmula
(Modificada de ref. 45).

(PD1anti-cD3) - (PPicu) 4 o0
100 - (PD1cyy))

%induccidnespecifica =

En derrame pleural, el porcentaje de induccién especifica de PD-1 en las células TCD4"
de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar tendié a incrementarse con respecto a
las células TCD4" de los pacientes con patologias no crénicas. En sangre periférica, se
observé que el porcentaje de induccion especifica de PD-1 fue mayor en los linfocitos
TCD4" provenientes de los pacientes con adenocarcinoma que en los linfocitos TCD4"
de los sujetos sanos (P= 0.0257), como se muestra en la figura 18 A.

En los linfocitos TCD8" de derrame pleural, los porcentajes de induccion especifica de
PD-1 fueron mayores en los pacientes con adenocarcinoma que en los pacientes con
patologias no cronicas (P=0.047). Con respecto a los linfocitos TCD8" provenientes de
sangre periférica, se observdé que los porcentajes de induccién especifica de PD-1
tendieron a incrementarse en los pacientes con respecto a los sujetos sanos (ver panel
B de la figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de induccién especifica de PD -1 en linfocitos TCD4 * y TCD8". Derrames de
tipo no crénico (m, no maligno), pacientes con adenocarcinoma, en el que se distinguen las células de
derrame pleural (A, LP) y sangre periférica (¥, SP); y los sujetos sanos (¢, sanos). Panel A linfocitos
TCD4" PD-1" y panel B linfocitos TCD8" PD-1". La barra representa la media.
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DISCUSION

Los tumores malignos evaden la respuesta inmune del hospedero por varios
mecanismos. Estos incluyen secrecion de factores inmunosupresores, carencia de
coestimulacién de la célula T, expresion de ligandos de muerte y/o moléculas
coinhibitorias®” “® 3¢, Observaciones recientes han sugerido que la actividad inicial y
final de la célula T (activacion, proliferacion, adquisicion de memoria y funcién citolitica
vs induccién de anergia, ignorancia y muerte celular programada) son gobernadas por
el balance entre la sefializacion positiva y negativa en las células T, actividades
conferidas por la interaccion entre varias moléculas coestimulatorias de la célula T y sus
ligandos correspondientes®®. En este sentido, varios estudios han reportado un
mecanismo por el que las células tumorales pueden evadir la respuesta inmune del
hospedero, el cual esta dado por la expresion en membrana de PD-L1 y/o PD-L2 en las

células tumorales’® “°,

PD-L1 y PD-L2 estan involucrados directamente en una
regulacion negativa de la respuesta inmune celular y humoral al asociarse con su
receptor PD-1 sobre los linfocitos T activados®® “°. En el presente estudio se encontré
que los ligandos PD-L1 y, en menor medida PD-L2, estan expresados en lineas
celulares establecidas de carcinoma pulmonar y en células tumorales provenientes del
derrame pleural de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma pulmonar. También
se detectd que los linfocitos TCD4" y TCD8" provenientes de sangre periférica y
derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar presentaron altos
porcentajes de células positivas para el receptor PD-1. Lo que lleva a pensar que la
expresion de PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales, asi como la presencia de PD-1
en las subpoblaciones de linfocitos T, pueden actuar como una posible via por la que
las células tumorales de adenocarcinoma pulmonar evaden la respuesta inmune del

hospedero.

Expresion de PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales
La expresion constitutiva de PD-L1 ha sido observada en lineas celulares provenientes
de cancer de ovario’®, leucemia mieloide®, glioma’™ y cancer de mama®, empleando

citometria de flujo; resultados similares se encontraron en este trabajo. Adicionalmente,
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se ha reportado que PD-L1 se expresa en varios tipos de tumores® entre los que se
encuentran cancer de ovario, cancer de colon, melanoma, carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello®?, glioma’, carcinoma de células renales®®, cancer de
esofago*®, cancer de mama?® y carcinoma de pulmoén de células no pequefias ** *. En
la mayoria de los carcinomas analizados se encontré que el porcentaje de células PD-
L1" es mayor al 50%. En el presente estudio, las células tumorales provenientes de
derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar expresaron PD-L1 en la
mayoria de los casos analizados, en un porcentaje mayor al 50% de las células. La
expresion de PD-L1 en diversos tipos de canceres sugiere que podria participar en la
evasion a la respuesta inmune del hospedero.

