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RESUMEN

El cancer de pulmon es el tipo de cancer mas extendido en ambos sexos a nivel
mundial. En México representa la segunda causa de muerte por cancer y a pesar de los
esfuerzos por detectarlo tempranamente, generalmente éste se diagnostica en estadios
avanzados y con un diagndstico pobre para los pacientes. El cancer de pulmén es el
resultado del crecimiento anormal de células en el tejido pulmonar. Proveniente de
células epiteliales, este crecimiento maligno puede derivar en metastasis e infiltrar a
otros tejidos del cuerpo, teniendo por encima de otros tipos de cancer, un alto grado de
malignidad. En éste y en todos los tipos cancer en humano se activa una respuesta
inmune antitumoral, sin embargo, de alguna manera no descrita por completo, el tumor
puede evadir la destrucciéon inmune y como parte de este fendmeno existen evidencias
gue indican que algunas células accesorias del sistema inmune necesarias para una
respuesta antitumoral efectiva son manipuladas por el tumor para participar en la
inactivacion de poblaciones efectores encargadas de destruir células cancerosas. Las
Células Supresoras de Origen Mieloide (MDSCs, por sus siglas en inglés: Myeloid
Derived Suppressor Cells) constituyen una poblacion heterogénea de células mieloides
inmaduras compuesta por macréfagos, granulocitos, células dendriticas y otras
poblaciones de origen mieloide en estadios tempranos de diferenciacion que ejercen
una actividad inmunosupresora en el microambiente de diversas patologias y en
particular sobre el cancer, en donde los efectos causados por su exacerbada activacion
y expansion, asi como su inminente empleo como biomarcadores, las convierten en
constante objeto de estudio. Con el fin de caracterizar fenotipicamente a las MDSCs
provenientes de muestras sanguineas de pacientes con adenocarcinoma pulmonar
estadio IV libres de tratamiento, se analizaron los leucocitos provenientes de muestras
sanguineas de pacientes y de sujetos sanos. Los resultados obtenidos muestran un
incremento de células mieloides con el fenotipo supresor CD11b*CD14 CD66b"'CD15"
en los pacientes comparados con controles (p<0.0001). Esta subpoblacion, expres6
altos niveles del Receptor del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial 1 (VEGFR-1,

por sus siglas en inglés).
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De manera simultinea se encontré que las subpoblaciones mieloides CD11b",
CD11b"'CD15" y CD11b'CD14 también se encontraron incrementadas
significativamente en pacientes con adenocarcinoma comparados con sujetos control
(p<0.0001).

Adicionalmente observamos una disminucion en la frecuencia de linfocitos T totales
(p<0.0001), asi como de las subpoblaciones CD4" (p<0.0001) y CD8" (p<0.001) en los
pacientes con adenocercinoma pulmonar. También se demuestra una disminucion
significativa en la expresion de la cadena ( del receptor CD3 en la poblacion de
linfocitos totales y en las subpoblaciones de linfocitos colaboradores y citotoxicos, o
que indica una disminucion en la sefal de proliferacion inducida por esta cadena en las
pacientes con cancer de pulmon. Finalmente encontramos correlaciones moderadas
entre la disminucion de linfocitos T totales y el aumento de las subpoblaciones
mieloides CD11b*, CD11b*CD15" y CD11b"CD14". Estos datos sugieren que en los
pacientes con adenocancinoma pulmonar, al menos una subpoblacién supresora de
origen mieloide participa potencialmente en la supresion de la funcion de linfocitos T.
Los bajos niveles circulantes de estos ultimos sugieren al menos, la afectacion de su

proliferacion y activacion en pacientes con cancer de pulmén en estadio IV.
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SUMMARY

Lung cancer is the most widespread type of cancer in both sexes worldwide. In Mexico is the
second cause of cancer death and despite efforts to detect it early; this is usually diagnosed
in advanced stages with a poor prognosis for patients. This type of cancer results from
abnormal cell growth in lung tissue. Derived from epithelial cells, the malignant growth may
lead to metastasis and infiltration into other tissues, taking over other types of cancer, a high
degree of malignancy. Although, in this and in all human cancers types antitumor immune
response is not fully understand, the tumor can evade immune destruction and as a part of
this phenomenon there is evidence indicating that immune accessory cells necessary for
effective antitumor response are handled by tumor to involve in inactivation of effector
populations responsible for cancer cells destruction. Myeloid Derived Suppressor Cells
(MDSCs) are a heterogeneous population of immature myeloid cells composed of
macrophages, granulocytes, dendritic cells and other myeloid populations in early stages of
differentiation that have an immunosuppressive activity in the microenvironment of different
pathologies, particularly on cancer, where the effects caused by heightened activation and
expansion, and their imminent use as biomarkers, makes them ever-studied object. In order
to characterize phenotypically circulating MDSCs from patients with lung adenocarcinoma
free of treatment in stage 1V, leukocytes and granulocytes from blood samples were analyzed
from patients and healthy subjects. The results showed an increase in myeloid cells with
suppressor phenotype CD11b" CD14CD66b'CD15" (p <0.0001) compared to healthy
controls and express high levels of Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 (VEGFR-
1). Simultaneously we found that myeloid subpopulations, CD11b*, CD11b"CD15" and
CD11b'CD14 were also increased in patients with adenocarcinoma (p <0.0001). Additionally
we observed a decrease in the frequency of total T lymphocytes (p <0.0001), and
subpopulations of CD4" (p <0.0001) and CD8" (p <0.001) in patients with pulmonary
adenocarcinoma. We also demonstrated a significant decrease in expression of ¢ chain CD3
receptor in total lymphocyte population and helpers and cytotoxic lymphocytes
subpopulations, which denotes a downregulation of proliferation signal probably induced by
MDSCs. Finally we found only moderate correlations between decrease in total T
lymphocytes and increased myeloid subpopulations, CD11b*, CD11b"CD15", CD11b"CD14".
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These data suggest that in patients with pulmonary adenocarcinoma at least one myeloid
suppressive subpopulation potentially participate in suppression of T cell function. Low
circulating levels of T lymphocytes suggest at least, their involvement in altered proliferation

and activation in lung cancer patients stage IV.
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INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por mas de 100 diferentes tipos de
tumores, originados por una serie de dafios en el material genético que conlleva a una
alteracion en el ciclo celular, provocando como consecuencia que una célula se vuelva
inmortal y empiece a replicarse de manera descontrolada [1]. Esta enfermedad es un
problema de salud publica mundial por el nimero de muertes por los costos de la atencién
médica que demanda [2, 3]. El cancer de pulmoén es uno de los tipos de cancer mas
extendido entre ambos sexos a nivel mundial. En México de acuerdo con las defunciones
por tumores malignos en 2008, para los hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas
fue en la proéstata, seguido por los tumores de traquea, bronquios y pulmén; y entre las
mujeres, el cancer de mama, seguido por los tumores malignos de ovarios. Estas
frecuencias suelen cambiar pero el cancer de pulmén ocupa generalmente los primeros

I*gares tanto en defunciones como en nuevos casos [4, 5].

El cancer de pulmonar es una enfermedad resultante del crecimiento anormal de células en
el tejido pulmonar. Proveniente de células epiteliales, este crecimiento maligno deriva
generalmente en invasibn y metéstasis. El céancer pulmonar se clasifica
histopatolégicamente en dos tipos: el cancer pulmonar de células pequefias (microcitico) y el
de células no pequefias (no microcitico). El grupo de carcinomas pulmonares de células no
pequefias representa a cerca del 80% de todos los casos de cancer pulmonar, y esta
integrado a su vez por tres subtipos histopatolégicos principales: carcinoma de células
grandes, carcinoma epidermoide o carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma.
Correspondiendo a este ultimo la mayor parte los casos de cancer pulmonar no microcitico
[6]. A pesar de los intensos programas de concientizacion sobre el consumo del tabaco y de
los constantes intentos por detectarlo en fases tempranas, éste se diagnostica generalmente

en estadios avanzados y con un diagndéstico pobre para los pacientes.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) el numero de casos también va en aumento siendo el

adenocarcinoma el tipo histol6gico predominante en los pacientes ingresados [4].
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La etiologia del cancer de pulmén, asi como del cancer en general, incluye a la
predisposicion genética, la radiacion ionizante y la exposicidbn a agentes carcinégenos (en
particular los productos de la combustion como el tabaco y el humo de lefia). La exposicion a
estos agentes causa cambios acumulativos sobre el ADN de las células, induciendo
alteraciones genéticas progresivas que al perpetuarse inician un evento carcinogénico que

transformara el epitelio y reviste los bronquios del pulmon.

El proceso neoplasico esta caracterizado por detonar una desregulacion celular y molecular
a distintos niveles. Desregula las sefiales de proliferacion, induce un proceso de
angiogénesis, hace a las células resistentes a la muerte celular programada, permite la
replicacion sin limite, activa mecanismos de invasion y metastasis, genera microambientes
hipoxicos, asi como la remodelacién del metabolismo energético [7]. El trabajo conjunto de
algunos 6 todos estos mecanismos es necesario para los eventos de iniciacion, progresion y
metastasis. Particularmente la evasion de la respuesta antitumoral inducida por la progresion
del cancer ha sido estudiada intensamente durante las Gltimas dos décadas. Esta estrategia
de evasion inmune estd dirigida por factores secretados por el tumor que promueven la
expansion y activacion de células con potentes efectos inmunosupresores, que en vez de
evitar la progresion, favorecen el desarrollo del cancer. En este contexto, participan los
linfocitos T reguladores (Treg) [8], los macrofagos asociados al tumor (TAMSs) [9] y las MSCs

entre otras subpoblaciones [10].

Las MDSCs constituyen una poblacion mieloide heterogénea (granulocitos, células
dendriticas y macréfagos) en un estado inmaduro con capacidad para suprimir la respuesta

inmune del huésped [10, 11].

Estas células pueden considerarse un elemento basal de regulacién inmune natural, ya que
pueden evitar el dafio e inflamacion que causarian poblaciones citotoxicas, después de
haber eliminado al agente extrafio. Sin embargo, en algunos estados patoldgicos, traumas,
inflamacion, trasplantes y otras condiciones de estrés, estas células supresoras pueden
expandirse en la medula y viajar al torrente sin haber madurado correctamente. Como
resultado de esta liberacién, las MDSCs se acumulan en o6rganos linfoides periféricos en
donde pueden expandirse y migrar a sitios blanco y al torrente sanguineo. Estas

subpoblaciones ejercen su efecto supresor sobre las células y moléculas de la respuesta

19



inmune innata y adaptativa, en particular sobre los linfocitos T. Es importante destacar que
los mecanismos por los cuales las MDSCs funcionan y se regulan en organos linfoides
secundarios, torrente sanguineo y en el interior y periferia del microambiente tumoral, ain no
estan del todo claros. Sin embargo, algunas evidencias iniciales sugieren que la naturaleza
de la supresion que las MDSCs ejercen en el sitio del tumor es diferente que en la periferia
[11].

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar fenotipicamente a las células supresoras de
origen mieloide provenientes de muestras sanguineas de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar de células no pequefias en estadio IV libres de tratamiento. Asi mismo, se evalué
la expresion del receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR-1) en la
poblacién referida como supresora [12] con fenotipo: CD11b* CD14 CD15" CD66b* VEGFR"
y se determin0 la frecuencia de linfocitos T totales y las subpoblaciones CD4" y CD8".Hasta
el momento no se ha descrito el incremento de alguna poblacion mieloide con fenotipo
supresor en una cohorte de pacientes con estadios avanzados de cancer en poblacion
mexicana. El presente estudio demostré dicho incremento en la frecuencia y actividad de la
poblacién con fenotipo supresor CD11b*CD14 CD66b'CD15'VEGFR" en pacientes con
adenocarcinoma pulmonar comparados con un grupo control. Simultdneamente se identifico
que las poblaciones mieloides con fenotipo CD11b*, CD11b*CD15" y CD11b*CD14
descritas como supresoras [13, 14] también se encontraron incrementadas
significativamente en las muestras de los pacientes con adenoacrcinoma pulmonar libres de
tratamiento. De estas poblaciones, las correspondientes a la fraccion granulocitica
(CD11b*CD66b") resultan de especial importancia por poseer la capacidad de infiltrar
continuamente el tumor y regresar al torrente sanguineo y ganglios linfaticos en donde
ejercen su efecto supresor sobre linfocitos T virgenes, maduros y/o diferencialmente

inmaduros.

