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INTRODUCCION

Cancer

Todos los procesos celulares estan altamente regulados, la division celular (mitosis) no
es la excepcién. Existen una gran cantidad de mecanismos destinados para asegurar
gue la célula hija tenga una copia fiel e integra de la informacion genética de la célula
progenitora, evitando con ello errores en el genoma que pudieran afectar su
funcionamiento.

Durante la replicacion del DNA es factible que puedan ocurrir errores espontaneos, o
bien, inducidos por agentes carcindgenos (fisicos, quimicos o biolégicos). Las células
han desarrollado mecanismos de reparacion para revertir el dafio en el DNA antes de
transmitirlo a la célula hija, si los mecanismos celulares no son capaces de revertir el
dafo, la célula entrara en apoptosis. Cuando una célula no repara el dafio en su
genoma y ademas evade la apoptosis, acumulara errores genéticos (mutaciones) que
seran transmitidos a las células hijas. El cancer es el resultado de la acumulacion de
dichos errores; las mutaciones pueden ocurrir en varios genes, y sus efectos son
diversos, por ejemplo la activacion de protooncogenes y la inactivacion de genes
supresores de tumores conlleva a la proliferacion descontrolada y la formacién de
neoplasias.” ®

Durante el desarrollo del cancer, las células involucradas adquieren seis propiedades
fundamentales que caracterizan a las células transformadas. En conjunto, estas
propiedades se nombran “marcas del cancer” y son: 1) Autosuficiencia proliferativa, 2)
Insensibilidad a las sefiales anti-proliferativas, 3) Evasion de la apoptosis, 4) Potencial

replicativo ilimitado, 5) Angiogénesis sostenida y 6) Invasion de tejidos y metastasis.?



Céancer pulmonar

El cancer de pulmon es la forma mas comun de todos los canceres y la principal causa
de muerte en el mundo. Tan solo en 2007 se le atribuyeron 1.4 millones de defunciones,
colocandose como un severo problema de salud publica.® Las causas del carcinoma
pulmonar son diversas; sin embargo, alrededor del 90% de todos los casos de esta
enfermedad se relacionan con el habito tabaquico.®® ®® La predisposicién genética y los
factores ambientales pueden ser la causa del porcentaje restante en aquellos pacientes

con historiales de no fumador. 2% 66

Tipos histolégicos de carcinoma pulmonar

Por sus caracteristicas clinicopatolégicas, el carcinoma de pulmon se divide
principalmente en dos grupos: carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC
por sus siglas en inglés) que representa alrededor del 85% de todos los casos y
carcinoma pulmonar de células pequefias (SCLC) con el restante 15% de los casos.?"
26 EI NSCLC puede ser dividido en tres tipos histolégicos: carcinoma epidermoide o de
células escamosas, carcinoma pulmonar de células grandes y adenocarcinoma, este
dltimo es el tipo histolégico mas frecuente.?® En relacién con el habito tabaquico, se ha
reportado que fumar puede ser la causa de cualquier tipo histolégico de cancer
pulmonar; sin embargo, la asociacion mas fuerte es con el carcinoma epidermoide; asi

mismo, el adenocarcinoma es el tipo histolégico méas frecuente en no fumadores.*
Biologia molecular del cancer de pulmén

La principal causa por la que se puede desarrollar carcinoma pulmonar es el
tabaquismo. El humo del cigarrillo contiene cerca de 45000 sustancias de las cuales se
han identificado mas de 60 como carcindgenos, dentro de éstas se encuentran los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (como el benzo[a]pireno), aminas aromaticas y
nitrosaminas (como 4-(metilnotrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona). * ®® El proceso de

carcinogénesis en el tejido pulmonar se desarrolla probablemente durante afios e



incluso décadas. Durante este periodo, las células afectadas sufren numerosos cambios
a nivel molecular, que finalmente conducen al desarrollo de un carcinoma pulmonar.?*
Los avances en las técnicas de biologia molecular han proporcionado mayores
evidencias acerca de la patologia del desarrollo del cancer pulmonar. Existe evidencia
clinica de que el cancer de pulmoén es el resultado de un proceso de varias etapas en
las cuales se da la acumulacion de veinte 0 mas alteraciones genéticas y epigenéticas
en el epitelio bronquial, que finalmente son las responsables de la patogénesis. % *’

Los eventos que conllevan al desarrollo de células malignas se llevan a cabo de manera
secuencial, propiciando la acumulacién de alteraciones; es en este proceso en el que se
adquieren las llamadas marcas del cancer, las cuales favorecen la proliferacion de las
células transformadas.

A continuacién se mencionan datos referentes a las marcas del cancer en relacién con
el carcinoma pulmonar.

a) Autosuficiencia proliferativa: particularmente se asocian dos receptores codificados

por protooncogenes, el receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el
receptor ERBB2. Ambos son receptores transmembranales con actividad de tirosin-
cinasa. Cuando se unen a sus ligandos (factor de crecimiento epidérmico [EGF] y
factor de crecimiento transformante-alfa [TGF-a], respectivamente) se inicia una
cascada de sefalizacion que promueve la proliferacion epitelial. En el NSCLC el
receptor EGFR se encuentra sobreexpresado y las células tumorales poseen la
capacidad para secretar el ligando EGF lo que suministra los componentes necesarios
para una via de crecimiento autécrina. El receptor ERBB2 se encuentra sobreexpresado
en el 30% de los casos de NSCLC, principalmente en el adenocarcinoma y se asocia a
células tumorales con fenotipo multiresistente a farmacos quimioterapéuticos y con un
elevado potencial metastasico. Otra via presente para el crecimiento de las células de
carcinoma pulmonar es la relacionada con el factor 1 de crecimiento semejante a
insulina (IGF-1), debido a que dichas células producen esta hormona y tienen
receptores para ella.'’

En el 20% de los casos de NSCLC se encuentran mutados los genes de la familia ras,

principalmente en adenocarcinomas. Las proteinas RAS codificadas por los



protooncogenes de dicha familia tienen actividad de GTPasa y transmiten sefales
inducida por factores de crecimiento, iniciando la transcripcién de genes. *’

b) Insensibilidad a las sefales antiproliferativas: las alteraciones mas comunes en

genes supresores tumorales se relacionan con el gen TP53 (eliminaciones, inserciones,
mutaciones sin sentido). Este gen ayuda a mantener la integridad del genoma evita la
division de una célula con dafio en el DNA, inducido por radiaciones o carcindgenos. El
gen TP53 esté inactivo en mas del 75% de los casos de SCLC y en el 50% de NSCLC.
Otros genes supresores inactivos en el cancer pulmonar son el gen Rb (debido a
mutaciones) y P16 (inactivado por hipermetilacion).’

c) Evasion de la apoptosis: el protooncogén Bcl-2 codifica para una proteina con

caracteristicas antiapoptoticas (importante en la regulacion de la via intrinseca); dicho
gen esta sobreexpresado tanto en NSCLC como en SCLC."’

d) Potencial replicativo ilimitado: los telbmeros son los extremos de los cromosomas,

son regiones altamente repetitivas no codificantes cuya funcién principal es la
estabilidad estructural de los cromosomas. En cada division de una célula normal, los
telomeros se van acortando y cuando llegan a una longitud critica, las células dejan de
dividirse. La telomerasa es una enzima que adiciona nucleétidos en hexameros
TTAGGG a los teldmeros, en una célula normal esta enzima esta inactiva; sin embargo,
debido a que todos los tipos de cancer de pulmén la expresan se piensa que la
actividad de esta enzima es la responsable de brindar la inmortalidad a las células
malignas. *’

e) Angiogénesis sostenida: las células tumorales de carcinoma pulmonar promueven la

angiogénesis, manifestandose como una abundante microvascularizacion del tumor,
gue se asocia con un pobre prondstico de la enfermedad. Las células tumorales de
NSCLC expresan el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que promueve el

crecimiento de vasos sanguineos.*’

f) Invasion de tejidos y metéstasis: en el NSCLC, la expresiéon de moléculas como
laminina e integrinas se encentra reducida, lo que contribuye a la pérdida de

adherencia de las células tumorales del carcinoma pulmonar, este fenbmeno puede



propiciar que una célula tumoral invada tejido adyacente o bien que pueda llegar a

vasos sanguineos y diseminarse hacia otros érganos.*’
Derrame pleural

La cavidad pleural es el espacio comprendido entre la pleura parietal y visceral, en el
gue se encuentra un liquido seroso cuya funcién es evitar la friccion durante el proceso
de ventilacion pulmonar. En condiciones normales, la produccion de liquido pleural es
de 0.1-0.2mL/Kg peso corporal, permaneciendo menos de 12mL en dicho espacio. El
liquido pleural contiene de 1000 a 5000 células/mL, de las cuales alrededor del 80%
son macréfagos y el restante corresponde a linfocitos. °

La acumulacién excesiva de liquido en el espacio pleural es resultado del desequilibrio
en los procesos de formacién y reabsorcion del mismo, dos de los mecanismos por los
cuales se genera esta acumulacion son: 1) aumento de la permeabilidad capilar como
sucede en procesos inflamatorios y neoplasicos y 2) disminucion del drenaje linfatico
debido a obstruccién por células tumorales. °

El origen etiolégico de la formaciéon del derrame pleural es diverso, pero principalmente
es causado por cancer pulmonar (principalmente adenocarcinoma), tuberculosis,
insuficiencia cardiaca y neumonias.

Los derrames pleurales ocasionados por tuberculosis y cancer pulmonar contienen un
porcentaje mayor de linfocitos respecto a la sangre periférica. Los linfocitos TCD4+ son
la estirpe predominante en dichos derrames.? °* Ademas de presentar linfocitos, dos
terceras partes de los derrames pleurales de origen maligno pueden presentar células
tumorales, es por ello que el derrame pleural se considera un sito adecuado para el

estudio de la respuesta inmune antitumoral y de los mecanismos de evasion tumorales.
57

Respuestainmune

El sistema inmune es el conjunto de o6rganos linfoides, células y componentes

humorales, que brindan proteccién al hospedero en contra de agentes potencialmente



patdgenos. Una respuesta inmune disminuida puede resultar en susceptibilidad a
infecciones, incapacidad para eliminar tumores o bien, en inmunodeficiencias; mientras
gue una respuesta excesiva conlleva al desarrollo de reacciones de hipersensibilidad o
a enfermedades autoinmunes.>

La respuesta inmune se divide en dos partes, de acuerdo con la prontitud y
especificidad de la respuesta, y son: respuesta inmune innata y respuesta inmune
adaptativa. La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa, y esta
compuesta de 3 barreras: 1) Barreras anatomicas: divididas a su vez en factores
mecanicos (la piel, las células ciliadas del tracto respiratorio), factores quimicos con
potencial antimicrobiano (acidos grasos “cerumen”, lisozima, fosfolipasa) y factores
bioldgicos (la flora normal de la piel y del tracto gastrointestinal. 2) Barreras humorales:
sistema del complemento, y algunas citocinas que propician una reaccion inflamatoria
(como interferén (IFN) e IL(interleucina)-1). 3) Barreras celulares: parte de la respuesta
inflamatoria consiste en el reclutamiento de células polimorfonucleares (neutréfilos,
eosindfilos y basdfilos), células NK y macréfagos al sitio de inflamacion. >