De manera contraria, en el caso de PD-L2 hay pocos estudios dedicados a analizar su
expresion. Sin embargo, se ha evaluado la presencia de PD-L2 en cortes histolégicos
de pacientes con adenocarcinoma pulmonar y carcinoma de células escamosas,
encontrandose que PD-L2 se expresa en un porcentaje del 8% para los
adenocarcinomas y en 11% para los carcinomas epidermoides, en 26 de 52 casos
analizados®. En el presente trabajo, PD-L2 se expresé en 2/ 15 muestras de células
tumorales analizadas en un porcentaje menor al 20%, y un comportamiento similar se
observo en las lineas celulares de carcinoma pulmonar.

La reducida expresion de PD-L2 en la membrana citoplasmica de las células tumorales
puede deberse a su limitada expresion tisular. Aunque se ha reportado que el mMRNA de
PD-L2 se encuentra en diversos tejidos, la expresion en la superficie celular es mucho
més restringida, en particular, a las CDs y los macréfagos® ®*. En este sentido, dado
qgue el MRNA es el molde para la sintesis de proteina y que los patrones de expresion
de PD-L1 y PD-L2 difieren entre si, se requiere estudiar la expresion de los mRNA que
codifican para PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales, para asociar los niveles de
expresion de la proteina en membrana con el mMRNA.

Si bien, la regulacion de la expresion de PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales es
desconocida, de acuerdo con varios reportes, la expresion de PD-L1 y PD-L2 puede
aumentar bajo ciertas condiciones'®. Una de ellas es el microambiente tumoral, en un
medio con presencia de citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y, se incrementa la

130, 16.

expresion de PD-L ; mientras que la expresion de PD-L2 se incrementa en las
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células dendriticas y los macrofagos en presencia de IL-4; es decir, una respuesta de
tipo Thl favorece la expresion de PD-L1 mientras que una respuesta tipo Th2 favorece
la expresion de PD-L2%. Adicionalmente, se ha reportado que en el liquido pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar, el perfil de citocinas es de tipo Th12.

Otra posible explicacion a la baja expresion de PD-L2 que se encontré en las células
tumorales es que la expresion de PD-L2 podria promover la respuesta inmune
antitumoral, como ha sido reportado previamente en un modelo murino*'. Sin embargo,
la funcionalidad de las moléculas de PD-L1 y PD-L2, expresadas por las ceélulas
tumorales provenientes de las lineas celulares y las muestras obtenidas de los

pacientes con carcinoma pulmonar aun necesita ser investigada.

Expresion de PD-1 en subpoblaciones de linfocitos T

PD-1 es una de las proteinas de sefalizacion que contribuyen con una regulacion
negativa durante la presentaciéon de antigenos a la célula T, modulando su respuesta,
asi como los niveles y patrones de citocinas producidas®. Se ha propuesto que la
respuesta inmune limita su actividad efectora en contra de las células tumorales, debido
a un incremento en la expresién de PD-1 en los linfocitos T'®. En el caso particular del
cancer de pulmon un reporte demostré en cortes histologicos la presencia de PD-1 en
linfocitos T infiltrantes de tumor®. Adicionalmente, dado que tanto la respuesta
sistémica de las células T como la respuesta de los linfocitos T en el sitio del tumor son
importantes para activar la respuesta inmune del hospedero en contra del cancer,
nosotros estudiamos la expresion de PD-1 en los linfocitos TCD4" y TCD8" a niveles
basales y estimulados con anti-CD3 en pacientes con adenocarcinoma pulmonar, en
sangre periférica y derrame pleural.

El andlisis de los resultados mostro que el porcentaje de células TCD4" PD-1" y TCD8"
PD-1" en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, a nivel basal tiende a estar
incrementado tanto en derrame pleural como en sangre periférica, en comparacién con
el porcentaje de células TCD4" PD-1" y TCD8" PD-1" de los grupos control (sujetos con
patologias no cronicas y sujetos sanos). Estos resultados sugieren que el tumor tiene
un efecto localizado y sistémico en la expresion de PD-1 en las células T de los

pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Ademas, se observd que ambas
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subpoblaciones de linfocitos T de sangre periférica y derrame pleural requieren de un
estimulo constante para mantener el porcentaje de células PD-1°, por lo que la
presencia del tumor podria estar estimulando constantemente a los linfocitos T en el
espacio pleural y en la periferia, conllevando a un incremento de células PD-1".