Acorde con esta hipotesis las poblaciones linfocitarias CD3*, CD3"CD4" y CD3'CD8" se
encontraron disminuidos en la sangre circulante de los pacientes. También se demostré una
disminucién en la expresion de la cadena C del receptor CD3 de las poblaciones linfocitarias
mencionadas en el grupo de pacientes. Es importante resaltar que aunque otras

condiciones propias del desarrollo tumoral como la hipoxia y la circulacién de factores
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solubles derivados del tumor alteran la funcion de los linfocitos T, el incremento de las
células supresoras de origen mieloide que se demostré puede potencialmente participar en

la afectacion de la actividad y expansion de los linfocitos T.
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1. ANTECEDENTES
1.1 Céancer

El cancer es un grupo de enfermedades que agrupan mas de 100 diferentes tipos de
tumores, originados por una serie de dafios en el material genético. La transformacion
provoca una alteracion en el ciclo celular, lo que tiene como consecuencia que la célula se

vuelva inmortal y se replique de manera descontrolada [1].

Se considera que el cancer es la proliferacion anormal de una sola célula que crece por
miles, luego por millones y por billones, conformando una masa tumoral o neoformacion,
también conocida como neoplasia, que tiene la capacidad de invadir los tejidos vecinos,
irrumpir en el torrente circulatorio y recorrer el organismo haciendo implantes de si mismo
[7]. Esta capacidad de infiltrar poco a poco los tejidos u 6rganos vecinos, hasta diseminarse
hacia sitios distantes del organismo puede ser el atributo biolégico mas relevante del cancer
y se denomina metastasis, la cual representa cualquier nuevo foco cancerigeno que no
mantiene una relaciébn de contigtidad con el tumor original del que derivan las células
cancerosas. La capacidad o no de generar metastasis de una neoplasia determina su
tipificacion como maligna o benigna. Los diferentes tipos de tumores soélidos reciben su
nombre por el tipo de células que los forman. Los sarcomas, los carcinomas y los linfomas
son ejemplos de tumores sdlidos. Las leucemias son el tipo de cancer que por lo general no

forman tumores sdlidos [1].

En sintesis, las investigaciones confirman que el cancer es una enfermedad genética en la
gue se ocasionan dafios en genes que regulan mecanismos moleculares muy precisos como
la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. En consecuencia, una célula maligna
se hace inmortal. Diversos agentes carcin6genos, infecciones por virus o herencia de un gen
pueden ocasionar alteraciones en los genes encargados de la division celular; estos genes
alterados reciben el nombre de oncogenes. Mientras que los genes supresores de tumores
codifican para proteinas reguladoras que bloquean el ciclo celular en respuesta a algun dafio
del ADN [15]. Aungue las células pueden reparar los dafios ocasionados en su informacion
geneética, si estos no se corrigen adecuadamente ocasionan que la célula se vuelva

cancerosa e inicie un acelerado proceso de multiplicacién [7].
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El cancer también esta caracterizado por detonar una desregulacién celular y molecular a
distintos niveles y sus capacidades pueden resumirse bien en lo que hoy se conoce como
“sellos” o “hallmarks” del cancer [7]. El cancer puede lograr su desarrollo manteniendo la
sefalizacion proliferativa, la evasion de moléculas supresoras de crecimiento, la induccion
de la angiogénesis, la resistencia a la muerte celular, la replicacion sin limite, la activacion de
invasion y metastasis, la generacién de hipoxia, y la remodelacion del metabolismo
energético asi como la evasion de la inhabilitacion del sistema inmune. El trabajo conjunto
de algunos 06 todos estos eventos aportan informacion acerca de como podrian llevarse a

cabo los eventos de iniciacion, progresion y metastasis.

Particularmente la evasién de la respuesta antitumoral inducida por el mismo proceso
neoplasico ha sido de gran interés cientifico durante las ultimas dos décadas. La
comprension funcional y manejo terapéutico de poblaciones celulares del sistema inmune
que se acumulan y se expanden durante el crecimiento tumoral en vez de contrarrestar su

progresion, promueven el desarrollo del cancer.

1.1.1 Epidemiologia del Cancer

El cancer es un problema de salud publica mundial por el nimero de muertes, por la
alteracion en el estilo de vida de los pacientes y por los costos de la atencion médica que
demanda [2, 3]. Esta enfermedad es la segunda causa principal de muerte a nivel global, tan
solo detras de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, los fallecimientos por estas
Ultimas tienden a disminuir, mientras que las muertes por cancer estan aumentando. Se
estima que a lo largo del siglo XXI el cancer sera la principal causa de muerte en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo[16]. A pesar de ésto, los avances en la investigacién de
esta enfermedad han permitido un aumento en la supervivencia de los pacientes con cancer.
Los tumores malignos representan aproximadamente al 15% de las defunciones mundiales,
correspondiendo a cerca de 8 millones de muertes por afo, de las cuales mas del 70% se
registran en paises en vias de desarrollo [17]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la mortalidad por cancer a nivel mundial, pues

estima que pasara de 8 a mas dell millones de defunciones por afio. Esto como resultado
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de crecimiento demogréfico, el envejecimiento de la poblacién y el incrementé de agentes
cancerigenos en el ambiente, entre otros. Ademas, se estima que durante el mismo periodo,
e{l namero de casos nuevos de cancer aumentara de los cerca de 11 a mas del5 millones
[16].

El cancer de pulmon es uno de los tipos de cancer mas extendido entre ambos sexos en
paises desarrollados y en vias de desarrollo. Para el caso del sector femenino también
sobresalen el cancer de mama y cérvico-uterino. Mientras que en los hombres también
sobresalen los de prostata y colon [2]. La OMS estima que el cancer podria cobrar la vida de
10.3 millones de personas en el mundo para 2020, afectando a 6.7 millones de personas

cada afio [18] (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en el mundo. a) Casos estimados de incidencia de cancer y muertes por cancer (miles)
en hombres de paises desarrollados y en vias de desarrollo en 2008. b) Casos estimados de incidencia de cancer y muertes por
cancer (miles) en mujeres de paises desarrollados y en vias de desarrollo en 2008. (Imagen desde Ferlay, J., et al., International
Journal of Cancer. Estimates of worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008.)
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En México mueren diariamente decenas de personas a causa del cancer y muchas mas
reciben la noticia de que padecen esta enfermedad. Cada afio se diagnostican en el pais
cerca de 100 mil nuevos casos, de los cuales aproximadamente dos tercios fallecen debido
a una deteccion tardia o al fracaso del tratamiento [5]. Las cifras convierten a este
padecimiento en una de las principales causas de muerte en la poblacidbn mexicana. La
tendencia actual indica que esta enfermedad incide aproximadamente en un 55% sobre las
mujeres por un 45% de hombres [5]. Ademas en nuestro pais, la tasa de defuncion por
tumores tiende a aumentar (Figura 2). De 1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se
incrementd, pasando de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil habitantes; entre las mujeres, el
crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil habitantes, mientras que entre los hombres,
de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes. En 2008, el cancer de traquea, bronquios y pulmén
presentan la tasa mas alta para tumores malignos en poblacién de 60 afios o mas (60.19 por
cada 100 mil habitantes) [5].

Figura 2. Incremento de la tasa de mortalidad por cancer en México. Cifras por cada 100,000 habitantes.(Secretaria de Salud 2008)
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1.1.2 Inmunologia del cancer

El sistema inmune es sumamente complejo y se compone de elementos que mantienen una
relacion estrecha para el correcto cumplimiento de sus funciones. Los componentes de la
inmunidad celular (linfocitos, células fagociticas y células presentadoras de antigenos) y de
la inmunidad humoral (inmunoglobulinas y citocinas) colaboran en conjunto para poder

establecer una respuesta contra agentes extrafios.

La vigilancia inmunolégica comprende un sistema de monitoreo constante de células y
tejidos. Esta es responsable de reconocer y eliminar la gran mayoria de células cancerosas.
De alguna manera no del todo clara, los tumores logran evitar ser eliminados por las

distintas defensas del sistema inmune.

Factores derivados del tumor y citocinas producidas por linfocitos activados reclutan a
muchos componentes del sistema inmune como parte de una respuesta antitumoral. Los
antigenos tumorales y factores derivados del tumor atraen a células mieloides y linfoides que
se infiltran en ganglios linfaticos para la presentacion de antigenos a linfocitos T virgenes,
promoviendo la activacion de linfocitos T colaboradores con perfil de tipo 1 que inducen la
activacion y expansion de linfocitos T citotdxicos. Estos linfocitos maduros son capaces de
destruir células cancerosas a través de moléculas efectoras como la granzima B y la

perforina[19].

Es evidente la existencia de una respuesta inmune antitumoral en algunas formas de cancer
humano [20-22]. Se ha descrito que pacientes con tumores en colon y ovario que estan
fuertemente infiltrados con linfocitos T citotoxicos y células NK (NK; natural killers, asesinas
naturales, por sus siglas en ingles) tienen un mejor pronostico que aquellos que carecen de

estos abundantes linfocitos [23].

Sin embargo, se ha observado que la respuesta que se establece durante el desarrollo del
cancer puede estar sujeta a la inactivacion de componentes del sistema inmune que se
encargan de destruir células cancerosas. Por ejemplo, el complejo microambiente tumoral
puede paralizar la infiltracion de linfocitos T citotoxicos y células NK, mediante la secrecién
de TGF-B y de otros factores inmunosupresores [24, 25]. Se han descrito ampliamente

también mecanismos mas sutiles que operan a través del reclutamiento y acumulacion de

27



células inflamatorias inmunosupresoras, incluyendo las células T reguladoras (Treg) y
V\rDSCs gue pueden suprimir la accion de los linfocitos T citotoxicos [8, 26] (Figura 3).
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Figura 3. Células inmunoestimulatorias e inmunosupresoras presentes en el microambiente tumoral. (Imagen desde Finn,0.J., N Engl. J.
Med. Cancer immunology 2008)

1.2 Cancer Pulmonar

El cancer pulmonar es una de las enfermedades mas graves y uno de los canceres con
mayor incidencia en el ser humano, responsable de los mayores indices de mortalidad
oncolégica a escala mundial [2]. Este cancer es el resultado del crecimiento anormal de
células en el tejido pulmonar. Proveniente de células epiteliales, este crecimiento maligno

puede derivar en invasién y metastasis.

La sintomatologia del cancer de pulmén suele confundirse en estadios iniciales con la de
otras enfermedades graves de las vias respiratorias. Sin embargo, las personas con este
tipo de cancer presentan tos muy frecuente (especialmente tos con sangre), ronquera
frecuente, hinchazon del cuello y cara, respiracion corta y silbante dolor de pecho y pérdida

de apetito o fatiga.
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Desde el punto de vista topografico predomina la localizacion en el pulmén derecho.
Principalmente en los l6bulos superiores y dentro de éstos en el segmento anterior. Con

menor frecuencia se localiza en los I6bulos inferiores y rara vez en el I6bulo medio y lingula.

Por otra parte, el pulmén es un sitio comdn para la metastasis diseminada de tumores que
comienzan en alguna otra parte del cuerpo. Esto es debido a que los pulmones reciben todo
el flujo linfatico y sanguineo y contienen la red capilar méas densa de todo el organismo. Por
tanto, la heterogeneidad morfolégica de las metastasis pulmonares es enorme, Los tumores
MAas comunes que se propagan a los pulmones son los provenientes del cancer de vejiga,
mama, colon, prostata, estbmago, pancreas, rifion, higado, melanoma y neuroblastomas
[27]. Por otro lado, los tumores primarios del pulmén hacen metastasis especialmente en las
glandulas suprarrenales, higado, cerebro, y hueso.