La respuesta inmune adaptativa es una respuesta mediada por linfocitos T y B, no es
inmediata y se caracteriza por ser antigeno especifica. Existen dos poblaciones
diferentes de linfocitos T, los linfocitos T CD8+ o linfocitos citotoxicos (CTL’s) y los
linfocitos T CD4+ o linfocitos cooperadores (Th). La poblacién de linfocitos Th se
diferencia en varias subpoblaciones efectoras de acuerdo con el microambiente de
citocinas en el que esté inmerso el precursor ThO, si en el microambiente predomina la
IL-12 e IFN-y, el linfocito se diferencia hacia Thl y éste sera capaz de secretar IL-2 e
IFN-y, citocinas importantes en la activacion de macréfagos y CTL’'s. En un
microambiente donde predomina la IL-4 se favorecera el perfil Th2, y los linfocitos con
este perfil producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, citocinas que colaboran con el
linfocito B para diferenciarse en células plasmaticas y producir anticuerpos.®**
Recientemente se ha descrito una poblacion de linfocitos productores de IL-17 con un
fenotipo diferente al de los linfocitos Thl o Th2, considerandose desde entonces como

un nuevo linfocito efector, y denominandose Th17.%



Respuesta inmune en cancer

El sistema inmune desempefia un papel importante en la prevencién de tumores,
protege al organismo eliminando virus potencialmente oncogénicos, reestablece la
homeostasis post-infeccion revirtiendo el ambiente inflamatorio que pudiera favorecer el
desarrollo tumoral y eliminado especificamente las células transformadas nacientes.
Las células precancerosas o malignas son capaces de inducir una respuesta inmune.>?
Es claro que las células tumorales, debido a su inestabilidad gendémica, generaran
nuevos antigenos y aun estos se modificaran durante el desarrollo del tumor,
favoreciendo asi su inmunogenicidad.®®> Con un sistema inmune competente, el
resultado serd la eliminacion de las células transformadas o de las células malignas, en
un proceso conocido como inmunovigilancia.®?

La idea de que existe una vigilancia inmunologica capaz de erradicar células
transformadas fue propuesta hace casi un siglo; sin embargo, no fue sino hasta
mediados del siglo XX cuando Burnet y Thomas formularon formalmente la teoria de la
inmunovigilancia, la cual postula que en el organismo surgen constantemente células
transformadas y que la funcién del sistema inmune es detectarlas, evitando asi el
posible desarrollo de un tumor o malignidad. 3+ *

Aunque esta idea no fue plenamente aceptada, principalmente porque en los primeros
ensayos se observO que no existia un incremento en la incidencia de tumores
espontaneos (ni en los quimicamente inducidos) en ratones atimicos, comparados con
el fenotipo silvestre, hay evidencia experimental (principalmente en modelos murinos)
gue apoyan esta teoria. El descubrimiento de las células NK como células citoliticas fue
muy importante en esta teoria, pues aun en los ratones atimicos esta presente ésta
poblacion y mediante ensayos posteriores se demostré6 que desempefian un rol muy
importante (junto con otras células como NKT y los linfocitos con TCRy3) en la
inmunovigilancia. **

Actualmente la inmunovigilancia se considera parte de otra teoria mas completa, la

inmunoedicion.



Inmunoedicion

La participacion del sistema inmune en la prevencion del cancer no siempre culmina
con la erradicacion de las células transformadas. La presion que ejerce el sistema
inmune durante la eliminacion de las células transformadas desempefia un papel
preponderante, ya que puede editar el fenotipo inmunogénico durante el desarrollo
tumoral. La teoria de la inmunoedicién nos proporciona una vision mas amplia de la
participacion del sistema inmune en el desarrollo tumoral, para ello contempla tres
etapas: a) eliminacién, b) equilibrio y c) escape.®"

a) Eliminacion: corresponde al concepto original de la inmunovigilancia. Este proceso

incluye la respuesta inmune innata y adaptativa en contra de las células tumorales. Por
la respuesta inmune innata participan las células efectoras NK, NKT vy los linfocitos
TCRYy3, que son activadas por citocinas inflamatorias relacionadas con macréfagos y
células del estroma que circundan a las células tumorales. La secrecion de estas
citocinas recluta a mas células del sistema inmune que producen otras citocinas
proinflamatorias como IL-12 e IFN-y.3 78

En el proceso de eliminacion se contemplan 4 fases. i) Reconocimiento de las células
tumorales por el sistema inmune innato. Cuando un tumor alcanza un tamafio de 2-
3mm, requiere de nuevos vaso sanguineos y ocurre un rearreglo en el estroma para la
progresion del tumor, esto induce sefiales de alarma y proinflamatorias que resultan en
el reclutamiento de células NK, NKT, linfocitos TCRyd, macrofagos y células dendriticas
(DC’s) al sitio del tumor. Las células transformadas son reconocidas por los macréfagos
y células dendriticas; ademas, las células NKT y NK presentes en el infiltrado producen
UFN-y. i) Maduracién y migracion de las células dendriticas y presentacion de
antigenos a los linfocitos T. Algunas quimiocinas producidas en el microambiente
tumoral bloquean la formacién de nuevos vasos sanguineos, la proteina 10 inducible
por interferon (IP-10) tiene efectos antiangiogénicos, esto conlleva a hipoxia de algunas
células tumorales y su posterior muerte. Las células tumorales muertas son fagocitadas
por las células dendriticas inmaduras, las cuales en un microambiente proinflamatorio,

maduran y migran a los ganglios linfaticos. iii) Generacion de linfocitos T antigeno-



tumoral especificos. Las células NK y macréfagos infiltrantes del tumor producen IL-12
e IFN-y, las cuales favorecen la activacion de los mecanismos citotoxicos como
granzima/perforina, TRAIL y especies reactivas de oxigeno resultando en la muerte de
mas células tumorales. En los ganglios linfaticos, las DC’s que migraron presentan los
antigenos tumorales a los linfocitos T CD4+ naive, los cuales se diferencian en linfocitos
Thl productores de IL-2 e IFN-y que favorecen la proliferacion y maduracion de los
linfocitos T CD8+ antigeno-tumoral especificos. iv) “homing” de los linfocitos T al sitio
del tumor y eliminacion de las células tumorales. Los linfocitos T CD4+ y CD8+
antigeno-tumoral especificos llegan al sitio del tumor y los CTL’s eliminan a las células
tumorales especificamente al reconocer los antigenos tumorales presentados en la
molécula clase | del MHC, esto incrementa la secrecion de IFN-y, pero también favorece
la supervivencia de las células tumorales con reducida inmunogenicidad.®

b) Equilibrio: en esta fase ocurre una continua selecciéon de células tumorales, ya que
las células mas inmunogénicas son eliminadas por los mecanismos citoliticos ya
mencionados; sin embargo, aquellas células con poca inmunogenicidad sobreviven y
proliferan, como se recordara una célula transformadas es inestable genéticamente,
este hecho influye en gran medida en esta etapa, debido a que aquellas células poco
inmunogénicas pueden generar variantes con fenotipos no-inmunogénicos (es en este
punto en el que el tumor se torna muy heterogéneo), que son los que persisten aun en
individuos inmunocompetentes. Se considera que esta etapa puede cursar a lo largo de
varios afios.? 38

c) Escape: la respuesta inmune no logra eliminar todas las variantes surgidas durante el
desarrollo tumoral, todas las células no-inmunogénicas o aquellas que en su desarrollo
adquirieron mecanismos que les confirieron la capacidad de evadir o suprimir la
respuesta inmune, proliferan resultando en el crecimiento del tumor y posteriormente al

surgimiento de las manifestaciones clinicas debidas a este.?" >
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Figura 1: Inmunoedicion. El proceso de la inmunoedicion contempla tres etapas: i) Eliminacion, ii)
Equilibrio y iii) Escape. Se muestra el proceso de carcinogénesis y transformaciéon maligna de algunas
células de un tejido normal. A partir de ellas ocurre la primera etapa de la inmunoedicion, en donde
puede ocurrir la eliminacion completa de las células transformadas, o bien la supervivencia de
aquellas con reducida inmunogenicidad. En la etapa de equilibrio surgen nuevas variantes de las
células tumorales poco inmunogénicas. En la tercera etapa, subsisten las células tumorales que han

adquirido mecanismos de evasion del sistema inmune, el tumor crece
Para una descripcion detallada de esta teoria consultar el texto. Mdficada

sge manifiesta clinicamente.
e 19
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Mecanismos de evasion tumoral

Las células tumorales que logran escapar del sistema inmune poseen una gran
variedad de mecanismos, los cuales favorecen la progresion de tumor. Estos
mecanismos de evasién han sido objeto de mudltiples estudios, pues como se podra
inferir, son probables blancos para la inmunoterapia. Entre los mecanismos por los
cuales las células tumorales evaden al sistema inmune estan los relacionados con las
moléculas clase | del MHC, y la via de procesamiento de antigenos. Inicialmente, las
mutaciones en las moléculas clase | del MHC propiciarian el escape de las células
tumorales. La deficiencia en la presentacion de antigenos o bien, la nula expresién de
estas moléculas serian los mecanismos en tumores mas avanzados. Mutaciones en el
gen de la p2-microglobulina, o bien mutaciones puntuales o eliminaciones en los genes
del MHC I, son las responsables de la reducida o nula expresion de las moléculas clase
| del MHC. Asi mismo, en algunos canceres se han observado mutaciones en el
proteasoma y en moléculas TAP, resultando en defectos en la maquinaria de
presentacion antigénica. 2% %

Ademas de estos mecanismos, los tumores pueden secretar citocinas
inmunosupresoras; por ejemplo, los carcinomas pulmonares secretan TGF-p que inhibe
la produccién de IL-2 e IFN-y necesarias en la activacion y proliferacién de los CTL’s.*
>" En otros canceres se presenta la secrecién de IL-10 que junto con el TGF-B evitan la
activacion adecuada de los linfocitos infiltrantes del tumor.3* Adicionales a esta citocinas
inmunosupresoras, las células tumorales son capaces de secretar otros factores
solubles, a saber, VEGF que previene la diferenciacion y maduracion de las células
dendriticas ademas de ser un factor angiogénico; fosfatidil serina soluble que induce
una respuesta antiinflamatoria favoreciendo la secrecion de IL-10 y TGF-B por los
macrofagos; Fas soluble que desempefia un papel para evadir la apoptosis inducida por
FasL de la membrana de los CTL’s; y finalmente FasL soluble que funge como
mecanismo de contraataque tumoral ya que este factor soluble puede interactuar con

Fas de la membrana de los CTL'’s induciendo su apoptosis. 3>
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La Inflamacién como agente promotor del cancer

Se ha mencionado que el microambiente inflamatorio es necesario para eliminar las
células transformadas nacientes; sin embargo, se ha considerado que la respuesta
inflamatoria inducida por infecciones cronicas o persistentes se relaciona con la
predisposicion para desarrollar cancer. 2% %% ¢

Aunque no se postula que la inflamacion sea un mecanismo de evasion tumoral, si se le
asigna un rol adicional, en este caso como agente iniciador y promotor. *

Las infecciones crénicas provocadas por virus de la hepatitis B y C, respuestas inmunes
inapropiadas como puede ocurrir con Helicobacter pylori o bien condiciones asociadas
con irritacion cronica y una subsecuente inflamacion, predisponen a desarrollar cancer.
20

Los estados de inflamacion crénica asociados con infecciones o irritaciones pueden
conducir a microambientes en los que se favorecen lesiones genéticas y la iniciacion de
tumores. Uno de los mecanismos por los cuales el sistema inmune combate las
infecciones es la produccion de radicales libres e intermediarios reactivos de oxigeno y
nitrégeno; de forma importante, la presencia de estas moléculas puede incrementar el
riesgo de mutaciones en el DNA. **

Después de una infeccién o bien cuando el tejido ha sido dafiado, se activan los
mecanismos para reestablecer la homeostasis y reparar el tejido. En este proceso los
macréfagos, células epiteliales y fibroblastos tienen un papel activo. EI microambiente
resultante durante la reparacion puede contener diversas moléculas como TGF-f,
VEGF, prostaglandinas y metaloproteinasas de matriz que favorecen la progresion
tumoral.®*

Particularmente es interesante el hecho de que estados de irritacion crénica pueden
resultar en infecciones recurrentes, inflamacion y finalmente cancer. Esta cadena de
eventos se ejemplifica en las siguientes lineas, donde se trata al habito tabaquico como
factor de riesgo para desarrollar cancer pulmonar.