En el derrame pleural, la comparacion entre los linfocitos T de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar y las patologias de tipo no cronicas mostré que el tumor
podria inducir un incremento en el porcentaje de linfocitos T PD-17, lo que sugiere que
el tumor estimula crénicamente a los linfocitos T. Lo anterior concuerda con lo reportado
por Golden y cols®* en pacientes infectados con hepatitis C, donde indican que la
expresion de PD-1 es mayor en los linfocitos T provenientes de tejido hepatico de
pacientes con hepatitis C que en los linfocitos T de patologias hepéticas no crénicas?*.
Una posible explicacion a las diferencias de expresion de PD-1 entre los sujetos con
patologias no crénicas y los pacientes con adenocarcinoma pulmonar puede deberse a
la secrecién de citocinas en el microambiente producidas por las células T localizadas

en el espacio pleural®®

. Otra posibilidad es que los antigenos tumorales induzcan la
expresion de PD-1?* 7°. Al respecto, nuestros datos indican que en los pacientes con
patologias no crénicas, los porcentajes basales de células PD-1" no disminuyeron
transcurridas 48 hrs de incubacién, y adn cuando las células se estimularon con anti-
CD3 el porcentaje de linfocitos T PD-1 positivos no se modificé, lo que sugiere que las
células T no han sido estimuladas cronicamente, ante lo cual no se perturba la
expresion de PD-1 por el estimulo con anti-CD3. Por el contrario, en los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar los porcentajes basales de células PD-1" disminuyeron
significativamente después del periodo de incubacion; sin embargo, al estimular a los
linfocitos T, los porcentajes de células PD-1 positivas se mantienen con respecto a los
porcentajes basales, lo que puede estar relacionado con la estimulacién crénica de los
linfocitos T en el compartimento pleural.

Adicionalmente, nosotros observamos que los porcentajes de induccién especifica de
PD-1 fueron significativamente mayores en los linfocitos TCD8" con respecto a la
subpoblacion correspondiente en los sujetos con patologias no crénicas; mientras que
en los linfocitos TCD4" de los pacientes con adenocarcinoma solo se observé una

tendencia a incrementar el porcentaje de induccion especifica de PD-1. Estas
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diferencias pueden ser atribuidas al numero de casos considerados, tal vez
incrementando el nimero de pacientes se alcance la significancia estadistica en los
linfocitos TCD4". No obstante, se puede inferir que la expresion de PD-1 en los
linfocitos T tiene un importante rol inmunoregulatorio en la respuesta inmune en el
carcinoma pulmonar, suprimiendo la actividad del linfocito T.

En sangre periférica, los linfocitos TCD4" de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar no mostraron diferencias significativas en los porcentajes basales de células
PD-1%, con respecto a los linfocitos TCD4" de los sujetos sanos, lo que sugiere que los
linfocitos TCD4" que se encuentran en la periferia no presentan una disfuncion
completa, al comportarse de manera similar a los linfocitos TCD4" de los sujetos sanos.
Sin embargo, se pudo observar que el porcentaje de induccion especifica de PD-1 fue
mayor en los linfocitos TCD4" de los pacientes con cancer que en los linfocitos TCD4"
de los sujetos sanos. Una posible explicacion a estas diferencias en la induccion
especifica de PD-1, es que a medida que los linfocitos T de los pacientes con cancer se
van activando por una exposicion crénica al antigeno via TCR se incrementa la
expresion de PD-1, lo que a su vez puede llevar a los linfocitos T a un agotamiento
funcional™ °.

Respecto a la poblacién de linfocitos TCD8", los porcentajes basales de células PD-1*
fueron mayores en los pacientes con adenocarcinoma que en los sujetos sanos, pero al
estimularlos in vitro no se encontr6 un incremento en el porcentaje de induccidn
especifica de PD-1 en los pacientes con cancer, tal vez incrementando el nimero de
pacientes se alcance la significancia estadistica.

Se ha reportado que en infecciones crénicas como la hepatitis C** y el VIH?, los niveles
de expresion de PD-1 estan incrementados en los linfocitos TCD8" y que ademas
presentan una reducida capacidad de proliferacion y una limitada funcién efectora que
las conlleva a un estado de agotamiento permanente®. Particularmente en VIH han
reportado que las células TCD8" se encuentran en un estado de agotamiento mayor
que las células TCD4", debido principalmente a la pérdida en ciertas funciones tales
como la produccion de citocinas, la capacidad de proliferacion y la resistencia a la

apoptosis, lo que se refleja en niveles elevados de expresién de PD-1%" 24,
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Ademas, varios grupos han reportado los siguientes defectos en las células TCD8" de
sangre periférica y derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar: a)
reduccion de la tasa de proliferacion, b) disminucién de la produccion de algunas
citocinas, c¢) capacidad reducida de los linfocitos citotoxicos para eliminar las células
tumorales® % *1 Y32 Por lo que, nuestros resultados son consistentes con la nocién de
que la estimulacion crénica induce la expresion de PD-1 en los linfocitos TCD8" y se

asocian con alteraciones en su funcionalidad?.