1.2.1 Epidemiologia del cancer pulmonar

El cancer de pulmoén es una neoplasia muy agresiva y mortal dado que gran parte de los
pacientes mueren antes del primer afio después del diagndstico, dependiendo del estado de
sus pulmones, su capacidad para generar defensas y la tolerancia ante la radioterapia y/o
quimioterapia. A nivel mundial, el cancer de pulmén es la forma mas frecuente de cancer en
términos de incidencia y mortalidad causando miles de muertes cada afio, con las tasas mas
elevadas en paises desarrollados [2, 28]. Ademas, es el cancer mas frecuente en varones
de mas de 35 paises industrializados, siendo la primera causa de muerte por cancer tanto en
hombres como en mujeres. Mas personas mueren de cancer del pulmén que de cancer de
colon, de mama y de proéstata juntos. De acuerdo a las defunciones por tumores malignos en
al afilo 2008 en México, el mayor porcentaje de lesiones malignas en los hombres fue en la
prostata (8.1%), seguido por los tumores de traquea, bronquios y pulmén (7.0%) y entre las
mujeres, el cancer de mama (7.6%), seguido por los tumores malignos de ovarios (6.4 por

ciento), siendo el cancer de pulmon, la tercera causa de defunciones (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de defunciones por tumores malignos entre hombres y mujeres en México. (Secretaria de Salud 2008)

El segmento poblacional mas afectado con esta enfermedad, son los pacientes mayores de
50 afios de edad que tienen antecedentes de tabaquismo. Mientas que menos de la sexta
parte de los casos ocurren en pacientes menores de 30 afios de edad. La edad promedio de
las personas diagnosticadas cancer del pulmon es cercana a los 60 afios. Sin embargo, esta

tendencia se modifica conforme aumenta la cantidad de fumadores jovenes [6].
1.2.2 Etiologia del cancer de pulmén

La susceptibilidad genética y el medio ambiente, incluido el humo del tabaco, interactian
para influenciar la carcinogénesis. El cancer no asociado al tabaquismo puede ser inducido
por factores genéticos, hormonales, o ambientales. Mientras que el dafio al tejido que causa
el humo del tabaco se refleja en pulmones con coloraciéon obscura y cambios que ocurren a
nivel genético y epigenético (como mutaciones, pérdida de heterocigocidad, y metilacion de
promotores) y a nivel del transcriptoma (inflamacion y vias apoptoticas). Si los cambios se
perpetuan desembocan en la activacién de vias aberrantes para la funcion celular como la
proliferacion y apoptosis, dando lugar al inicio de la malignidad. Los cambios moleculares
que promueven la angiogenesis, invasion y metastasis, seguiran apareciendo conforme

avanza la enfermedad (Figura 5).

Unas de las principales causas del cancer de pulmoén, asi como del cancer en general,

incluyen a carcindgenos tales como los productos de la combustién y la radiacién ionizante.
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La exposicion a estos agentes causa cambios acumulativos sobre el ADN de las células,
induciendo progresivamente alteraciones genéticas que transforman el epitelio que reviste
los bronquios del pulmén [19]. A medida que el dafio es mas extenso, se desarrolla un

cancer.

La causa mas comun de cancer de pulmoén es el tabaquismo, correspondiendo a la mayor
parte de los sujetos diagnosticados, aquellos que son fumadores o ex fumadores. La
demostracion de que existe una relacion directa entre el consumo del tabaco y la aparicion
del cancer de pulmon esta bien establecida, y se considera mas un factor causal que un
factor de riesgo [19]. Segun el numero de cigarros fumados al dia, las personas tienen un
riesgo de 10 a 20 veces mayor de desarrollar cancer de pulmén que aquellas que no fuman
[29].
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Figura 5. Evolucion del Cancer de Pulmoén. En el cancer de pulmén asociado al tabaco existe una ruta de evolucién distinta a la que
sigue el cancer asociado a otros factores. En ambos casos la susceptibilidad del huésped influird en el proceso neoplasico. (Imagen
n"odificada desde Herbst RS, N. Engl. J. Med. Lung cancer. 2008.)

En las distintas fases del humo de tabaco (gaseosa y sélida o de particulas) se encuentran
al menos 4.000 compuestos quimicos, de los cuales alrededor de 50 se han asociado a una

capacidad para generar cancer, destacando el benceno y cloruro de vinilo, benzopireno,
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formaldehido, hidrazina, nitropropano, nitrosaminas, uretano, etc. El efecto individual de los
carcinégenos es dificil de estudiar a nivel molecular, ya que en la practica, lo que se produce
es una exposicion crénica a una mezcla compleja de moléculas consideradas carcindégenas
0 procarcinégenas. La combustion del humo de tabaco genera ademas, grandes cantidades
de radicales libres, derivados del oxigeno, nitrogeno, etc., altamente reactivos y con gran
capacidad de dafiar macromoléculas, incluido el DNA. Estos agentes también pueden
activar a macréfagos alveolares, los cuales dan lugar a una inflamacion crénica capaz de
favorecer la transformacion tumoral. Cuantos mas afios de vida haya fumado una persona y
sobre todo en edad temprana, ésta puede ser susceptible a desarrollar cancer, debido a que
la dosis de sustancias carcinGgenas se vuelven acumulativas. Aunque el abandono del
tabaquismo reduce el riesgo de contraer cancer de pulmén, no lo reduce a los niveles de
quienes nunca fumaron. En los fumadores se producen alteraciones estructurales y
funcionales en el epitelio bronquial (alteracion de los cilios, hiperplasia mucosa con
metaplasia escamosa, etc.) que pueden tardar aflos en desaparecer una vez que se ha

abandonado el habito, inclusive, hasta mas de 10 afios [29].

Se considera que los fumadores pasivos, son aquellas personas expuestas al humo de
tabaco del ambiente y/o al humo exhalado por un fumador activo. Para que tal exposicién
resulte significativa, es necesario generalmente, que ésta tenga lugar en espacios cerrados.
Se sabe que las personas fumadoras pasivas presentan alteraciones genéticas similares a
las encontradas en los fumadores activos y que los llamados marcadores biol6gicos de
exposicion al humo de tabaco ambiental como la cotinina, se pueden encontrar en esas
personas a concentraciones mas altas que en la poblacion no expuesta [30]. Cerca del 40%
de nifios y adultos inhalan involuntariamente humo de tabaco en su domicilio, centro de
trabajo o lugares publicos [30, 31]. Algunos autores indican que casi la cuarta parte de los
casos de cancer de pulmén gue tienen lugar en no fumadores pueden ser atribuidos al

tabaquismo pasivo [32].

En las personas no expuestas al humo del tabaco, la aparicion del cancer de pulmén es el
resultado de una combinacién de factores genéticos y la exposicion a carcindogenos del
entorno, los cuales, que pueden dar origen a este tipo de malignidad [33]. El grupo de

agentes carcinégenos gque se pueden encontrar en el ambiente son de diversa naturaleza y
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se pueden asociar a la carcinogénesis del cancer pulmonar. (Tabla 1). El incremento de
riesgo a padecer cancer se incrementa en la medida que aumenten los afios de exposicion a

éstos agentes, y de manera especial cuando coexiste el tabaquismo.

Sobre el riesgo y poblacion expuesta, parece muy probable que el asbesto, las radiaciones
ionizantes y el humo de tabaco ambiental, sean los agentes que en mayor medida puedan
inducir la aparicion de esta neoplasia en los trabajadores[34]. Estos y otros agentes nocivos
se han asociado al desarrollo de aproximadamente al 10% de los tumores diagnosticados en

hombres y mujeres [32]

Tabla 1-. Agentes nocivos del medio ambiente y laboral asociados a cdncer pulmonar.

Arsénico

Asbesto

Berilio

Eter clorometilico

Eter bisclorometilico

Cadmio

Cromo

Gas mostaza

Humo de tabaco ambiental

Niquel

Radén

Silice cristalina

2,3,7,8- Tetraclorodibenzo-para-diosina

Carbon bituminoso, alquitranes (H. A. Policiclicos)
Aceites minerales

Hollin

Acidos inorganicos fuertes conteniendo &cido sulfrico

*H. A. Paliciclicos: hidrocarburos aromaticos policiclicos

En la practica sin embargo, no resulta sencillo conocer de una manera precisa cual es el
papel que juega cada uno de los carcindgenos, dado que los estudios que lo evaltan

presentan con relativa frecuencia diversas limitaciones, entre las que destacan:
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a) La dificultad para diferenciar los efectos de los carcindbgenos a los que estan expuestos
simultaneamente y para medir la intensidad y duracion de la exposicién a lo largo de la vida

laboral.
b) La combinacion de riesgos cuando se afiade el consumo de tabaco.
j) El largo periodo que transcurre entre la exposicion y la aparicion del tumor, y

d) La escasez de informacién, en general, por parte de las empresas, de los riesgos a los

que los trabajadores estan sometidos.

Tales limitaciones indican el cuidado que se debe tener a la hora de comparar los indices de
riesgo que puedan presentar estudios distintos. Conviene en cualquier caso, tratar de
resolver estas dificultades, ya que la identificacion de los agentes carcinogénicos permitira

llevar a cabo las necesarias medidas preventivas y/o compensatorias correspondientes.
1.2.3 Clasificacion de Cancer de Pulmén

Segun la localizacion, el cancer de pulmon puede dividirse en Cancer de pulmon central
para aquellos tumores que aparece a nivel de bronquios principales, lobares y segmentarios
correspondiendo a la primera, segunda y tercera generacion respectivamente, hasta los de
cuarta generacion, es decir, preferentemente en y alrededor del hilio pulmonar. El origen
traqueal es raro y practicamente no presenta sintomatologia bronquial y son accesibles con
el broncoscopio. Cerca del 75% de los casos en este tipo de cancer incluye a lo subtipos

epidermoide y carcinoma indiferenciado de células pequefias.

Y como Cancer de pulmén periférico, aquel que aparece a partir de los bronquios de quinta
generacion, los cuales no son accesibles con el broncoscopio y principalmente se presentan
en forma de adenocarcinoma. Este tipo de cancer pulmonar rara vez llega a localizarse en

areas muy alejadas, junto a la pleura.
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1.2.3.1 Clasificacion histopatolégica

El cancer de pulmoén se clasifica segun su funcion y apariencia en dos tipos principales: el
cancer pulmonar de células pequefias (microcitico) y el de células no pequefias (no
microcitico) [35]. Esta clasificacion esta basada en criterios histologicos y tiene importantes
implicaciones para el tratamiento y el prondstico de la enfermedad. El diagndstico temprano
del cancer de pulmén es la condicion principal para el éxito en su tratamiento. En estadios
tempranos éste puede ser tratado en alrededor del 20% de los casos, mediante reseccion
quirdrgica con éxito de curacion. Sin embargo, debido a su invasividad y a la dificultad para
su deteccidn precoz, en la mayoria de los casos diagnosticados ya se ha presentado
metéstasis; el cancer de pulmén presenta, junto con el cancer de higado, pancreas y
esoOfago, los prondsticos peores, con una esperanza de vida promedio de aproximadamente

8 meses [6].
1.2.3.1.1 Cancer pulmonar de células no-pequefias. (CPNM)

Los carcinomas pulmonares de células no-pequefias se agrupan debido a que su prondstico
y tratamiento son muy similares. Existen tres subtipos principales: el carcinoma de células
escamosas, los adenocarcinomas y el carcinoma de células grandes. Menos de la tercera
parte de todos los carcinomas de pulmén corresponde con un carcinoma de células
escamosas Y por lo general éstos comienzan cerca de un bronquio central. Aquellos tumores
de células escamosas bien diferenciadas suelen crecen mas lentamente que los otros tipos

de cancer.

Los adenocarcinomas representan el principal de todos los tipos de cancer de pulmén. Por lo
general se originan del tejido pulmonar periférico y la mayoria de los casos de

adenocarcinoma de pulmoén estan asociados a los productos de combustién.

También en aquellos sujetos que nunca han fumado, el adenocarcinoma es la forma mas
frecuente de cancer de pulmén [33]. Uno de los subtipos de adenocarcinomas, el carcinoma
bronquioloalveolar, se ve con mas frecuencia entre mujeres que nunca han fumado y
generalmente muestra respuestas diferentes al tratamiento de un individuo al otro. Los
carcinomas de células gigantes representan aproximadamente una decima parte de todas

las formas de cancer de pulmoén. Son tumores que crecen con rapidez cercanos a la
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superficie del pulmoén. A menudo son células pobremente diferenciadas y tienden a invadir y
provocar metastasis de manera rapida [33].