Se sabe que el humo del cigarro compromete la integridad del epitelio ciliado del tracto

respiratorio, incrementando su permeabilidad e impidiendo su correcto funcionamiento
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como barrera anatomica que forma parte del sistema inmune innato. EI humo del
cigarro también tiene efectos sobre los macréfagos alveolares, DC’s y las células NK
alterando su capacidad fagocitica, su maduracion y atenuando la capacidad citotoxica
respectivamente; resultando en un incremento de la susceptibilidad para contraer
infecciones (causadas por virus y bacterias) por via aérea. Al mismo tiempo, el humo
del cigarrillo activa las células epiteliales e incrementa el nimero de macréfagos
alveolares; los cuales, en conjunto, producen mediadores proinflamatorios que
favorecen el reclutamiento de més células, (principalmente neutréfilos) al pulmon. Las
infecciones persistentes conducen a un estado inflamatorio cronico el cual puede dafar
al tejido debido a las metaloproteinasas de matriz (MMP) secretadas por los neutrofilos
y macrofagos, ademas de esto, se observa un incremento de los linfocitos T CD8+
efectores (cuya especificidad antigénica se desconoce) y de la IL-17 (interleucina
proinflamatoria secretada por una subpoblaciéon de linfocitos T CD4+), que mantienen
dicho estado inflamatorio. El dafio constante a la mucosa respiratoria favorece la
colonizacion bacteriana del epitelio. La continua formacion de intermediarios reactivos
de oxigeno, nitrégeno y radicales libres (como mecanismo para eliminar bacterias),
junto con los carcinégenos presentes en el humo del cigarrillo pueden conducir al
surgimiento de mutaciones de las células epiteliales que, con un sistema de
inmunovigilancia mermado, pueden proliferar. %> °®

Debe tomarse en cuenta que en el transcurso de las alteraciones al epitelio ciliado
hasta el desarrollo de un carcinoma in situ pueden pasar muchos afos, y que no todos
los fumadores culminaran de dicha forma; se estima que sélo el 1-5% de los fumadores

desarrolla algin tumor o malignidad. ©°
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Linfocitos Th17

Por muchos afios se considerd el paradigma de la diferenciacion de los linfocitos T
cooperadores (Th) mediante dos vias mutuamente excluyentes, que conduce a los
linfocitos T naive hacia el perfi Thl o Th2. Hoy en dia se conocen varias
subpoblaciones, entre las que se encuentra una poblacién de linfocitos cooperadores
capaces de producir IL-17, este tipo efector se denomina Th17. 1> 44>

Para que se lleve a cabo la polarizacion del linfocito T hacia un perfil particular es
necesaria la presencia de citocinas especificas que activaran un factor de transcripciéon
maestro (“master”); el cual a su vez sera el responsable de conferirle identidad al
linfocito Th por medio de la secrecién de citocinas. Los linfocitos Thl requieren de IL-12
gue promueve la activacion del factor de transcripcion T-bet y de esta manera sintetizan
IFN-y el cual caracteriza a esta subpoblacion efectora. Por otra parte los linfocitos Th2
necesitan IL-4 y el factor de transcripcion GATA-3 para secretar IL-4, IL-5 e IL-13. » 28
La diferenciacion de un linfocito T naive hacia un efector Th17 no ha sido totalmente
aclarada, se han realizado diversos estudios in vitro con linfocitos humanos, y algunos
otros con células provenientes de ratdn, en los cuales se evidencian algunas
diferencias. En los ensayos con células murinas se ha determinado que para polarizar
los linfocitos naive hacia Th17 se requiere de IL-6 en combinacion con TGF-f; mientras
tanto, en linfocitos humanos se ha observado que el TGF- no es necesario para la
diferenciacién, pero si lo es la IL-6 e IL-1p. 123837

La combinacion de las citocinas mencionadas, ya sea para linfocitos humanos o de
raton, favorece la expresion de un par de factores de transcripcion conocidos como
RORgamma y RORalfa, a los cuales se les considera los “master” de esta
subpoblacién.** 28 %° Hasta ahora no se ha descrito la via de sefializacion mediante la
cual se favorece la expresion de estos factores de transcripcion; sin embargo, se ha
logrado establecer que el activador de la transcripcion y traductor de sefales-3 (STAT-

3) esta implicado.'® 1> 2% 73
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Cuando en una célula T se expresan los factores RORgamma y RORalfa se inicia la
transcripcion de los genes que codifican para la IL-17 (o IL-17A), IL-17F, e IL-22, que

junto con IL-21 son las citocinas que caracterizan esta poblacién efectora. *# 28 3042 45

55

Se han realizado diversos ensayos relacionados con la fenotipificacion de los linfocitos
Th17 humanos, la mayoria de ellos en condiciones polarizantes (presencia de IL-6 e IL-
1B) y se ha reportado que en su membrana se expresan los receptores para IL-21 (IL-
21R) e IL-23 (IL-23R), la expresion de estos receptores es favorecida por RORgama.
Se sabe que las IL-21 e IL-23 confieren estabilidad y promueven la proliferacion de los
linfocitos Th17 (IL-21 lo hace de manera autdcrina). * > % Ademas de estos
receptores, se ha reportado que los linfocitos Thl7 expresan el receptor 6 de
quimiocina-CC (CCR®6),“* y se ha sugerido que dicha molécula le confiere capacidad
para regular su reclutamiento a la zona de inflamacion (como ocurre en intestino y

pulmén)15, 24, 40, 72

IL-6R \

IL-TR

|74
IL-17, IL-21
IL17F

Figura 3: Diferenciacion a linfocito Th17. En presencia de IL-6 e IL-13 un linfocito T naive se
polariza hacia el perfii Thl7. STAT3 es una molécula implicada en la diferenciacion de esta
subpoblacion, al ser activado promueve la actividad del factor de transcripcion RORgamma el cual a
su vez sera el responsable de favorecer la produccion de las citocinas caracteristicas de esta estirpe
la IL-17, IL-17F; asi mismo producird IL-21 que en conjunto con la IL-23 le conferirdn estabilidad al
perfil Th17 favoreciendo su proliferacion.
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El estudio de la funcién de las células Th17, inicialmente reveld su participacion en
infecciones por patdgenos extracelulares como C. albicans; sin embargo, estudios
posteriores asocian a ésta subpoblacion de linfocitos con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes y otras patologias asociadas con inflamacion cronica (tuberculosis,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica). Recientemente se le ha relacionado con la
progresién del cancer, confiriéndoles un importante rol patoldgico.™ > 3% 23 25 73 | g
estudios que han llevado a esas conclusiones se fundamentan en bloquear la
participacion de las citocinas secretadas por los linfocitos Thl7 o bien aquellas
necesarias para permitir la proliferacion de esta poblacion. Para entender los resultados
gue se obtienen en esos ensayos (que se presentan en la siguiente seccion) es
necesaria conocer la funcién de las citocinas involucradas en el perfil Th17, por ello se
presenta una breve resefia de cada una de ellas.

IL-17 (IL-17A): La IL-17 se une a su receptor (IL-17RA) que es frecuentemente

expresado en células endoteliales, epiteliales y fibroblastos. Recientemente se ha
reportado que el receptor IL-17RA puede formar un heterodimero con IL-17RC lo que le
confiere diferentes afinidades por la IL-17 o bien una activacion mediante una via
distinta de sefalizacion. ** % %> °° E| efecto de esta citocina depende de la célula blanco
en la que actla, puede resultar en dafio al tejido si se producen metaloproteinasas de
matriz (MMP) secretadas por la activacion de las células endoteliales y fibroblastos,
dafio al cartilago por las MMP secretadas por los condrocitos, inflamacion por activacion

de los macréfagos que secretan IL-1, TNFo e IL-6.%> %% ¢
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Efecto y moléculas Efecto Condicién

Célula blanco relacionadas biolégico patolégica
‘ Interleucina-1 Infeccién
—>» Interleucina-6 Inflamacién Rechazo al
TNFao trasplante
Macréfago
"V Interleucina-6 Activacion Trombosis

Metaloproteinasas del epitelio
Célula epitelial

.