En resumen, la expresion de PD-1 en los linfocitos TCD4" y TCD8" y la expresion de
PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales en pacientes con adenocarcinoma pulmonar,
puede jugar un rol critico en la regulacion de la respuesta inmune del hospedero.
Estudios recientes mostraron que la estimulacién prolongada de las células T activadas
llevan a un estado de anergia temporal o permanente y a un incremento de la apoptosis
dada la elevada expresion de PD-L1 en las células tumorales, ya que la interaccion PD-
1: PD-L1 inhibe la proliferacién y la capacidad efectora de las células T activadas®™ ®*
%8 Asi mismo, se ha reportado que los mediadores inflamatorios, particularmente el
IFN-y, estan implicados en la sobreexpresion de PD-L1 sobre las células tumorales.
Cabe sefalar que la expresion de PD-1 ademas de ser inducida via TCR puede
también ser inducida por citocinas pro-inflamatorias®® **, de hecho en un reporte sobre
tuberculosis demuestran que la expresion de PD-1 puede ser regulada por citocinas tipo
Th13® 33, Basados en lo anterior, la expresién PD-1 en el linfocito T y sus ligandos PD-
L1/ PD-L2 en las células tumorales puede depender del microambiente®, por lo que el
comprender la funcion del IFN-y en la regulacion de la expresion de PD-1 y sus ligandos
enriqueceria el conocimiento sobre la relacion que guarda la respuesta inmune del
hospedero en contra del tumor.

Por ultimo, la respuesta inflamatoria cronica podria promover el potencial maligno de las
células neopléasicas, lo que estd asociado con cambios en los perfiles de las células
tumorales, asi como con su funcionalidad, incluyendo la supresién de la respuesta
mediada por los linfocitos T32. Por lo que aun faltaria relacionar la participacién que
tienen PD-1 y sus ligandos en la inmunidad de los pacientes y ver la posible

contribucion de sus interacciones al desarrollo de terapias eficaces.
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CONCLUSIONES

B PD-L1 se encontr6 ampliamente expresado en las lineas celulares (13/14) y en las
células tumorales (14/15) provenientes del derrame pleural de pacientes con

adenocarcinoma pulmonar.

b PD-L2 se expres6 en menor medida en las lineas celulares (4/14) y en las células
tumorales provenientes del derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma

pulmonar (2/15).

B No hubo diferencias en el porcentaje de células PD-1 positivas en los linfocitos
TCD8" y TCD4" entre sangre periférica y liquido pleural de los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, tanto en condiciones basales como estimulados con
anti-CD3.

B En liquido pleural, en condiciones basales el porcentaje de linfocitos TCD4" PD-1" y
TCD8" PD-1" fue mayor en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar que en los

pacientes con patologias no crénicas.

» Los linfocitos TCD8" de los pacientes con cancer pulmonar presentaron una mayor
induccion especifica de PD-1 que los linfocitos TCD8" de los pacientes con

patologias no crénicas.

B En sangre periférica en condiciones basales, los linfocitos TCD8" de los pacientes
con adenocarcinoma presentaron un mayor porcentaje de células PD-1" que los

linfocitos TCD8" de sujetos sanos.

B Las células TCD4" provenientes de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
presentaron un porcentaje de induccion especifica de PD-1" mayor que en los

linfocitos TCD4" de los sujetos sanos.
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En general, nosotros demostramos que las células tumorales de los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar expresaron PD-L1, y en menor cantidad PD-L2, y que los
linfocitos TCD4" y TCD8" de pacientes con adenocarcinoma pulmonar presentaron
altos porcentajes de células PD-1", respecto a los grupos control. Posiblemente PD-L1
esta mas ampliamente expresado que PD-L2 debido a las citocina secretadas en el
microambiente tumoral y con respecto a PD-1, es probable que las células TCD4" se
encuentren en un estado de agotamiento que les impide desempefar sus actividades
efectoras e induce a su vez a que las células TCD8" se encuentren en un estado de

anergia.
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