1.2.3.1.2 Carcinoma de células pequefias (CPM)

El cancer de pulmon de células pequefias es mucho menos frecuente y tiende a aparecer en
las vias aéreas de mayor calibre como en los bronquios primarios y secundarios, llegando a
formar rapidamente un gran tamafio. Estos tumores malignos estan constituidos por células
pequefias, con escaso citoplasma y cromatina finamente granular, con nucléolo pequefio o
poco aparente. La necrosis es extensa y los eventos de mitosis son altamente frecuentes.
Ademas suele presentar adenopatias mediastinicas y colapso lobar. En la mayoria de las
ocasiones se observan masas perihiliares blandas de color blanco-marrén. Tan solo un 5%

de este tipo de cancer pulmonar es de caracter periférico [36].

El carcinoma de células pequefias se caracteriza por presentar células en forma de hojuelas
de avena que contienen granulos neurosecretores densos, es decir, vesiculas con hormonas
neuroendocrinas y que se asocian con un sindrome endocrino o paraneoplasico. Como una
neoplasia de caracter neuroendocrino el CPM puede mostrar crecimiento en nidos o
trabéculas, con formacién de rosetas, no obstante, también es frecuente el crecimiento
difuso. Las células tumorales tienen nucleos de formas variadas con escaso citoplasma y
con tendencia al moldeamiento. La excesiva tendencia a estar diseminado en el momento
del diagnéstico solia limitar la utilidad del sistema TNM para su estadificacion y se definia
como enfermedad limitada versus enfermedad diseminada [36], sin embargo en la actualidad
este sistema ya es empleado para estadificar también a este tipo de cancer pulmonar[37].

1.2.4 Estadificacion y Diagnostico

El objetivo de la estadificacion es determinar el tipo y estado de avance de la enfermedad
asi como el grado de diseminacion. La clasificacion anatomica TNM-estadios permite una
descripcion estandarizada de los tumores pulmonares, una comparacion de resultados entre
distintos estudios clinicos y la ubicacién de los pacientes en estadios clinicos especificos.
Este sistema determina el tamafio del tumor primario (T), la afectacion de ganglios linfaticos

(N) y la presencia de metéastasis a distancia (M) [37].
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Para alcanzar el éxito en esta estrategia, la estatificacion TNM que sugiere la IASLC
(International Association for the Study of Lung Cancer) es el modelo comun que se aplica a
nivel global hoy en dia. Este comité internacional de estadificacion creado por el International
Union Against Cancer (UICC) y el American Joint Commite on Cancer (AJCC) relune y
actualiza los datos de diversos centros en el mundo que comparten sus estadisticas
regionales. Asi, la séptima y ultima edicion TNM de la Asociacion Internacional para el
Estudio del Cancer de Pulmén IASLC comprende la informacién retrospectiva de 100,869
pacientes diagnosticados entre 1990 y 2000, seguidos clinicamente por 5 afios y
provenientes de 45 fuentes distintas en 20 paises, incluido México. De estos pacientes
68,463 cumplieron con los criterios de calidad suficientes para ser analizados como cancer
pulmonar no microcitico y 13,032 como cancer pulmonar microcitico. En total 81,495
pacientes recibieron los siguientes tratamientos: cirugia 41%, quimioterapia 23%,

radioterapia 11%, y el 25%, combinaciones de los anteriores [37].

Los hallazgos del estudio que pudieran constituir recomendaciones para cambiar algun
componente T, N o M fueron validados internamente (por region geografica y tipo de base de
datos) y externamente con enfermos del registro Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) estadounidense. Estas actualizaciones de la ultima edicion se describen a

continuacion.

» Componente T

Este componente hace referencia a la extension y tamafio del tumor primario. En el cual se
comparo la supervivencia a 5 afios de los pacientes con tumores T2 >7cm frente a la de los
de tumores T3. Se encontraron cifras similares en las diferentes poblaciones, excepto en los
casos NO con reseccion completa, en los cuales se comprob6é que la supervivencia era
incluso superior en los T3 (41%) que en los T2 >7cm (35%), por lo que se decidié reclasificar
a estos ultimos como T3 (tabla 2). Cuando se analizaron los tumores que, con estadificacion
patoldgica, presentaban nédulos adicionales pudo apreciarse que: la supervivencia a los 5
afios era en los T3 (31%) similar a la de los T4 clasificados como tal por la existencia de
nodulos adicionales en el mismo l6bulo del tumor primario (28%), que los T4 por

diseminacion pleural que tienen un prondstico claramente peor (11% de supervivencia a los
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5 afios). Se aconsejo, por tanto, para la nueva clasificacién, considerar T3 a los tumores con
ndédulo/s adicional/es en el mismo Iébulo del tumor primario, considerar T4 a los tumores con
nodulo/os adicional/es en un l6bulo homolateral diferente al del tumor primario, e incluir en la

categoria M a los tumores con diseminacion pleural (tabla 2).
» Componente N

En el componente N que refiere a la afectacién de ganglios linfaticos regionales se confirmé
la disminucion de la supervivencia a medida que aumentaba la afectacion ganglionar,
encontrando diferencias significativas en la supervivencia a los 5 afos, sin embargo, estos
hallazgos no pudieron ser validados por areas geograficas ni categorias T, por lo que no se

recomendaron cambios relativos al componente N para la nueva clasificacion[38].
» Componente M

Este componente hace referencia a la presencia o ausencia de metastasis a distancia. En
este sentido, las metastasis hepaticas aisladas no son frecuentes en el CPNM, pero si en el
CPM. Las glandulas suprarrenales son lugares frecuentes de metastasis, aunque su
diferenciacion con adenomas benignos a menudo exige la obtencion de muestra cito-
histolégica. Por ello, se suelen realizar en una misma exploracion la tomografia
computarizada (TC) de térax y de abdomen superior. Los pacientes estudiados presentaron
las siguientes tasas de supervivencia respectivamente a 1 y 5 afios: T4 cualquier NMO, 53 y
16%; diseminacion pleural, 45 y 6%; nodulos pulmonares contralaterales, 46 y 3%, y
metastasis a distancia, 22 y 1%. Con tales referencias se decidié subdividir el componente M
en Mla (presencia de diseminacion pleural o ndédulos pulmonares contralaterales) y M1b

(metéstasis a distancia) (tabla 2).
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Tabla 2.- Sistema internacional de estadificacion TNM-estadios

DESCRIPTORES TNM

T (Tumor Primario)

e TX

Tumor primario que no puede ser evaluado, o tumor probado por la existencia de células tumorales malignas en esputo o
lavados bronquiales pero no visualizado por métodos de imagen o broncoscopia

*TO

Sin evidencia de tumor primario

* Tis

Carcinoma in situ

Tl

Tumor <3 cm en su mayor diametro, rodeado por pulmén o pleura visceral, sin evidencia broncoscépica de invasion mas
proximal del bronquio lobar (es decir: no hay invasion en el bronquio principal)a

*T1a Tumor <2 cm en su mayor di-metro

*T1b Tumor >2cm pero <3 cm en su mayor di‘-metro

T2

Tumor >3cm pero <7 cm en su mayor didmetro o tumor con cualquiera de las siguientes caracteristicas (Los tumores T2
con estas caracteristicas se clasificaran como T2a si su diametro es <5cm): afecta al bronquio principal, distante 2 cm o
mas de la carina principal; invade la pleura visceral; asociado con atelectasia 0 neumonitis obstructiva que se extiende
hasta la regién hiliar pero no afecta al pulmén entero

*T2a Tumor >3cm pero <5 cm en su mayor didametro

*T2b Tumor >5cm pero <7 cm en su mayor didmetro

*T3

Tumor >7cm o de cualquier tamafio que invada directamente cualquiera de las siguientes estructuras: pared toracica
(incluyendo los tumores del sulcus superior), diafragma, nervio frénico, pleura mediastinica, pericardio parietal; o un tumor a
menos de 2 cm de la carina principal pero sin invadirla; o asociado a atelectasia 0 neumonitis obstructiva del pulmoén entero
o0 existencia de nodulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en su mismo Iébulo

« T4

Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes estructuras: mediastino, corazon, grandes vasos,
trdquea, nervio recurrente laringeo, eséfago, cuerpo vertebral, carina; o existencia de nédulo(s) tumoral(es) separado(s) del
tumor primario, en un l6bulo diferente del pulmén homolateral

N (ganglios linfaticos regionales)

* NX

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

*NO

No existen metastasis ganglionares linfaticas regionales

* N1

Metéstasis en ganglios linfaticos peribronquiales homolaterales y/o hiliares homolaterales e intrapulmonares,
incluyendo la afectacion por extension directa

* N2

Metéstasis en ganglios linfaticos mediastinicos homolaterales y/o subcarinales

* N3

Metéstasis ganglionares linfaticas mediastinicas contralaterales, hiliares contralaterales, escalénicas
homolaterales o contralaterales, o supraclaviculares

M (metéstasis a distancia)

* MX

Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas

* MO

No existen metastasis a distancia

* M1

Existen metastasis a distancia

* Mla

Existencia de nddulo(s) tumoral(es) separado(s) del tumor primario, en un Iébulo del pulmén contralateral; tumor con
nddulos pleurales o derrame pleural (o pericardico) malignos.
* M1b

Existen metastasis a distancia
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Continuacién Tabla 2

Estadios
Carcinoma Oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA Tlab NO MO
Estadio IB T2 a NO MO
Estadio IIA Tla,b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Estadio 1IB T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Estadio 11IB T4 N2 MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N Mila, b

(Tabla desde Groome, P.A., et al., J. Thorac. Oncol. The IASLC Lung Cancer Staging Project: validation of the proposals for revision of the
T, N, and M descriptors and consequent stage groupings in the forthcoming (seventh) edition of the TNM classification of malignant
tumours. 2007)

Para la agrupacion de estadios en esta nueva version de la AISLC también se llevé a cabo
un sofisticado estudio estadistico con los 17,726 pacientes cuyos tumores estaban mejor
estadificados [39]. Se obtuvieron las diferentes curvas de supervivencia de cada estadio, que
sin solaparse entre ellas, presentaban peores cifras a medida que aumentaba la extension

tumoral.

El Comité Internacional de Estadificacion ha constatado que la supervivencia de los
pacientes con carcinomas de células pequefias y tumores carcinoides empeoraba a medida
que las categorias T y N son mas altas [40]. También se comprobé que excepto en el
estadio IlA, que contaba solo con 55 pacientes para analizar, la supervivencia a 5 afos
empeoraba cuando progresaba el estadio. En base a esto se ha confirmado la propuesta
para emplear el sistema TNM con el fin de estadificar al cancer pulmonar microcitico. A

pesar de que la anterior clasificacion TNM especificaba que no era aplicable a los tumores
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carcinoides, diversos estudios la han empleado, encontrando diferencias prondsticas entre
los estadios. También la IASLC ha comprobado que los sujetos clasificados en el estadio |
vivian significativamente mas que los del estadio Il, y estos, significativamente mas que los
de los estadios IlI/IV, por lo que se recomienda la nueva clasificacion TNM de 2009 para

describir la extension de estos tumores [41].

La IASLC también ha propuesto un nuevo mapa ganglionar consensuado internacionalmente
y de forma multidisciplinar en el que se mantienen las estaciones ganglionares de los otros
mapas, pero también agrupa anatOmicamente a las zonas ganglionares proximas para
facilitar la clasificaciébn ganglionar, especialmente en los pacientes que no seran intervenidos
[37]. En este mapa, todas las estaciones ganglionares estan definidas por limites anatémicos
precisos, faciles de reconocer por técnicas de imagen y por inspeccion durante las
exploraciones invasivas o la toracotomia. Las innovaciones de este mapa ganglionar son: *
La creacion de una zona ganglionar supraclavicular, « La ampliacion de la estacion
ganglionar subcarinica.* La incorporacion de limites precisos para la estacion numero 10, la
hiliar, « La traslacion de la linea media del mediastino superior desde la linea media

jnatémica traqueal al margen paratraqueal izquierdo (Figura 6).