W \ Interleucina-6 Destruccién
"_-17 . N F““P"?’ de de la matriz  Esclerosis maltiple
Yy . crecimiento extracelular
T Bibrobiasio Metaloproteinasas

‘ Osteoclastogénesis Erosién de

Metaloproteinasas huesos Artritis
Osteoclasto reumatoide
Enfermedad
Q periodontal
‘ —»Metaloproteinasas Do
cartilago
Condrocito
= Artritis
, —> Interleucina-6 Inflamacién reumatoide
Neutréfilo

Figura 4: Células blanco de la interleucina-17. La actividad y el efecto bioldgico
de la IL-17 depende de la célula blanco a la cual activa. En la figura se muestran
algunas de las células blanco de dicha interleucina y las patologias en dénde se ha
observado su participacion, Modficadade 45)

IL-17F: Sus efectos han sido poco estudiados. En modelos murinos que sobreexpresan
dicha citocina se observa que puede provocar inflamacion de vias respiratorias y
favorece el reclutamiento de neutréfilos, efectos muy similares a los obtenidos en
ratones que sobrexpresan IL-172; sin embargo, se ha reportado que los efectos de IL-

17F son menos potentes.**
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IL-21: Esta interleucina es un importante regulador de la poblacién Thl7, se ha
demostrado que su expresidn es inducida por IL-6 pero es independiente de
RORgamma. En modelos murinos se ha observado que la IL-21 bloquea la expresion
de FOXP3 evitando que las células expuestas a IL-6 y TGFp se polaricen hacia
linfocitos T reguladores, una poblacién de linfocitos con capacidad inmunosupresora,
inducidos principalmente por el TGFBy que expresan FOXP3 como master de la
transcripcion.> ¥ *° Sin embargo, se ha reportado la existencia de una poblacién de
linfocitos productores de IL-17 FOXP3+. & "

IL-22: Es un miembro de la familia de la IL-10, es importante en la regulaciéon de la
inflamacion 'y la homeostasis del epitelio, induce la expresion de péptidos
antimicrobianos en células epiteliales. Recientemente se ha reportado una poblacion de
linfocitos diferentes de Thl, Th2 y Thl7 que secretan grandes cantidades de dicha
citocina, y se ha propuesto como un nuevo subtipo: linfocitos Th22.%° %

IL-23: Es un miembro de la familia de IL-12. Esta citocina no es secretada por los
linfocitos Th1l7 pero es importante en su regulacion, induce la expresion de IL-17 y
favorece su proliferacion. Se ha demostrado su participacién en la etapa inicial del

desarrollo de encefalitis autoinmune experimental (EAE).*>
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ANTECEDENTES
Linfocitos Th17 en autoinmunidad

En términos generales, las enfermedades autoinmunes son ocasionadas cuando
algunas células de ciertos tejidos son blanco de anticuerpos citoliticos o bien de una
respuesta inflamatoria sostenida mediada por linfocitos T.%° Originalmente se propuso
que el estado inflamatorio que originaba la patologia debia estar mediada por el perfil
Th1 de los linfocitos que infiltraban la zona afectada. *

En afos recientes se han publicado una serie de investigaciones que asocian el estado
inflamatorio cronico con la presencia de IL-17 y principalmente con los linfocitos T
capaces de producirla, y que no corresponden al perfil clasico de la respuesta Th1.
Koenders en un modelo de artritis experimental, encuentra que la sobreexpresion de
IL-17 provoca dafio en las articulaciones, independientemente de la presencia o no de
IL-1.%2 Komiyama y cols.*® reportan la induccién de encefalitis autoinmune experimental
(EAE) en ratones tanto silvestres como IL-17” y observan que en los ratones knock out
existe una resistencia a desarrollar EAE, que se manifiesta por menor dafio al tejido en
comparacién con los ratones silvestres. De forma complementaria, Langrish y cols.®
reportan que la capacidad de induccion de EAE provocada en ratones IL-23" es menor
gue en ratones silvestres, y con una serie de experimentos posteriores concluyen que la
induccién de EAE por linfocitos Th17 es mayor a la observada con linfocitos Thi. *°

En cuanto a reportes en humanos destaca el estudio de Nistala®®, que sefiala un
aumento significativo de linfocitos Th1l7 en el liquido sinovial comparado con los
provenientes de sangre periférica de pacientes con artritis idiopatica juvenil al. De forma
similar se ha observado un incremento en la expresion de IL-17 en biopsias de piel de
pacientes con psoriasis y en sangre periférica de pacientes con esclerosis maltiple. 3

El mecanismo por el cual se desarrolla el dafio al tejido, revela que la IL-17 presente
tiene diferentes células blanco (de acuerdo a la patologia), como son neutrofilos,

células endoteliales, fibroblastos, osteoblastos y condrocitos. Con estas células
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activadas ocurre la produccion de IL-6, TNFa y metaloproteinasas de matriz, que son

las causantes del dafio al tejido. *°
Linfocitos Th17 en cancer

En los ultimos afios se han estudiado las implicaciones de la IL-17 y de los linfocitos
Thl7 en enfermedades autoinmunes, y por su nuevo papel protagbénico se han
comenzado a realizar estudios en relacion al cancer.

En primera instancia se ha observado que en ratones con sobreexpresion de IL-17
ocurre inflamacion espontanea de las vias respiratorias e hiperplasia de la mucosa,
manifestando el posible rol patolégico de dicha interleucina.'® En contraparte, un estudio
en el que inoculan células tumorales de cancer de colon subcutdneamente y por via
intravenosa, tanto en ratones silvestres como en deficientes de IL-17, demuestra que
hay un aumento descontrolado del crecimiento tumoral subdérmico y ademas una
mayor cantidad de metastasis hacia pulmén en los ratones deficientes de IL-17. *® Con
ello surge la hipotesis de que la IL-17 enddgena confiere un estado protector.

Por otra parte, Kryczek y cols.,*” al inducir diferentes tipos de tumores en ratones y
cuantificar la cantidad de linfocitos Th17 en diferentes tejidos, reportan que los ratones
con cancer incrementan significativamente el porcentaje de linfocitos Th1l7, en sangre,
médula 6sea y bazo, pero no asi en ganglios linfaticos, al compararlos con los ratones
sanos, ademas demuestran la presencia de dichos linfocitos en el infiltrado tumoral.
Aunado a estos resultados, dicho grupo de investigacion realiza los primeros ensayos
sobre cuantificacion de linfocitos productores de IL-17 en tumores humanos (cancer de
pancreas, riidn y ovario), destacando el hecho de encontrar de un 3 a 6% de células
CD3+IL-17+ infiltrando el tejido tumoral, y un incremento significativo de dichas células
en sangre periférica de pacientes con cancer de ovario, respecto a los niveles presentes
en donadores sanos. '

Las primeras conclusiones debidas a los resultados anteriormente citados proponen
gue la IL-17 tiene mayoritariamente un rol protumoral. Con el paso del tiempo han

surgido algunos reportes que sustentan ésta hipétesis.*® /% 7% 77
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Zhang y cols.”’

estudiando cancer gastrico reportan porcentajes incrementados de
linfocitos Th17 en sangre periférica respecto a donadores sanos, dicho comportamiento
lo observan también en ganglios linfaticos que drenan al tumor. Ademas, reportan una
correlacion directa entre el porcentaje de células Thl7 y el estadio clinico del tumor.
Miyahara y cols.*® revelan que en cancer de ovario no hay diferencias en los
porcentajes de linfocitos Thl7 en sangre periférica de pacientes y sujetos sanos;
mientras que, Zhang y cols.”’ reportan en pacientes con carcinoma hepatocelular, un
decremento en linfocitos Thl7 en sangre periférica respecto a sujetos sanos. Sin
embargo, ambos autores reportan porcentajes elevados de dichas células al estudiar
los linfocitos infiltrantes del tumor, concluyendo que el microambiente intratumoral
puede favorecer la presencia y participacion de los linfocitos Th1l7, ya sea porque son
atraidos quimiotacticamente, o bien porque el microambiente favorece su
diferenciacion. Sea cual fuere la causa, lo cierto es que existe la posibilidad de que
dichas células mantengan un estado inflamatorio que promueva el crecimiento tumoral.
46, 78

Dichas conclusiones se basan en que algunas lineas de cancer de ovario y carcinoma
pulmonar son capaces de secretar IL-1p o IL-6 necesarias en la polarizacién a Th17.* *°
Ademas, en ensayos de co-cultivo de células tumorales (de cancer de ovario) con
células presentadoras de antigeno (activadas con LPS) y linfocitos T, el porcentaje de
linfocitos Th17 se incrementa respecto al inicial. En estos estudios se ha reportado que
en un co-cultivo donde estan presentes las tres especies de células. Dicho incremento
es atribuido a un microambiente favorable para que las células T se diferencien en
linfocitos Th17.%®

En contra de dichos resultados Sandel y cols.®® reportan que en cancer de préstata, se
encuentra un incremento significativo de linfocitos Th17 infiltrantes del tumor, respecto a
los porcentajes presentes en la sangre periférica de los pacientes; sin embargo, dichos
autores reportan una relacion inversa con el grado de avance del tumor, por lo que
sugieren que los linfocitos Thl7 desempefian un efecto antitumoral o bien que la

participacion de dichos células es independiente de las citocinas producidas localmente.
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Por otra parte, Yang y cols.”*"

estudiando biopsias de pacientes con linfoma no-
Hodgkin reportan porcentajes significativamente menores de células Thl7 al
compararlos con los de sangre periférica de donadores sanos. Dicho grupo de
investigadores propone que las células tumorales bloquean la diferenciacion hacia
linfocitos Th17, favoreciendo la participacién de células Treg, lo que contribuye a una
deficiente respuesta inmune en el linfoma no-Hodgkin. Estos resultados son opuestos a
los observados en cancer de ovario, gastrico, de prostata y de carcinoma hepatocelular.
De todas estas evidencias, se desprende una nueva vision acerca de los linfocitos Th17
y de la interleucina-17 entorno al desarrollo tumoral. Se propone que dicha citocina
tiene efectos protumorales asi como antitumorales:

Funciones protumorales: La IL-17 activa células endoteliales y fibroblastos induciendo la

produccion de IL-6, VEGF y TGFp, lo cual propicia un microambiente que favorece la
angiogénesis y el crecimiento tumoral. Ademas se induce la expresiéon de MMP que
pueden favorecer la metastasis.*” "3

Funciones antitumorales: los linfocitos Th17 pueden potenciar las funciones efectoras

tanto de los CTL’s como de las NK y neutrofilos. También estimulan la secrecion de IL-
12 por parte de los macrdéfagos que resulta en la activacion de CTL’s. Finalmente,
pueden regular la maduracion de las células dendriticas resultando en una eficiente

presentacion de antigenos. 2" 4’
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Figura 5: Efecto dual de los linfocitos Th17. Se muestran los posibles efectos de la poblacion de
linfocitos Th17 sobre el desarrollo tumoral. La produccion de VEGF, TGFB y metaloproteinasas
ejemplifican los efectos protumorales que favorecen la angiogénesis y la metastasis. Dentro de los
efectos antitumorales se observa la activacion de macrofagos y la maduracion de células dendriticas

que favorecen una eficiente presentacion de antigenos y con ello la activacion de la respuesta
inmune. (Modificada de 47)

Linfocitos T en Cancer Pulmonar

Cémo se ha mencionado, el estudio de los linfocitos infiltrantes del tumor ha sido
extenso. La idea de que un infiltrado mayoritariamente de linfocitos correlaciona con un
prondstico favorable en pacientes con varios tipos de cancer es aceptada.®® En este
contexto y particularmente con relacién al cancer de pulmén, se han realizado ensayos
enfocados al estudio de los linfocitos presentes en derrames pleurales, pues como ya
se mencionod, es un buen modelo para estudiar la respuesta inmune en relacion al

cancer. %’
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Se ha reportado que en derrames pleurales de pacientes con carcinoma pulmonar se
incrementa el porcentaje de linfocitos T CD4+ y decrementa el de T CD8+, respecto a la
sangre periférica de los mismos pacientes. Por otra parte, el perfil de citocinas de los
linfocitos T CD4+ es predominantemente Thl ya que el 45% (intervalo 26-69%) de los
linfocitos T CD4+ secretan IFNy, y que un reducido porcentaje de linfocitos T CD4+
(menor al 1%) secretan IL-4.>" Se desconoce el del porcentaje restante de linfocitos T
CD4+; sin embargo, es probable que sean Th17 ya que el cancer pulmonar se asocia al
habito tabaquico, lo que proporciona un estado de inflamacién crénico. Esta hipétesis
se apoya en gue se ha demostrado que la adicién de sobrenadante del cultivo de lineas
tumorales de carcinomas pulmonares a células presentadoras de antigeno, estimula en
estas Ultimas la secrecion de IL-6, ademas de que se ha reportado que las lineas de

carcinoma pulmonar secretan TGF-$ y dos de ellas liberan ademas, IL-1p e IL-6.

IL-17 en Cancer Pulmonar

Hasta ahora, solo hay un reporte en NSCLC en el que determinan, mediante
inmunohistoquimica las células productoras de IL-17. Reporta que en el cincuenta por
ciento de los casos el porcentaje de leucocitos productores de IL-17 es superior al 5%,
dicho estudio no es concluyente ya que se desconoce las estirpes responsables de la
secrecion de IL-17 (se menciona que la tincion para detectar IL-17 se presenta tanto en
células con morfologia linfoide como granulocitica) y si las células productoras de dicha
citocina desempefian un papel biolégico en el desarrollo del tumor.** Por lo que es
necesario realizar estudios que evaluen si los linfocitos Th17 tienen una participacion

pro o antitumoral en NSCLC.
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HIPOTESIS

Si en el derrame pleural maligno la interaccion entre las células tumorales y las células
inmunes originan un microambiente propicio para la diferenciacion de los linfocitos
TCD4+IL-17+, entonces dicho derrame presentara porcentajes elevados de linfocitos

TCDA4+IL17+ respecto a derrames de patologias no malignas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el porcentaje de Linfocitos TCD4+ productores de IL-17 en derrame pleural
de pacientes con carcinoma pulmonar, asi como el porcentaje de linfocitos TCD4+ que
expresan marcadores para la subpoblacién de linfocitos Th17 (CCR6, RORgamma).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la presencia de linfocitos TCD4+IL-17+ en derrames malignos y no
malignos (cronicos y no crénicos).

e Determinar el porcentaje de linfocitos TCD4+IL-17+ en estado basal y post-
estimulacion tanto en células mononucleares de derrames de origen maligno
como aquellos ocasionados por patologias cronicas y no cronicas.

e Determinar el porcentaje de linfocitos TCD4+ que presentan el marcador CCR6.

e Determinar el porcentaje de linfocitos TCD4+ que presentan el factor de
transcripcion RORgamma.

e Correlacionar el porcentaje de linfocitos TCD4+IL-17+ con el porcentaje de
linfocitos TCD4+RORgamma-.

e Determinar si las lineas tumorales de carcinoma pulmonar producen IL-17.
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MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

Inmunofenotipificacion y cuantificacién de linfocitos TCD4+ productores de IL-17.

Determinacion de la produccion de IL-17 por lineas tumorales.

Células mononucleares de

Lineas tumorales

liquido pleural (CMN-LP) de
pacientes con carcinoma
pulmonar y grupos control.

. Estimulacion con

Inmunotincion Estimulacién de linfocitos . PMA/lonomicina/

en estado con perlas adsorbidas con Brefeldina A,

Basal de anti-CD3, anti-CD2 y anti- . durante 5h

células CD28 por 72h. '

TCD4+ para:

a) CCR6

b) RORy Estimulacién con

c) FOXP3 PMA/lonomicina/ Inmunotincidn

d) IL-17 Brefeldina A, intracelular de

durante 5h IL-17 con

anticuerpos
anti-IL-17

Inmunotincién
intracelular de
células T
CD4+ con
anti-1L-17.

. Determinacion de linfocitos
. Th17 y de células tumorales i
' productoras de IL-17 :
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Material bioldgico

Se utilizaron un total de 24 derrames pleurales de pacientes con diagndstico de cancer
pulmonar con una media de edad de 68 afios y un rango de edad entre 51-92 afos; 19
correspondieron a adenocarcinoma pulmonar, cuatro a mesotelioma y una a carcinoma
pulmonar de células pequenfas.

Como grupo control se incluyeron 10 pacientes con derrame pleural causado por
tuberculosis (TB) que se clasificaron como crénicos con una media de edad de 49 afios
(rango 28-82 afios) y derrames pleurales de origen no crénico que incluyeron dos
neumonias, dos insuficiencias cardiacas, un empiema, un hemotorax y un neumotérax
con una edad promedio de 46 afios (rango 25-62).

Los derrames pleurales fueron obtenidos por toracocentesis aséptica realizada por
personal médico del INER. El liquido fue colectado en matraces con heparina,
posteriormente fue centrifugado obteniéndose un botdn celular, el cual contenia tanto
células mononucleares (CMN-LP) como tumorales (CT-LP). Estas dos poblaciones
celulares fueron separadas por medio de gradientes discontinuos de Lymphoprep (Axis-

Shield, Oslo, Noruega) y congeladas para su estudio posterior.

Purificacion de células mononucleares

Las CMN-LP fueron descongeladas, lavadas con medio RPMI-1640 y resuspendidas

medio RPMI-1640. Esta suspension celular fue nuevamente colocada en gradientes

discontinuos de Ficoll-Hypaque, y centrifugados a 1500rpm durante 30 min, finalmente

se recolectaron las fracciones de células mononucleares (linfocitos principalmente).
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Determinacion del fenotipo de linfocitos CD4+ en estado basal.

Para determinar la poblacion de linfocitos T cooperadores (CD4+) que expresan CCR6,
IL-17, RORgamma y/o FOXP3, se emplearon las siguientes combinaciones de
anticuerpos monoclonales (mAbs): anti-CD4-Quantum-Red (clona Q4120, Sigma, St
Louis, MO), anti-CD4-FITC (clona ,Sigma, St Louis, MO), anti-CD4-PE-Cy5 (clona
OKT4, Biolegend, San Diego CA), anti-CCR6-Alexa488 (clona TG7/CCR6, Biolegend,
San Diego CA), anti-RORgamma-PE (clona AFKJS-9, eBioscience, San Diego, CA),
anti-FOXP3 Alexa488 (clona 150D, Biolegend, San Diego CA) y anti-IL-17-PE (clona
BL168, Biolegend, San Diego, CA).

A 1x10° linfocitos en solucién salina amortiguadora de fosfatos conteniendo 1% de
albumina sérica bovina (BSA) y 0.1% de NaN3 en adelante denominada PBS/BSA.
Posteriormente se adicionaron los anticuerpos anti-CCR6 Alexa488 y anti-CD4 PECy5,
Quantum-Red o FITC para antigenos de membrana, segun la combinacién de
antigenos establecida para la tincién intracelular, a la concentracién optima de trabajo
incubandose en oscuridad a temperatura ambiente (TA) durante 30 min. Al concluir la
incubacion, se realizé un lavado con PBS/BSA vy las células se fijaron en solucion de
Lisis (BD PharMingen, San Diego, CA) a TA durante 10 min.

Después de realizada la tincibn de membrana, se realizd la tincibn de antigenos
intracelulares, por lo que las células se incubaron a TA por 10 min con la disolucién de
permeabilizacion (BD PharMingen, San Diego, CA). A las células permeabilizadas se
adiciono el anticuerpo anti-IL17 PE, anti-RORgamma PE o anti-FOXP3 Alexa488 a la
concentracion 6ptima de trabajo incubandose en oscuridad a temperatura ambiente

(TA) durante 30 min. Finalmente las células fueron fijadas con 1% de paraformaldehido.
Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo, adquiriendo 10000 eventos

provenientes de la region de linfocitos CD4+ (determinada como se indica mas

adelante) por muestra.
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Estimulacion de CMN-LP para posterior deteccion de linfocitos TCD4+

productores de IL-17

5x10° células fueron estimuladas con perlas adsorbidas con anticuerpos monoclonales
anti-CD3, anti-CD2 y anti-CD28 (10ug/mL c/u, Miltenyi Biotec, Auburn CA), en medio de
cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibi6ticos
(20000UI/mL de penicilina G sodica y 20mg/mL de estreptomicina). La mezcla se
incub6 en una atmésfera humeda con 5% de CO; y a 37°C durante 72 h. Cada 24h se
realiz6 cambio de medio de cultivo metabolizado por medio RPMI 1640 fresco.

Al cabo de las 72 h, se realizé un estimulo adicional con una mezcla de PMA (forbol-
miristiato-acetato) (25ng/mL), ionomicina (1ug/mL) y brefeldina A (10pug/mL) durante 5
h en las mismas condiciones de incubacion. A continuacion se realizo la inmunotincion,
con los anticuerpos anti-CD4 PECy5 y anti-IL17 PE. Se utilizaron 2x10° células y se

realiz6 la tincion de membrana e intracelular como se describié anteriormente.

Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo, adquiriendo 20000 eventos
provenientes de la region de linfocitos CD4+ (determinada como se indica en la seccién

de analisis) por muestra.

Lineas tumorales

Se emplearon 6 lineas celulares de carcinoma pulmonar tres de ellas A-427, A-549 y
Calu-1 adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).
Las tres lineas restantes fueron establecidas en el Laboratorio de Cancer Pulmonar del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER) a
partir de derrames pleurales de pacientes con diagnostico de adenocarcinoma

pulmonar, estas lineas fueron designadas 1.3.11, 3A5A y OSJV-1.
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Estimulacion de lineas tumorales de carcinomas pulmonares

Las lineas tumorales empleadas fueron cultivadas en cajas T-25 (Nunc, Dinamarca) con
5mL de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con antibiéticos. Las células fueron
incubadas en una atmésfera humeda con 5% de CO, y a 37°C hasta alcanzar un 85-
90% de su confluencia, tras lo cual las células fueron desprendidas por tratamiento con
tripsina y agitacion mecanica. La viabilidad, determinada por azul de tripano, fue
superior a 87% en todos los casos. A continuacién, se adicionaron 2x10° células en
cada pozo de de una placa de 24 pozos; a esas células se adicioné6 una mezcla
conteniendo PMA (25, 50 y 100ng/mL)-ionomicina (1pg/mL)-Brefeldina A (10upg/mL),
durante 5 h.

Tincién intracelular de IL-17 en lineas tumorales

Posterior a la estimulacion, las células tumorales fueron desprendidas por medio de
tripsina y agitacion mecanica, y tratadas con una disolucion de fijacién durante 10 min, y
después de lavar, las células se incubaron por 10 minutos con la disolucion para
permeabilizar (como se indic6 anteriormente). Las células tratadas fueron incubadas
con el anticuerpo anti-IL-17 a TA durante 30 min. Finalmente, las células fueron fijadas

con 1% de paraformaldehido.

Las células tumorales fueron analizadas por citometria de flujo, adquiriendo 20000

eventos.
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Andlisis de muestras por citometria de flujo

Todas las muestras fueron adquiridas y analizadas en un citometro de flujo FACScalibur
(Becton Dickinson, San José, Ca) utilizando el programa CellQuest.