Durante los ultimos afios se han incorporado a la practica clinica nuevos procedimientos,
entre los que cabe destacar la tomografia de emision de positrones aislada (PET por sus
siglas en ingles) o integrada con la tomografia computarizada (PET/TC), y los nuevos
métodos endoscépicos para la obtencion de muestras ganglionares o de otros érganos:
ultrasonografia endobronquial (EBUS por sus siglas en ingles) y esofagica (EUS por sus

siglas en ingles) [42].
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Supraclavicular zone

. 1 Low cervical, supraclavicular,
and sternal notch nodes
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@ 2R Upper Paratracheal (right)
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. 3p Retrotracheal

@ 4R Lower Paratracheal (right)
4L Lower Paratracheal (left)

Aortic Nodes

AP zone
@ 5 subaortic

' 6 Para-aortic (ascending
aorta or phrenic)

Inferior Mediastinal Nodes
Subcarinal zone

O 7 subcarinal

Lower zone

8 Paraesophageal
(below carina)

' 9 Pulmonary ligament

N4 Nodes
Hilar/Interlobar zone
O 10 Hilar
' 411 Interlobar
Peripheral zone

. 12 Lobar
© 13 Segmental
Q 14 Subsegmental

Figura 6. Mapa de invasion ganglionar recomendado por la “American Cancer Society”. (Imagen desde Rusch, V.W., et al., J. Thorac.
Oncol. The IASLC lung cancer staging project: a proposal for a new international lymph node map in the forthcoming seventh edition of the
TNM classification for lung cancer. 2009.)
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1.2.4.1 Procedimientos de estadificacion.

Dentro de los procedimientos no invasivos, los sintomas y signos clinicos, la radiografia de
térax, la anamnesis y la exploracion fisica detalladas pueden aportar datos de gran valor
sobre el grado de extension de la enfermedad, que permitirian una simplificacién sustancial
de las pruebas a realizar posteriormente: asi, la disfonia, el sindrome compresivo de la vena
cava superior, el sindrome de Horner o el dolor toracico a menudo reflejan la invasion de
estructuras anatémicas adyacentes al pulmén que suelen contraindicar un tratamiento
quirurgico. Igualmente, los sintomas neurolégicos o el dolor 6seo intenso y persistente
deben hacer sospechar la existencia de metastasis a distancia, que tendrian implicaciones

pronosticas y terapéuticas relevantes.

La radiografia de térax es habitualmente la primera prueba que permite sospechar con alta
probabilidad la existencia de cancer pulmonar. Esta prueba puede detectar derrame pleural y
la destruccion de vértebras o costillas, lo que permite aproximar el grado de extensién y

simplificar notablemente el proceso de estadificacion.

La tomografia computarizada (TC) de térax después de la radiografia, suele ser la prueba de
imagen que proporciona la informacion necesaria en el proceso de estadificacion. Su
andimiento y limitaciones en el diagnostico del cancer pulmonar es ampliamente conocido
[43]. En relacién con el tumor primario (T), la TC sigue siendo el mejor método para el
estudio anatémico global del térax. Permite obtener una informacion detallada sobre el
tamanfo, la localizacion, las relaciones anatomicas con estructuras vecinas y puede detectar
nédulos de tamafio muy pequefio, habitualmente no detectables mediante radiografia de
torax. Sin embargo, las limitaciones en el rendimiento diagnostico de la (TC) dificultan una
correcta estadificacion, obligando a confirmar los hallazgos mediante otras pruebas mas

fiables (Figura 7).

La Tomografia por Emision de Positrones PET en su modalidad diagnéstica, se basa en la
identificacion de una mayor actividad metabdlica caracteristica de las células neoplasicas, la
cual, aporta informacion relevante sobre la biologia del tumor, pero su capacidad de
resolucion espacial es menor que la de la TC. El desarrollo de la PET/TC, que integra en una

Gnica exploracién las imagenes de ambos procedimientos, mejora la eficacia diagnéstica[44].
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En la busqueda de metastasis extratoracica una evaluacion clinica cuidadosa continla
siendo el mejor método para la prediccion de metastasis. Sintomas inespecificos, como
pérdida de peso, astenia, dolores osteomusculares u otros mas especificos, como cambios
sutiles del humor o leve pérdida de fuerza en un miembro, asi como alteraciones
bioguimicas o0 hematolégicas no explicadas por otro motivo (hipercalcemia,
hipoalbuminemia, anemia, etc.), se asocian con la presencia de metastasis. Las pruebas de
imagen para diagnostico estaran dirigidas por la localizacion de los sintomas o signos
presentes. En cuanto al diagnostico de metastasis cerebrales, se realiza una TC o
resonancia magnética (RM) craneal ante cualquier sintoma o signo neurolégico sospechoso,
asi como en pacientes con estadio Il asintomaticos en los que se considere la posibilidad de

tratamiento agresivo (cirugia o radioterapia toracica)[45].

Se recomienda el uso de RM toracica en algunas circunstancias debido a su superioridad
sobre la TC para evaluar la invasion del plexo braquial, los vasos mediastinicos o el cuerpo
vertebral, de modo que la exactitud diagndstica para evaluar la extension del tumor puede
llegar hasta el 94%, frente al 63% de la TC [43] (Figura 7).

Los procedimientos de estadificacion invasivos no quirdrgicos son la exploracion
endoscépica, tanto digestiva como respiratoria, que permite obtener una muestra
citohistolégica de los ganglios mediastinicos a partir de la puncién aspirativa con aguja fina
(PAAF por sus siglas en ingles). La puncion transbronquial puede realizarse de dos formas:
a ciegas 6 ecodirigida en tiempo real (EBUS, por sus siglas en ingles). La puncion
transbronquial a ciegas suele presentar los rendimientos diagndsticos mas bajos, dentro de
estos procedimientos de estadificacion, ya que en base a criterios de costo-efectividad, esta
puncion es menos recomendable que las técnicas ecoendoscopicas y la mediastinoscopia
(MED) [42]. La PAAF transesofagica (EUS-PAAF) se realiza con control ultrasonografico en
tiempo real. En un estudio aleatorizado comparativo entre MED y EUS- PAAF, se
demuestra que esta Ultima alternativa reduce significativamente el nUmero de toracotomias
innecesarias [46]. La combinacion de EUS-PAAF y EBUS-PAAF permite un acceso
complementario a todas las estaciones ganglionares mediastinicas y ha demostrado ser
mejor opcion costo-efectiva (Figura 7). Los estudios indican que se debe considerar negativo

el resultado de la ecoendoscopia cuando no se evidencie malignidad después de 3
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punciones con presencia de linfocitos en el examen citolégico peroperatorio. Asimismo, si la
muestra esta contaminada, es necrotica, insuficiente o hematica, deberia considerarse como
indeterminada, y la negatividad para células malignas habria de confirmarse mediante
técnicas quirdrgicas. Finalmente los procedimientos de estadificacion mediante técnicas
quirargicas incluyen la mediastinoscopia (MED), la mediastinotomia (MEDTM), la

mediastinoscopia cervical extendida (MEDCE) y videotoracoscopia.
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Figura 7. Pautas de estadificacion del cancer de pulmén. A) RM craneal para pacientes candidatos a tratamiento radical en estadio Ill.
B)Técnicas quirdrgicas: se incluyen mediastinoscopia, mediastinotomia, mediastinoscopia cervical extendida, toracoscopia,
linfadenectomia mediastinica transcervical extendida (TEMLA) y linfadenectomia mediastinica videoasistida (VAMLA). Notas: a) Se
considerara negativo el resultado de la EBUS solo si, después de al menos tres punciones con presencia de linfocitos, no se observan
células malignas. b) La pauta B puede ser aceptable en los centros sin accesibilidad a PET, EBUS ni EUS. c) El limite de 1 cm (pauta B) es

el empleado tradicionalmente.
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1.2.4.2 Estadificacién patoldgica

Por otra parte una correcta clasificacion patologica tumoral y ganglionar es muy importante
para proporcionar un prondéstico, indicar el tratamiento adyuvante y llevar a cabo
comparaciones en estudios clinicos. Es por eso que la estadificacion patoldgica quirargica
debe valorar de manera definitiva la afectaciéon tumoral y ganglionar. En donde para la
primera se deben incluir la localizacion parenquimatosa o endobronquial (si el bronquio es
principal, lobar o segmentario) y su relacién con la pleura, el diametro mayor, la descripcion
(forma, color, delimitacidn, cavitacion), la extension anatomica: afectacion bronquial, invasion
vascular, invasion pleural visceral o la menor distancia a la pleura visceral, relacién con
margenes, especificando la distancia menor (bronquial, vascular, superficie del parénquima

resecado, tejidos adheridos), y la presencia de otros nédulos tumorales [47].

Mientras que para la estadificacion ganglionar intraoperatoria impacta directamente en el
prondstico del tratamiento adyuvante, también se considera un elemento clave para
considerar una cirugia completa y un requerimiento esencial en el control de calidad de la
cirugia. Las técnicas utilizadas para clasificar esta afectacion durante la cirugia van desde la

simple inspeccion hasta la linfoadenectomia bilateral en bloque [48].
1.2.4.3 Estadificacion molecular del cancer de pulmén

La presencia de metéastasis ganglionares es uno de los factores pronésticos mas importantes
en el cancer de pulmén no microcitico. Dentro del 30 al 40 % de los pacientes sin afectacion
ganglionar aparente, en el momento de la cirugia presentan enfermedad recurrente y
fallecen por este motivo [49]. Esta subestadificacion probablemente resulta de la existencia
de células tumorales ocultas imposibles de detectar por los métodos de imagen o
histopatologicos habituales, asi, se acepta el término micrometéstasis como un foco de
células tumorales entre 0,2 y 2 mm de diametro, siendo habitualmente detectable mediante

inmunohistoquimica [49].

La introduccibn de nuevas tectologias como la RT-PCR, los microarreglos, la
inmunoprecipitacion de la cromatina, entre otros, hacen posible analizar mutaciones
especificas o alteraciones epigenéticas que pueden establecer biomarcadores que permitan

identificar la presencia y comportamiento de células neoplasicas [49].
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Un ejemplo son los analisis sobre el ADN extraido del ganglio linfatico en donde la minima
cantidad de tejido, una mayor sensibilidad de deteccién y menores costos son algunas de las
ventajas del uso de RT-PCR frente a la inmunohistoquimica. En diversos estudios se han
analizado los valores de distintos biomarcadores en muestras de ganglios extraidos
quirurgicamente [50, 51]. La presencia de metilacion o de ciertas mutaciones en los genes
estudiados esté relacionada con mayor frecuencia de recurrencia tumoral y con menor
supervivencia global. Desafortunadamente no existe por el momento una organizacion
internacional que establezca los parametros adecuados para clasificar molecularmente al
cancer pulmonar debido a que no existen series largas de pacientes con seguimientos
prolongados, ni estudios aleatorios que permitan afirmar con certeza que esta estadificacion

tenga relevancia clinica y pronostica a escala global.

1.2.5 Tratamiento

El tratamiento del cancer de pulmén estd determinado por un grupo de médicos
especializado que dependiendo del estadio y clasificacion de la enfermedad disefian una
estrategia terapéutica adecuada. La reseccion quirdrgica (generalmente lobectomia) se
considera el tratamiento de eleccién y la mejor esperanza para los individuos con cancer de

pulmon (Tabla 3).

Tabla 3. Procedimientos quirargicos en cancer pulmonar.

SEGMENTECTOMIA Recomendada Gnicamente en pacientes que se encuentran en
estadios | y Il médicamente no competentes para una reseccion
mayor.

LOBECTOMIA Cirugia minima recomendada en cancer pulmonar

RESECCION EN MANGUITO Recomendada en pacientes con lesiones centrales susceptibles de

conservar parénquima distal.

NEUMONECTOMIA Se realiza en pacientes, con lesion central o localmente avanzado y
con adecuada reserva pulmonar,

DISECCION GANGLIONAR Recomendada en pacientes con cancer pulmonar como parte de la
OMUESTREO CANGLIONAR estatificacion y tratamiento.
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De manera general los pacientes con cancer de pulmén pueden recibir cirugia,
quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida o una combinacion de tratamientos (Tabla 4). La
terapia contra el cancer puede ser local, es decir, cirugia y/o radioterapia, en donde extirpan
o destruyen el cancer en el pecho. Cuando el cancer de pulmén se ha diseminado a otras
partes del cuerpo, la terapia local puede usarse para controlar la enfermedad en areas
especificas, o bien puede ser sistémica en donde se utiliza la quimioterapia y la terapia
dirigida.