Para el andlisis de las poblaciones de linfocitos, primero se realiz6 una grafica de
tamafio vs granularidad, de ella se delimité una regién (R1) correspondiente a los
linfocitos. A partir de R1 se traz6 una grafica de CD4 vs. granularidad y se selecciono la
region (R2) correspondiente a los linfocitos CD4+. Finalmente considerando R1 y R2 se
realizaron las gréficas para las determinaciones, en el caso de las células en estado
basal (sin estimular) se realizaron las graficas CCR6 vs IL-17 y RORy vs FOXP3 y para

las células estimuladas se realiz6 la grafica CD4 vs. IL-17 (ver figura 6).
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Figura 6: Andlisis representativo de la poblacién de linfocitos. En la grafica tamafio vs. granularidad
se delimitd la zona de linfocitos (R1), de ella se seleccionaron los linfocitos TCD4+ (R2). A partir de R1 y
R2 se realiz6 una grafica de A) CCR6 vs. IL-17 de ddnde se determinaron las poblaciones en estado
basal (un analisis similar fue realizado para RORgamma y FOXP3), y B) CD4 vs. IL-17, para la
determinacion de la poblacion de linfocitos productores de IL-17 en células estimuladas.

Para el andlisis del porcentaje de células tumorales que producen IL-17 se hizo un
analisis similar. Se construyé una grafica de tamafio vs. granularidad de la que se

delimito una regién (R1) correspondiente a las células tumorales. Con respecto a R1 se
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realizd un histograma para determinar el porcentaje de células tumorales productoras
de IL-17 vs granularidad determinando el porcentaje de células tumorales IL-17 (ver

figura 7).

Isotipo
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25 ng/mL
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100ng/mL

Granularidad

v

Tamano

IL-17

Figura 7. Andlisis representativo de las lineas tumorales. De la grafica tamafio vs. granularidad se
marcO la regién de células tumorales (R1), a partir de esta regiébn se construyé una grafica IL-17 vs.
granularidad para determinar el porcentaje de células productoras de IL-17 y un histograma en dénde se
muestra el comportamiento a diferentes dosis de PMA.

Analisis estadistico

Para elegir las pruebas estadisticas adecuadas se, determiné la distribucion de las
poblaciones estudiadas, la distribucion de la poblacion de linfocitos Thl7 en los
pacientes con cancer no mostré una distribuciéon gaussiana, mientras que las restantes
Si.

Se realizaron las comparaciones entre las poblaciones de linfocitos Th17 de pacientes
con carcinoma pulmonar y con enfermedades cronicas (tuberculosis) y no cronicas,
mediante la prueba U de Mann-Whitney

Se compararon las poblaciones de linfocitos TCD4+CCR6+, TCD4+RORy+,
TCD4+FOXP3+ entre pacientes con carcinoma pulmonar, tuberculosis y enfermedades
no croénicas, utilizando la prueba estadistica ANOVA. Para todas las comparaciones de

considero una P<0.05 como nivel de significancia estadistica.
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RESULTADOS

Determinacion del fenotipo de las células TCD4+ en estado basal
- Andlisis del receptor CCR6 en CMN-LP

Una de las moléculas utilizadas en la fenotipificacion de las células Th17 es el receptor
CCR®6; sin embargo, se sabe que CCR6 no es un marcador especifico para los linfocitos
Thl7, ya que también se presenta en la membrana de las células TCD4+ con perfil
Th1.%

Se determiné el porcentaje de células TCD4+CCR6+ provenientes de los derrames
pleurales de pacientes y controles. En la Figura 8 se muestra un analisis representativo

correspondiente a la determinacién de dicha molécula.
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Figura 8: Andlisis representativo de la poblacion de linfocitos T CD4+CCR6+ provenientes de CMN
de los derrames pleurales en estado basal (sin estimular). R1 corresponde a la poblacién de linfocitos,
R2 a los linfocitos TCD4+. A partir de R1 y R2 se realiz6 un un dot plot para determinar los linfocitos
TCD4+CCR6+IL-17+
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En los diferentes grupos de estudio se detectaron células TCD4+ con el receptor CCR6
como se muestra en el dot plot representativo de la Figura 8. Sin embargo, en ningun
grupo de estudio se detecto la poblacion de linfocitos TCD4+CCR6+ productores de IL-
17 en condiciones basales, por lo que Unicamente se reportan los porcentajes de
células TCD4+CCR6+. En la Figura 9 se presenta la media de los porcentajes de las
células TCD4+CCR6+ tanto de pacientes con carcinoma pulmonar como los de
patologias no malignas crénicas (Tuberculosis “TB”) y no cronicas. Se observé que la
media para el grupo de derrames pleurales de origen tuberculoso fue ligeramente
mayor que la de los derrames malignos y los no crénicos; sin embargo, no se
obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre los diferentes grupos. Dichos
resultados sugieren que la presencia de células tumorales en el derrame pleural no
altera la presencia o el reclutamiento de células T CD4+CCR6+ en los derrames de

origen maligno.
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Figura 9: Porcentajes de linfocitos T CD4+CCR6+ provenientes de derrames pleurales de pacientes
con cancer pulmonar (n=22), tuberculosis (TB) (n=8) y otras patologias no crénicas (n=7). Se indica la
media y la barra representa el error estandar.
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-Porcentajes de CMN-LP que expresan el factor de transcripcion RORgamma o

gue expresan el factor de transcripcion FOXP3

Se ha reportado que el factor de transcripcibn RORgamma es crucial en la
diferenciacién de la subpoblacién Th17.'* % %% para el presente trabajo se analizé la
poblacién de linfocitos TCD4+ que expresan dicho factor de transcripcion. Asi mismo se
analiz6 el factor de transcripcion FOXP3, puesto que algunos autores hacen mencion
de que existe una regulacién mutuamente excluyente entre linfocitos Th17 y Treg.3%4%7°
La Figura 10 muestra el andlisis representativo de donde se determinaron los
porcentajes de linfocitos TCD4+RORgamma+ y TCD4+FOXP3+.
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Figura 10: Analisis representativo de las poblaciones de linfocitos TCD4+RORgamma+ y
TCD4+FOXP3+ en condiciones basales (sin estimulo). A partir de la poblacién de linfocitos (R1) se
selecciond la region de linfocitos TCD4+ (R2). Considerando R1 y R2 se realizd el grafico de
densidad, donde se obtuvieron los porcentajes para cada fenotipo.

La poblacion de linfocitos TCD4+ provenientes de cada grupo experimental presenta
porcentajes tanto de células TCD4+RORgamma+ como de TCD4+FOXP3+ que podrian
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corresponder a linfocitos Th1l7 y Treg, respectivamente. No se encontraron linfocitos
doble positivos para los factores de transcripcion RORgamma y FOXP3. El porcentaje
de la poblacion de linfocitos TCD4+FOXP3+ fue mayor que el porcentaje de
TCD4+RORgamma+, sugiriendo una mayor participacion de dichas células en la
respuesta inmune en el derrame pleural. Por otra parte, no se encontraron diferencias
significativas entre los porcentajes de linfocitos TCD4+RORgamma+ de los pacientes
con cancer y patologias cronicas (tb) y no cronicas. Pero si las hubo entre los derrames
de pacientes con tuberculosis y los de patologias no crénicas como lo muestra la Figura
11. Respecto a los linfocitos T con fenotipo CD4+FOXP3+ se observé el mayor
porcentaje en los derrames de origen maligno y el menor porcentaje en los derrames
pleurales de patologias no croénicas; sin embargo, no hubo diferencias significativas

entre ninguno de los grupos (ver Figura 12).
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Figura 11: Porcentajes de linfocitos TCD4+RORgamma+ (en condiciones basales) provenientes de
derrames pleurales de pacientes con carcinoma pulmonar (n=16), tuberculosis (n=6) y otras patologias no
cronicas (n=5). La linea negra representa la media.
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Figura 12: Porcentajes de linfocitos
TCD4+FOXP3+ (en linfocitos sin

+
)
o
>
@) _ .
LL estimular) provenientes de
E- — derrames pleurales de pacientes
o con carcinoma pulmonar (n=10),
O 2- N— - tuberculosis (n=3) 'y  otras
g patologias no crénicas (n=5). La
E —— barra representa el error estandar.
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Se determind si existia una correlacion entre los porcentajes de células TCD4+FOXP3+
y TCD4+RORgamma+ en los derrames de origen maligno. En la Figura 13 se muestra
gue la correlacion entre las poblaciones mencionadas es inversa (valor de r); sin

embargo, no es estadisticamente significativa.
& 87

Figura 13: Correlacion inversa
_ entre las poblaciones de
6 g p=0.26 linfocitos ~ TCD4+FOXP3  y

® r=-0.39 TCD4+RORgamma+ en los
derrames pleurales de origen
maligno. Se muestran los
valores de p y r que indican
gue la correlacion inversa no es
significativa
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Estimulacion de CMN-LP para posterior deteccion de linfocitos TCD4+
productores de IL-17

Ya que en las células TCD4+ en estado basal no fue posible detectar en ninguna
muestra de los tres grupos de estudio (con excepcion de un empiema) la produccion de
IL-17. Se decidi6 proporcionar un estimulo a los linfocitos para favorecer la produccion
de citocinas y de esta manera detectar a aquellos linfocitos TCD4+ capaces de producir
IL-17.

Para ello se probaron cuatro estimulos en presencia de brefeldina A, i) PMA/lonomicina
durante 5h, ii) Anticuerpos agonistas anti-CD3, anti-CD28 por 72h, iii) Perlas adsorbidas
con anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 por 72h y v) Perlas adsorbidas con anti-CD2, anti-
CD3 y anti-CD28 durante 72h + PMA/lonomicina por 5h. Los dos primeros estimulos
son reportados comunmente en varios ensayos, el tercer y cuarto estimulo fue elegido
como una variacién del reportado por Yang y cols.”® en la determinacién de linfocitos
Th17 en biopsias de linfomas no-Hodgkin.

En la Figura 14 se muestran las graficas representativas de la deteccion de células
TCDA4+IL-17+ para cada estimulo. Las CMN-LP utilizadas en los diferentes estimulos
provienen del mismo paciente.
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Figura 14: Porcentajes de linfocitos
TCD4+IL17+ determinados bajo
diferentes estimulos

i) PMA/Ilonomicina (5h)

il) Anticuerpos agonistas anti-CD3
adsorbido, anti-CD28 soluble (72h),
iii) Perlas adsorbidas con anti-CD2,
anti-CD3 y anti-CD28 (72h) vy
iv) Perlas adsorbidas con anti-CD2,
anti-CD3 y anti-CD28 (72h) +
PMA/lonomicina (5h).
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De acuerdo con lo mostrado en la Figura 14, las células estimuladas con perlas

adsorbidas con anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 o0 anticuerpos agonistas anti-CD3 y

anti-CD28 no fueron capaces de producir IL-17. En aquellas estimuladas con

PMA/lonomicina si se detectd una poblacion productora de dicha citocina; sin embargo,

el estimulo de las perlas con anticuerpos adsorbidos (anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28)

combinado con el de PMA/lonomicina fue el que permitid detectar una poblacién mayor

de linfocitos productores de IL-17, por ello las muestras de los derrames pleurales

fueron tratadas bajo dicho estimulo. En la Figura 15 se presenta la grafica

correspondiente a los porcentajes obtenidos de linfocitos Thl7 presentes en los

derrames de origen maligno, tuberculoso o de patologias no cronicas.
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Figura 15: Porcentajes de linfocitos TCD4+IL-17+ provenientes de derrames pleurales de
pacientes con carcinoma pulmonar, tuberculosis (tb) y otras patologias no crénicas. La linea
representa la mediana.
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Los resultados muestran que el porcentaje de células TCD4+IL-17+ en los pacientes
con cancer pulmonar es menor que para los otros dos grupos; sin embargo, dicha

diferencia no alcanza la significancia estadistica.