Sin embargo, para ser candidato viable para una reseccion quirdrgica, la enfermedad debe
estar limitada y el individuo debe tener adecuadas reservas fisiolégicas cardiacas y

pulmonares.

La quimioterapia representa la medicacion con farmacos potentes que circulan por todo el
cuerpo para atacar a las células cancerosas. Estos farmacos pueden destruir cualquier
célula de crecimiento rapido, entre ellas las células de cancer y algunas células sanas. Los
agentes quimioterapéuticos se controlan minuciosamente tanto en las dosis como en la
frecuencia, de modo que se destruyan las células de cancer con un minimo de riesgo para

las células sanas.
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Tabla 4. Tratamiento sugerido para el cancer pulmonar

ESTADIO | ESTADIO | ESTADIO | ESTADIO | ESTADIO | ESTADIO | ESTADIO
| I 1A 1B v v v

CIRUGIA
RADIOTERAPIA
SEGUIDA
DE CIRUGIA
CIRUGIA SEGUIDA
DE
RADIOTERAPIA
QUIMIOTERAPIA
PREOPERATIVAYY
CIRUGIA
CIRUGIA SEGUIDA
DE
QUIMIOTERAPIA
CIRIGIA CON
QuiMio Y
RADIORTERAPIA
RADIOTERAPIA
RADICAL
QUIMIOTERAPIAY
RADIOTERAPIA
RADICAL

QUIMIOTERAPIA
RADICAL
TRATAMIENTO
SINTOMATICO
INCLUYENDO
RADIOTERAPIA
PALIATIVA

DE PRIMERA ELECCION
OPCIONAL EN ALGUNOS PACIENTES

En estadios precoces, cuando el tumor no esta extendido a los ganglios linfaticos ni ha
producido metastasis en otros érganos, el tratamiento de eleccién es la reseccion quirdrgica

del I6bulo pulmonar donde se encuentra el tumor.

En ocasiones es necesaria la (neumonectomia), lo cual suele ser bien tolerada y no produce

limitaciones significativas en cuanto a la calidad de vida del paciente. El prondstico en
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estadios precoces, cuando puede resecarse todo el tumor y no hay invasion de ganglio, es
muy bueno. En estos casos se puede conseguir la cura total hasta en 80% de los pacientes.
En estadios avanzados Il depende del equipo de oncologia la conveniente intervencion para
disminuir el avance de la enfermedad con una calidad de vida aceptable. Para el estadio IV
es preferible el optar por el tratamiento del dolor frente al avance o complicaciones en la
enfermedad.

Es importante mencionar que los tratamientos sistémicos para todos los tipos de cancer
pulmonar a menudo causan dafio a células y tejidos sanos. Los efectos secundarios
dependen principalmente del tipo y extension del tratamiento. Los efectos secundarios
pueden no ser los mismos para cada paciente y pueden cambiar durante el tratamiento que

satisfaga sus necesidades médicas y personales.

Adicionalmente la TC puede detectar cambios en el tamafio tumoral que tienen lugar
después del tratamiento. A este respecto, la PET y la PET/TC han demostrado
recientemente mayor exactitud en la evaluacién de la respuesta al tratamiento. Sin embargo,
se considera esencial obtener una muestra cito-histologica de los ganglios mediastinicos

después del tratamiento de induccion.

Por otra parte en la actualidad existen centros hospitalarios en el mundo que practican la
medicina personalizada y que permite identificar biomarcadores moleculares y celulares para
determinar con mayor efectividad el esquema de quimioterapia (Tabla 4) y el riesgo de

recurrencia tumoral.
1.2.6 Inmunologia del cancer de pulmén

Como se describié en un principio el cancer de pulmoén es uno de los tipos de cancer mas
agresivo y letal. Esto puede deberse en parte a una mayor efectividad del tumor para evadir
la destruccidn inmune y crecer rapidamente. En cancer pulmonar de células no pequefas
se han identificado poblaciones celulares inmunes que participan en el microambiente y a
nivel sistémico de gran importancia para el cuadro clinico de los pacientes. Dichas
subpoblaciones suelen estar presentes en niveles variables respecto al estadio de la
enfermedad y al subtipo histopatoldgico correspondiente. EI empleo de marcadores inmunes

en la estatificacion y pronostico de pacientes con cancer, manifiesta su importancia clinica
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en la actualidad involucrandose en el manejo de cancer colorrectal y de ovario. [52] [53]. Si
bien la participacion de poblaciones inmunes no esta bien definida en cancer de pulmon, las
evidencias indican que tienen un papel importante y han sido sugeridas para ser empleadas
como bimarcadores prondsticos de invasividad, sobrevida y respuesta al tratamiento, entre

otros.

Se ha descrito con anterioridad la presencia e influencia que ejercen en el microambiente
tumoral las poblaciones de macrofagos asociados al tumor (TAMs; tumor associated
macrophagues, por sus siglas en inglés), células dendriticas inmaduras, neutrofilos
asociados al tumor, linfocitos T reguladores que infiltran tumores, células supresoras de
origen mieloide, entre otros. En diversos estudios estas células se asocian generalmente a
un peor estado de la enfermedad y un prondéstico pobre para los [8, 54, 55]. Por otra parte, la
participacion predominante de poblaciones efectoras, células NK, linfocitos y células
mieloides maduras con fenotipos tumoricidas pueden asociarse a mejores estados,

Ton()sticos y respuestas [56] (figura 8).
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Figura 8. Eventos inmunes en Cancer de Pulmén de Células no Pequefias Células By T en compafiia de células dendriticas y otras
poblaciones efectoras se asocian a mejores niveles de sobrevida. De manera opuesta, linfocitos Tregs, poblaciones mieloides
asociadas al tumor, Células Supresoras de Origen Mieloide y poblaciones inmunes maduras direccionadas a un perfil de tipo 2
promueven bajos niveles de sobrevida.
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No se ha logrado establecer por completo que altos niveles de linfocitos T en el
microambiente tumoral corresponden a un mejor prondstico, ya que observaciones aisladas
han sugerido la participacion de éstos en la promocién del crecimiento tumoral [57] [58]. Sin

embargo, se han asociado altos niveles de linfocitos a un mejor pronéstico.

Las poblaciones linfocitarias y otras poblaciones con capacidades tumoricidas se encuentran
inactivadas para una destruccion potencial de células cancerosas [59], ademas estas células
son vulnerables a los efectos adversos propios del desarrollo tumoral como la hipoxia, la
manipulacion via factores solubles y a la supresion que establecen poblaciones supresoras,

entre otros.

1.3 Células mieloides

Las células mieloides representan las células hematopoyéticas mas abundantes en el

cuerpo humano con gran variedad de funciones y fenotipos.

Estas células vigilan en todo momento el correcto funcionamiento del sistema inmune innato
y adaptativo, participan en la remodelacion tisular y eliminacién de células muertas. Todas
las células mieloides se derivan de las células madre hematopoyéticas multipotenciales
(HSC) vy, a través de pasos secuenciales de diferenciacion se convierten en células
mieloides maduras. Sin embargo, los progenitores mieloides no forman un sistema
jerarquico unico sino que son consideradas como una red de células que pueden
diferenciarse en varios subconjuntos de células mieloides mas especializadas [10] (Figura
9). Los tres grupos de células mieloides diferenciadas granulocitos, macréfagos y células
dendriticas, juegan un papel crucial en el manejo de agentes patdgenos que ingresan a

nuestro cuerpo.
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Figura 9. Diferenciacion de poblaciones del sistema inmune bajo condiciones normales.

Los granulocitos son las células mieloides que se caracterizan por la presencia de granulos
citoplasmicos y una morfologia nuclear especifica. Estos se clasifican en neutrdfilos,
eosindfilos y basdfilos, teniendo los dos primeros la capacidad de fagocitar. Los neutrofilos
representan la poblacion leucocitaria mas abundante del cuerpo, la cual posee una
maquinaria compleja para fagocitar y destruir bacterias y ésta se conoce comiunmente como
leucocitos polimorfonucleares debido a sus nucleos multilobulados. Los neutréfilos no son
liberados de la médula ésea hasta que alcanzan su madurez, circulan de 7 a 10 dias y
migran a tejidos en donde residen por unos cuantos dias. Sin embargo, se liberan
precursores de neutrofilos (mielocitos y pro-mielocitos) de la medula en respuesta a muchos

tipos de infecciones e inflamacion.

Las células dendriticas son células mieloides diferenciadas que se especializan en el
procesamiento y presentacion de antigenos. Estas se diferencian en la médula 6sea a partir
de diversos progenitores, en humanos los monocitos son los precursores mas importantes
de las DCs. Existen dos subgrupos principales de células dendriticas: las DCs

convencionales y las DCs plasmocitoides (pDCs). Aunque éstas células comparten algunos
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de sus progenitores comunes, su diferenciacion esta controlada por distintos programas
genéticos y tienen diferente morfologia, marcadores y funciones. Cuando las DCs se
encuentran funcionalmente activas pueden estimular efectivamente la respuesta inmune
debido a que reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) y patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs). Estas se activan y responden a estimulos
asociados con bacterias, virus o tejidos dafiados. La activacion de DCs da lugar a profundos
cambios en su expresion génica, lo que resulta en una mayor expresion de moléculas co-
estimuladoras y citocinas que promueven la activacion de las células T asi como en la sobre-
regulacion de los receptores de quimiocinas que impulsan la migracién de las DCs a los
tejidos linfoides [60]. Por otra parte las pDCs constituyen una poblacion menor de DCs,
tienen una morfologia similar a la de las células plasmaticas y produce grandes cantidades
de interferbn gamma (IFN-y) en respuesta a la activacion de sus receptores de tipo T por

acidos nucleicos virales o ADN [61].

Los macréfagos pertenecen a un grupo de células mieloides diferenciadas que se
comunican constantemente con gran variedad de células inmunes y no inmunes y su
correcto funcionamiento representa una pieza clave en el establecimiento de una respuesta
inmune efectiva. En humanos, los macréfagos son residentes de tejidos celulares derivados
principalmente de monocitos circulantes en la sangre periférica. La poblacion de macréfagos
incluye una amplia gama de células, marcadores y funciones que son reflejo de su
microambiente tisular. Su funcién en individuos sanos es eliminar los agentes infecciosos,
promover la cicatrizacién de heridas y regular la inmunidad adaptativa. Aunque hay algunas
diferencias entre los macréfagos de raton y los humanos, fenotipica y funcionalmente, los
macréfagos en estas dos especies son muy similares facilitando que en la actualidad se
presenten grandes avances en la descripcion de la biologia de estas poblaciones. Se han
descrito dos tipos funcionales de macréfagos, los activados clasicamente (M1) que se
activan por IFN-y y productos bacterianos y que expresan bajos niveles de IL-10 y altos de
IL-12, considerandolos tumoricidas [62]. Por otra parte, los macréfagos activados por la via
alterna (M2) estimulados por las citocinas IL-4, IL-10, IL-13 y hormonas glucocorticoides,
expresan altos niveles de IL-10 y bajos de IL-12; relaciondndose en gran medida a la

inflamacion y progresion del tumoral [63].
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1.3.1 Regulacion de las células mieloides durante el desarrollo del tumor

Si bien la contribucién de las células mieloides en la patogénesis del cancer ha sido
reconocida desde el siglo pasado, s6lo durante las ultimas dos décadas se ha demostrado
su papel crucial en la promocion, angiogénesis tumoral, metastasis, invasion celular y
alteracién de la respuesta inmune [64-66]. Las evidencias indican que el microambiente
tumoral altera diversas poblaciones de células mieloides y puede convertirlas en potentes
células inmunosupresoras [10]. Las células mieloides estan intimamente relacionadas y
funcionan como un sistema Unico y complejo el cual interactda con el entorno y responde a
estimulos tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas por ejemplo, la manipulacion a

la que se someten durante el desarrollo tumoral (Figura 10).
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Figura 10. Cambios que ocurren en las células mieloides en céncer. Los factores producidos en el microambiente tumoral por células
tumorales y células del estroma promueven la diferenciacion aberrante de las células del linaje mieloide. Las lineas punteadas muestran
las vias normales de diferenciacion que siguen las células mieloides a partir de un precursor mieloide inmaduro. Las lineas continuas
indican las vias de diferenciacion aberrantes que siguen las células mieloides durante el cancer en las cuales el microambiente tumoral
puede promover el desarrollo de poblaciones inmunosupresoras, incluidas las células supresoras de origen mieloide monociticas M-
MDSCs, células supresoras de origen mieloide polimorfonucleares PMN-MDSCs, células dendriticas supresoras DCs y macr6fagos
asociados a tumores TAMs. Las lineas punteadas claras ilustran vias de diferenciacién sugeridas pero no confirmadas aun.
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1.3.1.1 Las Células Dendriticas en el desarrollo del cancer.

El desarrollo del cancer afecta la funcion de las DCs de manera importante. Induce entre
otras condiciones, la falta de estimulacion adecuada para el establecimiento de una
respuesta inmune, lo que contribuye potencialmente a la evasion tumoral del reconocimiento
inmunologico. La mielopoyesis anormal es el mecanismo dominante responsable de las

alteraciones funcionales defectos de las DCs en el desarrollo del cancer [10].

Los resultados de una diferenciacion anormal en estas células suelen ser la disminucion en
la produccion de las DCs maduras funcionalmente competentes; aumento en la acumulacion
de DCs inmaduras en el sitio del tumor y aumento de la produccién de las células mieloides
inmaduras [67]. Se ha observado una presencia menor y funcién deficiente de las DCs
maduras en pacientes con cancer de mama, cancer de pulmén de células no pequefias, de

pancreas, cervicouterino, hepatico, prostético y glioma [68-70].

Se han asociado diversos factores solubles derivados del tumor en la diferenciacién anormal
de las DCs, como el VEGF, factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF, por sus
siglas en ingles) y la interleucina-6 (IL-6), entre otros dentro del microambiente tumoral que

limitan el funcionamiento normal de las DCs [55].

Dado que el microambiente tumoral se caracteriza por un estado de hipoxia, la acumulacion
extracelular de adenosina, el aumento en los niveles de lactato y la disminucién del pH; la
migracién y funcién de las DCs resultan afectadas. El factor transcripcional inducible de
hipoxia HIF-1a (HIF1a, por sus siglas en ingles) estd sobre-regulado por las DCs en el
microambiente tumoral hipoxico y se ha demostrado que induce la expresion de receptores
de adenosina A2B por las DCs en humano, haciendo que éstas impulsen el desarrollo de
células T colaboradoras tipo TH2, en lugar de células tipo 1. Al diferenciarse las DCs en
presencia de adenosina afectan la actividad aloestimulatoria en una reaccion mixta de
leucocitos, expresando niveles mas altos de citocinas pro-angiogénicas, pro-inflamatorias IL-
6 e IL-8, el mediador inmunosupresor IL -10 y ciclooxigenasa 2 (COX2, por sus siglas en

ingles), entre otras [71].

Algunas DCs en huéspedes portadores del tumor suprimen las funciones de células T

fenotipicamente inmaduras y maduras [72]. Las evidencias indican que poblaciones
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inmaduras de DCs que sufren alteraciones en su programa de diferenciacion y que se
encuentran condicionadas por el microambiente, pueden promover una tolerancia

inmunologica.

De manera relevante, se ha descrito que las DCs infiltradas en tumores de préstata alteran
las funciones de las células T CD8" intratumorales, utilizando mecanismos
inmunosupresores atribuidos anteriormente so6lo a células supresoras como los TAMs y
MDSCs, como la sobre expresion de arginasa-1 (ARG1) [73]. Esta clase de evidencias
sugieren que los programas de inmunosupresion pueden ser compartidos por diferentes

células mieloides en el cancer.
1.3.1.2 Macroéfagos en la promocién del tumor.

Se ha descrito con anterioridad que los macrofagos humanos se organizan durante el cancer
para facilitar el crecimiento tumoral. Su presencia se asocia con un peor pronostico clinico
[74], y recientemente se demostr6 que TAMs con genes especificos se asocian al fracaso
del tratamiento primario en pacientes con linfoma de Hodgkin [75]. Estas poblaciones
mieloides son similares a los macréfagos M2 y median sus efectos a través de mecanismos
inmunes y no inmunes. Los mecanismos no inmunes incluyen la promocion de la
angiogénesis, el facilitar la invasion de células tumorales, su participacion en la metastasis, y
la proteccion de células tumorales a la quimioterapia inducida por apoptosis [76]. Los
mecanismos inmunes propios de un macréfago M1 resultan afectados por la actividad de
TAMs ya que éstos eliminan a los primeros mediante el bloqueo de su activacion. Acorde a
esto, se ha observado que los TAMs son ineficientes como células presentadoras de
antigeno y que producen quimiocinas como el ligando CC-22 (CCL22), que atraen a las
células Treg inhibiendo la activacion de las células T [76]. De manera similar a lo que sucede
con las DCs inmaduras y las MDSCs, los TAMs tienen la capacidad de sobre expresar
ARG1 [77] y méas que cualquier célula mieloide, privan a las células T de L-arginina

necesaria para su proliferacion y correcto funcionamiento.

Los microambientes presentes en las diversas areas de los tumores humanos contienen
TAMs que varian en fenotipo y funcion. Se han identificado diversos subconjuntos de TAMs

en carcinomas, los cuales, tienen diferentes vidas medias y frecuencias relativas que varian
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a medida que el microambiente tumoral evoluciona [78]. Adicionalmente los TAMs Pro-
angiogénicos pueden expresar el receptor de angiopoietina TIE2 y tienen bajos niveles de
expresion de moléculas MHC de clase II, localizandose principalmente en regiones hipoxicas
[79]. En humanos la polarizacion de los macrofagos hacia un fenotipo tipo M2 esta mediada
directamente por el desarrollo del tumor y se sabe que el TNF (Factor de necrosis tumoral,
por sus siglas en inglés) derivado de células tumorales participa parcialmente en la
polarizacion a M2 a través de la induccion del receptor scavenger en macrofagos tipo |y |l
[?O]._Es importante sefalar que todos los subconjuntos de TAMs al igual que las DCs y
granulocitos supresores que se encuentran estrechamente relacionados con el tumor
comparten mecanismos biolégicos que son producto del constante direccionamiento que

ejerce el tumor mediante la liberacion de factores solubles.

1.3.1.3 Granulocitos en la progresién del Cancer.

Los tumores humanos se infiltran constantemente con distintos granulocitos que en la
actualidad pueden ser utilizados como factores prondsticos y predictivos en la practica
clinica [12] [81]. Adicionalmente las evidencias vinculan a los granulocitos, en particular a los
neutrdéfilos, con procesos que promueven el desarrollo tumoral como la angiogénesis, la

metastasis e invasion y la supresion de la respuesta inmune [23, 54, 66].

Las células tumorales y asociadas al estroma celular atraen fuertemente a neutrofilos
maduros e inmaduros mediante la expresion de quimiocinas tipo CXC y procineticina 2. En
cancer pulmonar el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en
ingles) producido en exceso por el tumor también recluta granulocitos pre-metastaticos hacia

nichos particulares, en donde promueven la iniciacion de la metastasis subsecuente [54].

Es probable que los granulocitos promuevan la angiogénesis mediante la expresion de
MMP9 que induce de la sobreexpresion del factor del VEGF en tejidos neoplasicos [82].
Adicionalmente, algunos granulocitos reclutados al tumor liberan elastasa, que penetra en el
compartimento endosomal de las células neoplasicas y degrada el sustrato del receptor de

insulina 1 (IRS1). Esta degradacion facilita la interaccion entre fosfoinositil cinasa-3 (PI3K) y
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el receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), promoviendo asi la
Toliferacic’)n de células tumorales [83].

Como sucede en otras poblaciones mieloides los neutréfilos pueden presentar un fenotipo
antitumoral tipo (N1) 6 un fenotipo pro-tumoral (N2). En el entorno del desarrollo tumoral se
ha observado un direccionamiento y reversion hacia el fenotipo N2. El factor de crecimiento
transformante beta (TGF-[3, por sus siglas en inglés), impulsa el fenotipo N2, y su bloqueo
promueve un fenotipo N1 con actividad antitumoral [84].

También la proteina sérica amiloide Al induce la expansion de poblaciones de neutrdfilos
secretores de IL-10 que demostraron ser capaces de suprimir la proliferacion de linfocitos T

CD8+ antigenos especificos en melanomas humanos [85].

1.3.2 Impacto de los mecanismos tumorales sobre las células mieloides

Las células neoplasicas y las células del estroma asociadas al tumor liberan multiples
factores solubles que perturban a las poblaciones de células mieloides. Las citocinas tales
como el factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF), granulocitos
G-CSF y macré6fagos M-CSF, el factor de células madre (SCF, también conocido como
ligando KIT), el VEGF e IL-3 promueven la mielopoyesis y contribuyen en parte, a un
bloqueo en la maduracién de estas células [86] (Figura 11). Los factores solubles pro-
inflamatorios derivados del tumor tales como la IL-1B, IL-6, S100A8 y S100A9, asi como
citocinas liberadas por las células T activadas como el IFN-y, IL-4, IL-10 y IL-13 [87] [88],
inician vias inmunosupresoras que comprometen a células mieloides inmaduras a
convertirse en MDSCs y a promover aun mas la diferenciacion de las MDSC hacia DCs y

macrofagos inmunosupresores.

En este sentido, se ha demostrado que los factores derivados del tumor CCL12, ligando de
guimiocina CXC5 (CXCL5), procineticina 2, S100A8 y S100A9 reclutan células mieloides

inmaduras en el estroma tumoral [89] [90].
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Figura 11.- Mecanismos moleculares de células mieloides afectados en cdncer. El microambiente tumoral secreta diferentes citocinas y mediadores
inmunes que regulan la actividad de multiples factores de trascripcion que afectan tanto a precursores mieloides como a células mieloides maduras.
Estos factores de transcripcion, a su vez, regulan la sintesis de sus proteinas blanco afectando asi funciones de las células mieloides. ARG1, arginasa 1;
BCL-XL, linfoma XL de células B; C/EBP8, proteina de unién al enhancer CCAAT; DC, célula dendritica; G-CSF, factor estimulador de colonias de
granulocitos; GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos y macrdfagos. INFy, interferon-y entre otros.

Las células mieloides inmaduras también son atraidas por CCL2 nitrado o nitroacetilado por
el microambiente tumoral, mientras que los linfocitos T CD8" efectores no son reclutadas por
CCL2 modificado, lo que puede explicar el enriguecimiento selectivo de células
mielomonociticas dentro de tumores humanos [91]. Por otra parte el TGF-B derivado del
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tumor, también regula la acumulacién de MDSC y promueve la polarizacion hacia neutrofilos
supresores [92]. De manera similar la liberacion al torrente sanguineo de exosomas que
contienen péptidos sefial, mMRNAs, microARNs vy lipidos por parte de células neoplasicas y

células del estroma asociadas al tumor, promueve la expansion de MDSCs [93].

Los factores solubles derivados del tumor regulan linajes celulares mieloides en multiples
niveles a través de una variedad de factores de transcripcion como el transductor de sefiales
activadoras de la transcripcion 3 (STATS3, por sus siglas en ingles) que desempefia un papel
importante en la regulacion de las DCs, induciendo la expansion de la poblacion de MDSCs
asi como alteraciones en los macrofagos [94-96] (Figura 9). Este factor trascripcional no sélo
previene la apoptosis y promueve la proliferacion celular mediante la sobre-regulacion de
factores anti-apoptéticos y pro-proliferativos como (Bcl-XL), MYC, ciclina D1 y survivin [97],
sino que también regula la expresion de mdultiples proteinas que son cruciales para la
diferenciacion de células mieloides. Adicionalmente, el incremento de las proteinas pro-
inflamatorias de unién a calcio S100A8 y S100A9 regula positivamente a STAT3, lo que
induce la activacion de vias que afectan la diferenciacion de DCs y promueven la
acumulacion de MDSC [98].