De acuerdo con un reporte reciente, la produccion de IL-17 se ha atribuido también a
una poblacién de linfocitos Treg,® por ello se realizé un ensayo para determinar si en los
derrames de origen maligno estaba presente dicha poblacion. En la Figura 16 se
muestra una dot plot representativo donde se observan claramente las poblaciones
CD4+IL-17+ y CD4+FOXP3+, pero no aquella con coexpresion de IL-17 y FOXP3. El
ensayo reveld que la poblacién responsable de la produccion de IL-17 no coexpresa el

factor de transcripcién FOXP3.
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Figura 16: Andlisis representativo de linfocitos TCD4+FOXP3+ (Treg) provenientes de un derrame
pleural maligno en donde se observa que dicha poblacién no produce IL-17. La poblacion celular
graficada proviene de la region de linfocitos CD4+ determinada como se muestra en la figura 3. La
grafica de la izquierda corresponde a las células sin estimulo y la de la derecha a las estimuladas
con PMA (50ng/mL)/lonomicina durante 5h en presencia de brefeldina.
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Ademas de determinar que las células CD4+FOXP3+ no producen IL-17, este ensayo
nos mostrd que el porcentaje de linfocitos TCD4+FOXP3+ se incrementd después del
estimulo (ver Tabla 1) reflejando que hay una induccion del factor de transcripcion
FOXP3 después de 5 horas de estimulo con PMA(50ng/mL)/lonomicina en presencia de
brefeldina, sugiriendo que el estimulo favorece la traduccion del mRNA que codifica
para FOXP3.

Tablal: Porcentaje de linfocitos TCD4+FOXP3+

provenientes de CMN-LP de origen maligno.

Sin estimulo ‘ Con estimulo

2.2 4.2
5.0 7.3
5.1 6.8

De acuerdo con diversos reportes, las células T que expresan RORgamma pueden

producir |L-17;4%840

en este sentido, se espera que exista una correlacion entre los
porcentajes de linfocitos T CD4+IL-17+ y CD4+RORgamma+. De los derrames de
origen maligno se realiz6 el analisis de correlacion correspondiente a dichas
poblaciones y el resultado se presenta en la Figura 17. En dicha figura se observa una
tendencia que muestra que puede existir una correlacion directa entre las dos

poblaciones celulares citadas.
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Tincion intracelular de IL-17 en lineas tumorales

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican una tendencia a presentar un
menor porcentaje de linfocitos TCD4+IL-17+ en los derrames malignos con respecto a
los derrames pleurales de patologias no cronicas y tuberculosis. Ademas, hay un
reporte'’ sobre biopsias de NSCLC en donde los resultados respecto a las células
productoras de IL-17 en el infiltrado tumoral no son concluyentes, por ello plante6 la
posibilidad de que las células tumorales pudieran favorecer directamente el ambiente
proinflamatorio mediante la produccién de IL-17. Para evaluar dicha posibilidad se
realizO un ensayo en 6 lineas tumorales de carcinoma pulmonar, las cuales se
estimularon con PMA/lonomicina/brefeldina. De las 6 lineas analizadas se determiné
gue en la linea tumoral A-427 29% de la poblacion produce IL-17, ademas se observo
una respuesta concentracion-dependiente al estimulo, las restantes lineas tumorales no

expresaron IL-17 (Ver Figura 18).
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Figura 18: Porcentajes
de células tumorales
productoras de IL-17.
Solo en la linea A-427
se detectd una
poblacion  productora
de dicha interleucina.
El &rea roja representa
el control, la linea azul
indica las células de las
lineas tumorales
estimuladas con PMA
(200ng/mL)/ lonomicina
durante 5h
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DISCUSION

En los ultimos afios han surgido reportes que indican porcentajes elevados de linfocitos
Th17 en el infiltrado tumoral de varios tipos de tumores, pero no se sabe si estos son
inducidos por el microambiente tumoral o si son reclutados desde un sitio distante.
Ademas hay controversia sobre el papel que desempefian dichos linfocitos en el sitio
del tumor.”® Por ello, resulta necesario el continuar con los estudios de esta
subpoblacion de linfocitos en el infiltrado tumoral y en otros sistemas biolégicos para
aclarar alguno de los aspectos mencionados.

Respecto al cancer pulmonar, Chen y cols'! estudiando cortes histolégicos de NSCLC
reportan que en el 52% de los casos analizados el porcentaje de células productoras de
IL-17 es mayor al 5%. Los autores mencionan que dichas células corresponden a
linfocitos y neutrdfilos y que correlacionan con una menor sobrevida, por lo que podrian
desempefian un papel protumoral. Sin embargo, el hecho de que reporten dicho
comportamiento en el 52% de los casos apoya la controversia que hasta ahora se ha
mantenido respecto a la IL-17 y el tumor.

Nosotros estudiamos el porcentaje de linfocitos TCD4+IL-17+ en derrame pleural de
pacientes con cancer pulmonar, proponiendo que este sistema bioldégico nos permita
obtener informacion adicional y complementaria a la obtenida en el infiltrado tumoral por
Chen y cols. El derrame pleural maligno contiene células del sistema inmune y células
tumorales por lo que se considera un sitio adecuado para el estudio de la respuesta
inmune tumoral y los mecanismos de evasion. Se ha descrito que en el derrame pleural
causado por carcinoma pulmonar hay un incremento en el porcentaje de linfocitos
TCD4+.°"°® Dentro de dicha poblacién se ha encontrado predominantemente un perfil
Th1 45%(26-69) vs 0.5%(0.1-1.5) de Th2; sin embargo, hay un porcentaje de linfocitos
Th cuyo fenotipo se desconoce. Nosotros proponemos que hay un comportamiento
analogo entre el derrame pleural y el infiltrado tumoral, de tal forma que una parte de los
linfocitos Th de fenotipo hasta ahora desconocido corresponden en cierto porcentaje a

linfocitos Th17 y Treg como lo refleja el presente trabajo.
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Se sabe que las células tumorales son capaces de secretar citocinas antiinflamatorias
como mecanismo de evasion, entre ellas TGF-B e IL-10; asi mismo, también se ha
reportado que son capaces de producir interleucinas proinflamatorias como IL-1, IL-8 e
IL-6.**! De esta forma, en el microambiente tumoral estan presentes las citocinas
necesarias para la diferenciaciéon de linfocitos naive hacia Th17.”° En ese sentido,
existe la posibilidad de que en el derrame pleural maligno se presenten estas mismas
condiciones y que por ende los linfocitos Th1l7 sean inducidos en el compartimento
pleural.

Diversos estudios referentes al programa de diferenciacion del perfil Th17 han concluido
gue el factor de transcripcibn RORgamma es el factor de transcripcion master de esta
subpoblacién y el responsable de conferirles la caracteristica de producir IL-17. #2840
Por ello en nuestro estudio se determind en CMN-LP sin estimular (condiciones
basales), el porcentaje de linfocitos TCD4+ que expresan el factor de transcripcion
RORgamma de los derrames pleurales malignos, para evaluar si las células tumorales
tienen influencia sobre la presencia de dicha subpoblacion de linfocitos. Dicho
porcentaje fue comparado con el obtenido en derrames inducidos por tuberculosis
puesto que se ha demostrado que en la respuesta inmune en el pulmén en contra de M.
tuberculosis participan linfocitos Th17.*® No hubo diferencias significativas sugiriendo
gue las células tumorales no favorecen la presencia de linfocitos TCD4+RORgamma-+;
sin embargo, se hizo una consideracion extra en este punto ya que se ha asociado la
presencia de linfocitos Thl7 con la inflamacion cronica como se reporta en

enfermedades autoimunes como artritis reumatoide®>>°

e infeccién por H, pylori.”” En
ese sentido tanto el cancer como la tuberculosis son consideradas patologias cronicas,
hecho con el cual se puede explicar el que no haya diferencias entre los porcentajes de
linfocitos TCD4+RORgamma+ en estos derrames. Para poder dilucidar sobre este
aspecto, se incluyd un grupo de derrames inducidos por patologias no crénicas, y se
determind el porcentaje de las mismas células. Se comparé dicho porcentaje con los
obtenidos en derrames malignos y de tuberculosis.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los derrames de patologias

cronicas (cancer y tuberculosis) tienden a presentar un porcentaje mayor de linfocitos T
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CD4+RORgamma+ que los de patologias no crénicas, lo que es explicable si se
considera el supuesto en el que un linfocito TCD4+RORgamma+ corresponde a un
linfocito Th17 y que éstos a su vez participan preferentemente en la inflamacion crénica.
Sin embargo, la diferencia solo fue significativa al comparar el grupo de tuberculosis con
el de patologias no crénicas. El que no haya diferencias entre el grupo de cancer y el de
patologias no cronicas puede deberse a la mayor dispersion en la distribucion de los
porcentajes que presentd en el grupo de cancer. Para poder determinar si existe o no
diferencias entre estos grupos se podria realizar un analisis diferente del factor de
transcripcion RORgamma ya que existe la posibilidad de que algunas de las células
analizadas expresen el factor de transcripcion RORgamma en una cantidad que no fue
detectada por el analisis de citometria de flujo, por ejemplo, puede cuantificarse el
MRNA de dicha proteina mediante RT-PCR.

Por otra parte, para evaluar si las células tumorales tienen influencia sobre la presencia
de linfocitos Th productores de IL-17 se determind el porcentaje de linfocitos TCD4+IL-
17+ (en CMN-LP estimuladas) en los derrames de los tres grupos experimentales:
cancer, tuberculosis (Th) y no crénicos. Se realizd la comparacién de los porcentajes
de dichas células entre los tres grupos y no hubo diferencias significativas sugiriendo
gue en el derrame pleural la presencia de linfocitos Th productores de IL-17 no esta
relacionada con el origen etiolégico, sino con la formacion del derrame per se o bien
gue las células tumorales no influyen en la presencia de linfocitos TCD4+IL-17. Si bien
no se encontraron diferencias estadisticas, se observa una tendencia en donde hay un
menor porcentaje de linfocitos TCD4+IL-17+ en los derrames malignos sugiriendo que
las células tumorales no solo no favorecen la presencia de dichas células sino que
pudieran bloquearlas o bloquear su capacidad para producir IL-17. Esta Ultima idea
surge a partir de los resultados obtenidos en los porcentajes de linfocitos
TCD4+RORgamma+ que fueron muy similares en los grupos de cancer y tuberculosis;
sin embargo, este comportamiento no se mantuvo al determinar los porcentajes de
células TCD4+IL-17+, donde el porcentaje mayor fue en el grupo de tuberculosis

reflejando que posiblemente las células tumorales afectan la capacidad de los linfocitos
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Th para producir IL-17 o bien que la estimulacién proporcionada a las CMN-LP
favoreciera la muerte de linfocitos Thl7 a través de la muerte celular inducida por
activacion como se ha observado para otras subpoblaciones efectoras en los derrames
pleurales de carcinomas pulmonares.®®®’

Recientemente Ayyoub y cols® reportan que existe una poblacién de linfocitos Treg
(definidos en el presente trabajo como linfocitos TCD4+FOXP3+) que expresan el factor
de transcripcion RORgamma constitutivamente y ademas son capaces de producir IL-
17, con ello y dado que en el presente trabajo se definié a los linfocitos Th17 como
células TCD4+IL-17+, existia la posibilidad que entre éstos, se encontraran algunos
linfocitos Treg productores de IL-17, de tal forma que se realizd la inmunotincion
correspondiente a fin de discernir si en los derrames pleurales de origen maligno
estaban presentes o0 no dichos linfocitos. De los derrames analizados se detectaron las
poblaciones TCD4+FOXP3+IL-17- y TCD4+FOXP3-IL-17+ y no se encontrd6 una
poblacién de linfocitos TCD4+FOXP3+IL-17+, por lo que proponemos que una
poblacién equivalente a la poblacién reportada por Ayyoub y cols. no esta presente en
los derrame de origen maligno.

Cuando se analiz6 la inmunotincion para determinar los linfocitos Treg productores de
IL-17 se observd un hecho interesante, el porcentaje de linfocitos TCD4+FOXP3+ se
increment6 alrededor de 2% en la poblacion estimulada comparada con la poblacién no
estimulada (estado basal). Es probable que el estimulo con PMA/lonomicina
incrementara la traduccion del mRNA que codifica para la proteina FOXP3 de aquellos
linfocitos que ya estaban diferenciados en Treg pero que no habian sintetizado FOXP3
0 bien que la poblacién no estimulada expresara este marcador en baja proporcion y
gue el andlisis por citometria de flujo no permitia identificarlos como positivas.

Por otra parte, al excluir la posibilidad de tener presentes una poblacion de linfocitos
Treg IL-17+, se determind si existia alguna correlaciébn entre las células TCD4+
productoras de IL-17 y los linfocitos TCD4+RORgamma+. En este sentido, nosotros
encontramos una tendencia en la que se observa una correlacidén positiva, por lo que
proponemos que si existe una relacion directa entre las células TCD4+RORgamma+ y

los linfocitos Th17, lo que apoya la idea de que las células que expresan RORgamma
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pueden producir IL-17. Aunque es necesario incrementar el tamafo de la muestra y
realizar mas estudios para confirmar dicha correlacion.
Diversos autores han propuesto un mecanismo mutuamente excluyente en la

diferenciacion de los linfocitos Th17 y los Treg,3 4% %> 7

con base en dicha propuesta y
debido a que se encontraron bajos porcentajes de linfocitos TCD4+ que expresan el
factor de transcripcibn RORgamma, se decidioé cuantificar, en CMN-LP sin estimular, la
poblacion de linfocitos Treg (TCD4+FOXP3+) en los tres grupos experimentales. En los
resultados se observé un comportamiento similar al de la poblaciéon de linfocitos
TCD4+RORgammat+, es decir una tendencia en donde se aprecia un porcentaje mayor
de linfocitos Treg en los derrames malignos y de tuberculosis; sin embargo, los
porcentajes fueron mayores a los de la poblacion TCD4+RORgamma+. Estos hallazgos

37,65

concuerdan con lo reportado para linfocitos infiltrantes del tumor, ya que se observa

un ambiente inmunosupresor propiciado por las mismas células tumorales y que
favorece la diferenciacion de linfocitos T naive a Treg.* 37466

Por otra parte, se analizd una posible correlacion inversa entre las subpoblaciones de
células TCD4+RORgama+ y TCD4+FOXP3+ que podria ser evidencia de la hipotesis
qgue postula que ambas poblaciones comparten alguna via de diferenciacién y, de
acurdo al microambiente, una poblacién predomina a costa de la otra.” Se encontré
gue dicha correlacién no fue significativa, lo que puede deberse a que no existe una
correlacion entre dichas poblaciones en el derrame pleural o bien que por el reducido
ndmero de pacientes incluidos no fue posible establecerla. No obstante, nosotros
sugerimos una correlacion inversa y esta propuesta contrasta con lo reportado por
Sfanos y cols.®® en el cancer de préstata, quienes proponen una correlacién directa
entre los linfocitos Thl7 y Treg aunque debido a la naturaleza del anticuerpo anti-
FOXP3 que utilizan no pueden discernir si en realidad estan cuantificando linfocitos
Treg o T activados (estos autores realizan la inmunotincion en linfocitos T estimulados).
Probablemente esta sea la causa principal de la discrepancia en los resultados
obtenidos por nosotros y este grupo.

Finalmente, se evalud la posibilidad de que en el derrame pleural maligno haya un

reclutamiento de linfocitos Th17. En los estudios iniciales en los que se caracterizo a la
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subpoblacion estas células, se determinaron algunas moléculas, citocinas y factores de
transcripcion presentes en el fenotipo de dicha subpoblacién. Entre las moléculas
estudiadas, se propuso al receptor de quimiocinas CCR6 como una molécula presente
en el fenotipo de la subpoblacion de linfocitos Thl7; sin embargo, no es exclusiva de
esta estirpe ya que se expresa también en linfocitos Th1.*’® Dicha molécula es el
receptor para el ligando CCL20 que es un factor quimiotactico. En este sentido los
linfocitos TCD4+CCR6+ pueden ser reclutados mediante el ligando CCL20 producido
por los macrofagos durante una respuesta inflamatoria, como lo demostraron Harrison y
cols®* en pulmén y Wang y cols’? en intestino. Asi mismo se ha reportado que CCL20

se encuentra en el microambiente tumoral’®

, por lo que se planted la posibilidad de que
los linfocitos TCD4+CCR6+ fuesen reclutados al derrame pleural maligno.

Para demostrar dicha posibilidad se determinaron los porcentajes de linfocitos
TCD4+CCR6+ en los derrames de los tres grupos experimentales, como se ha
presentado en la seccién de resultados no hubo diferencias estadisticas entre dichas
poblaciones entre los tres grupos. Este resultado sugiere varios escenarios: i) la
formacion del derrame pleural per se podria ser responsable de la presencia de dicha
poblacion, es decir, que la acumulacion de linfocitos T CD4+CCR6+ en el derrame
pleural obedezca solamente a un factor mecéanico como el aumento de la permeabilidad
capilar o bien la disminucién del drenaje linfatico; ii) las células tumorales en los
derrames pleurales no influyen en la presencia (porcentaje) de células TCD4+CCR6+;
iii) otra posibilidad es que ocurra un reclutamiento de la poblacibn mencionada, pero
gue este sea independiente del origen patoldgico que conlleva a la formacién del
derrame pleural, o bien que dependiendo el origen etiolégico haya un reclutamiento
preferente entre los perfiles Thl o Thl7 por medio del CCR6, es decir que haya
diferencias en el balance Th1/Thl7 entre los diversos grupos; sin embargo, como se
detectd la poblacion de linfocitos TCD4+CCR6+ en general, no se aprecian dichas

diferencias. Se requieren mas estudios para aclarar este aspecto.
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Tincién intracelular de IL-17 en lineas tumorales de carcinoma pulmonar

Se ha mencionado la capacidad que tienen las células tumorales para producir citocinas

antiinflamatorias y proinflamatorias,**""

en este sentido se evalué en el presente
trabajo la posibilidad de que las lineas tumorales de carcinoma pulmonar produzcan IL-
17. En este ensayo se observo que solo 1/6 lineas tumorales la produce.

En general, y dado que el 83% de las lineas tumorales estudiadas no producen IL-17
proponemos que la IL-17 que pudiera encontrarse en el microambiente tumoral no seria
debida a las células tumorales sino a linfocitos Th17 y posiblemente neutréfilos como lo
reporta Chen y cols®; sin embargo, se requieren estudios complementarios para
determinar que estirpe celular contribuye mayoritariamente y la relevancia o funcion de

dicha citocina en el microambiente tumoral.

En resumen, los linfocitos TCD4+ productores de IL-17 estan presentes en el derrame
pleural maligno inducido por carcinoma pulmonar; sin embargo, los estudios realizados
en el presente trabajo sugieren que la presencia de dichas células en este fluido no es
favorecida por la presencia de células tumorales y las citocinas que pudieran secretar,
sino que la formacion del derrame pleural per se y el estado inflamatorio que éste
conlleva, son los responsables de que dichos linfocitos se encuentren en los derrames
pleurales, pues como se demostrd, los porcentajes encontrados de linfocitos TCD4+IL-
17+ en los derrames de los tres grupos son similares y no difieren estadisticamente. De
una manera similar los porcentajes de células TCD4+RORgamma+ no difieren entre los
grupos de céancer y tuberculosis, reforzando la idea de que las células tumorales no
influyen sobre dicha subpoblacion. Asi mismo los porcentajes de células TCD4+CCR6+
sugieren que las células tumorales no influyen sobre el reclutamiento de dicha
subpoblacion.

Por otra parte, el porcentaje de linfocitos TCD4+FOXP3+ en el grupo de pacientes con
cancer pulmonar fue ligeramente mayor que en los otros dos, sugiriendo una mayor
participacion de esta subpoblacion de linfocitos. Sin embargo, se necesita incrementar

el nimero de muestras asi como realizar estudios complementarios para poder
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determinar la participacién de los linfocitos Th1l7 y Treg en el cancer de pulmédn; entre
ellos, la determinacion de los porcentajes de dichas subpoblaciones en sangre
periférica y compararlas con sangre de donadores sanos, fumadores pesados, en ese
sentido se espera que aquellos pacientes que han fumado durante un gran periodo de
tiempo y que siguen manteniendo este habito presenten mayor porcentaje de linfocitos
Th17 puesto que el habito tabaquico se relaciona con la inflamacién crénica®® ©°
ademas de determinar estos mismos porcentajes en cortes histologicos de la zona

tumoral y tejido sano adyacente al tumor.
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CONCLUSIONES

En los derrames pleurales se encontraron poblaciones de linfocitos T con el
fenotipo: CD4+RORgamma+; CD4+FOXP3+; CD4+CCR6+ en CMN-LP sin
estimular y CD4+IL-17+ en CMN-LP estimuladas.

No hay diferencias entre los porcentajes de la poblacion de células
TCD4+CCR6+ indicando que el tumor no afecta a dicha poblacion.

En todos los grupos experimentales se encontraron mayores porcentajes de
células TCD4+FOXP3+ que de células TCD4+RORgamma+ indicando que las
primeras tienen una mayor participacion.

Las células TCD4+FOXP3+ de los derrames malignos analizados no producen
IL-17.

Las poblaciones de linfocitos TCD4+IL-17+ y TCD4+RORgamma-+ correlacionan
directamente apoyando la idea de que RORgamma confiere la capacidad para
producir IL-17.

Las células TCD4+IL-17+ tienden a presentarse en menor porcentaje en los
derrames malignos.

Las lineas tumorales estudiadas no produjeron IL-17 (83%) bajo estimulacion.
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