El factor de transcripcibn STAT1 inducido por la actividad de IFN-y regula en los en las
células mieloides la expresion de la enzima oxido nitrico sintasa (INOS, por sus siglas en
ingles) y es crucial para los procesos inmunosupresores ejercidos por TAMs y MDSCs [99]
[9]. Adicionalmente el factor STAT6 inducido por IL-4 controla la polarizacion de TAMs
mediante la unién al promotor del gen que codifica a la proteina 3 con dominio desmetilasa
(JMJD3, por sus siglas en ingles) lo que da lugar a la desmetilacién de la lisina 27 de la
histona H3 en un loci genético especifico que origina el aumento de la expresion de ARG1,
YM1y FIZZ1 promoviendo asi, la polarizacion hacia M2 [100].

La familia receptores de linfocitos T (TLR, por sus siglas en ingles) también tiene un papel
destacado en el desarrollo de células mieloides, principalmente a través de la activacion de
la diferenciacion mieloide de la proteina 88 de respuesta primaria (MyD88) y la induccion rio
abajo del factor nuclear- kB (NF-kB). Esta via de senalizacion es crucial para el
reclutamiento de células mieloides a sitios de infeccion, lesion o crecimiento del tumor [101].

Acorde con estos hallazgos los mediadores pro-inflamatorios COX2 y prostaglandina E2
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(PGE2, por sus siglas en ingles), que inducen la acumulacion y actividad supresora de
MDSC también son blancos potenciales para la accion del NF-kf3 [102] [103].

Debido a que gran parte de los estudios abordan a las células mieloides de manera
independiente y a que la expresion superpuesta de marcadores celulares impide una
correcta discriminacion de las poblaciones, se ha generado informacién fraccionada que
produce confusion en la comprension de su biologia y del papel que juegan durante el
desarrollo tumoral. Sin embargo, la gran cantidad de hallazgos que siguen describiéndose
permitira superar los obstaculos que se presentan en el desarrollo de intervenciones

terapéuticas.

Como se menciond, el microambiente puede condicionar a las células mieloides para
convertirse en poblaciones inmunosupresoras. En la actualidad este fendmeno se estudia
ampliamente por distintos grupos, destacando de manera importante el efecto de la
acumulacion excesiva de células mieloides inmaduras [12, 13, 104]. Estas poblaciones
celulares con capacidad para suprimir la respuesta antitumoral fueron etiquetadas como
MDSCs porgue comparten el origen mieloide y propiedades inmunorreguladoras comunes. A
continuacion se describen los aspectos mas importantes de este complejo subgrupo de

células mieloides inmunosupresoras.
1.4 Células supresoras de origen mieloide (MDSCs)

Las células supresoras de origen mieloide constituyen una poblacion mieloide heterogénea
(granulocitos, células dendriticas y macrofagos) en un estado inmaduro con capacidad de
suprimir la respuesta inmune del huésped [11]. Las MDSCs pueden considerarse un
elemento basal de regulaciébn inmune natural, ya que éstas, pueden evitar el dafio e
inflamacion que causarian poblaciones citotoxicas, después de haber eliminado al agente
extrafio. En este contexto las células mieloides inmaduras con fenotipo de MDSCs que se
generaron en la médula 6sea de individuos sanos, se diferencian en células mieloides
maduras. Los factores solubles como el GM'CSF, SCF y citocinas promueven el origen de
células mieloides maduras capaces de establecer una respuesta efectiva. Sin embargo,
durante estados patologicos, traumas, inflamacion, trasplantes y otras condiciones de estrés,

estas células supresoras se expanden en medula y viajan al torrente sin haber madurado
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correctamente. Como resultado de esta liberacion, las MDSCs se acumulan en érganos
linfoides periféricos en donde pueden expandirse y migrar a sitios blanco y torrente
sanguineo. Los efectos supresores de esta poblacidn se pueden ejercer asi, sobre la

respuesta inmune innata y adaptativa.

1.4.1 Contexto histérico

Las células supresoras de origen mieloide fueron descritas hace mas de 20 afios en
pacientes con cancer, pero su importancia funcional en el sistema inmune ha sido apreciada
sélo recientemente [105]. Debido a lo heterogéneo de estas poblaciones fueron denominas
como; células supresoras naturales, células mieloides inmaduras, progenitores mieloides
inmaduros o células supresoras mieloides entre otros. Dado que ninguna de estas
nomenclaturas abarcaba completamente las caracteristicas de este tipo de células la
propuesta hecha por el Dr. Gabrilovich y sus colaboradores, este grupo designa el nhombre
de “Células supresoras de origen mieloide” [106]. Esta nomenclatura transmite mejor las
propiedades de este tipo celular porque indica que pertenecen al linaje mieloide, implica la
heterogeneidad del fenotipo y la plasticidad funcional y describe la naturaleza

inmunosupresora de estas células.

Adicionalmente permite distinguir a esta poblacion de otras con caracteristicas
inmunoreguladoras o inmunosupresoras como los macrofagos asociados a tumores y las
células T reguladoras (Treg); asi como de otras que simplemente no se han diferenciado,
como las células mieloides inmaduras (IMCs). Esta nomenclatura es aplicable tanto en
animales como en humanos. Sin embargo, como se describird mas adelante las células de
humano desafortunadamente no expresan un marcador distintivo que permita su distincion

absoluta.

La gran cantidad de informacion entorno a la biologia de las MDSCs confirman, por una
parte, que estas ceélulas podrian haber evolucionado como un componente regulatorio del
sistema inmune, y por otra, que su funcion y mecanismos dirigidos por el desarrollo de

neoplasias es evidente y representa un posible biomarcador de canceres humanos.
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1.4.2 MDSCs como células regulatorias.

Las MDSCs estan casi ausentes en condiciones fisioldgicas, y no son inmunosupresoras
mientras estén en un estado inactivado. Sin embargo, en condiciones de estrés agudo,
infeccion o inmunizacién, hay una expansion transitoria de la poblacion de células mieloides
inmaduras (IMCs, por sus siglas en ingles) que rapidamente se diferencia en células

mieloides maduras [11].

Esta poblacion de IMCs transitorias, puede mediar las funciones supresoras caracteristicas
de las MDSCs pero, debido a las condiciones agudas, son de vida corta y sus funciones de
supresion tienen un impacto minimo en la respuesta inmune en general. Sin embargo, estas
células probablemente funcionan como vigias importantes, que impiden el dafio patologico,
mediado por la respuesta sin control del sistema inmune. El papel de las MDSCs en las
infecciones crénicas y el cancer es diferente. En esta ultima condicién se da una prolongada
y marcada expansion de MDSCs con habilidades inmunosupresoras que provoca Su
acumulacion en organos linfoides periféricos y su migracion hacia sitios del tumor en donde
ejercen su efecto o se diferencian a otras poblaciones inmunosupresoras [11]. El creciente
interés por ampliar el conocimiento entorno a las células supresoras de origen mieloide
permite obtener informacion actual de como se comporta esta poblacion en diversas
patologias [14]. Sin embargo, desde las ultimas dos décadas la mayor parte de informacién
e interés cientifico se enfoca en los efectos que causa su excesiva acumulacion y expansion

en el cancer.

1.4.3 Origen de las MDSCs

Como se menciono anteriormente las células supresoras de origen mieloide que se
expanden y se acumulan en condiciones patoldgicas, no son una poblacion bien definida de
células mieloides, sino una poblacién heterogénea de células mieloides diferencialmente
inmaduras. Estas células mieloides pueden ser parte del proceso normal de mielopoyesis, el

cual tiene lugar en la médula 6sea y es controlado por una red compleja de factores solubles
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gue incluye a GM-CSF, SCF, IL-3 y Tirosin cinasa receptora tipo 3 (FLT3, por sus siglas en
inglés) (Figura 12).

Las células madre hematopoyéticas se diferencian en células progenitoras mieloides
comunes y luego en células mieloides inmaduras. Normalmente las células mieloides
inmaduras migran a organos periféricos, donde se diferencian en macréfagos, células
dendriticas o granulocitos. Sin embargo, los factores que son producidos durante infecciones
agudas o cronicas, trauma 0 sépsis y en microambiente tumoral, promueven la acumulacion
de las células mieloides inmaduras en estos sitios, impidiendo su diferenciacion e induciendo
su activacion. Estas células presentan funciones inmunosupresoras y por lo tanto son
nombradas células supresoras de origen mieloide. Las MDSCs se acumulan también en
organos linfoides periféricos en respuesta a factores de origen tumoral. Estas células pueden
también diferenciarse en TAMs dentro de un microambiente tumoral; el fenotipo y funcion de
TAMs es distinto de aquel expresado por las MDSCs (Figura 12).
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Figura 12. El origen de MDSCs. Apartir de un progenitor mieloide comun las células mieloides pueden dar origen a células mieloides
maduras o a MDSCs.
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1.4.4 Subgrupos de MDSCs.

Dado que las células supresoras de origen mieloide carecen de la expresion de marcadores
de superficie celular especificos y comparten algunos que son expresados por monocitos,
macrofagos, células dendriticas y granulocitos, éstas han sido estudiadas con diversos
fenotipos (Figura 13). En ratones, las células supresoras de origen mieloide estan
caracterizadas por la co-expresion del antigeno de diferenciacién de linaje celular mieloide

GR1y CD11b lo que permite un facil analisis y aislamiento para su estudio [92, 107].

En humanos las MDSCs han sido caracterizadas de diversas formas [14]. Estas suelen ser
identificada como células CD14'CD11b" y frecuentemente como células que expresan el
marcador comun de células mieloides CD33, que carezcan de la expresion de marcadores
de células maduras, y de moléculas de MHC clase Il, HLA-DR [14]. Las MDSCs también han
sido identificadas dentro de una poblacion granulocitica en sangre periférica en diversos
estudios en humanos [12, 99, 108].

El uso de los anticuerpos monoclonales antes mencionados llevé a la identificacion de dos
subclases de células supresoras de origen mieloide: las MDSCs granulociticas que tienen un
fenotipo CD11b+LY6G+LY6Clow y aquellas con morfologia monocitica con un fenotipo
CD11b+LY6G-LY6Chi [109] para células de raton. Posteriormente, en humanos también se
establecid la expansién de ambas subclases que involucran diversos fenotipos debido a la

limitante mencionada sobre la falta de marcadores especificos [99].
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Figura 13. Mecanismos supresores mediados por los diferentes subgrupos de MDSCs. Las MDSCs en el raton se diferencian en dos
principales subgrupos: Las MDSCs monociticas, las cuales tienen un fenotipo CD11b*LYBGLY6C™; y las MDSCs granulociticas con
fenotipo CD11b'LY6G'LY6C". En la mayoria de los modelos tumorales predomina el linaje granulocitico (70-80%). Se ha sugerido que el
subgrupo granulocitico tiene una actividad incrementada de STAT3 y NADPH, lo que resulta en niveles elevados de ROS y niveles bajos
de 6xido nitrico. ROS y peroxinitritos [el producto quimica de la reaccién entre el éxido nitrico (NO) y anién superodxido (O7)], inducen la
modificacién post-traduccional del receptor de las células T, ocasionando una falta de respuesta en este tipo celular. El linaje monocitico,
tiene una expresion sobre-regulada de STAT1 y de la enzima éxido nitrico inducida (INOS o NOS2) y niveles incrementados de NO pero
produccion baja de ROS. El 6xido nitrico que es producido por el metabolismo de la L-arginina por iNOS, suprime la funcion de las células
T a través de varios mecanismos, que involucran la inhibicion de cinasas Janus-3 (JAK-3, por sus siglas en inglés) y STAT-5, la inhibicion
en la expresion del MHC clase Il y la induccién de apoptosis. Ambos subgrupos tienen niveles incrementados de arginasa 1, la cual causa
la supresion de las células T a través de la deplecion de la L-arginina. Solo el linaje monocitico, puede diferenciarse in vitro en células
dendriticas maduras y macrofagos. (Imagen modificada desde: Gabrilovich, Nat Rev Immunol, 2009).
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Se ha sugerido que la fraccibn monocitica de las MDSCs ejerce un efecto inmunosupresor
mayor del que ejerce la fraccidon granulocitica, sin embargo, en la mayoria de los casos la
expansion de estas ultimas es superior que las de subclase monocitica. Ademas, las MDSCs
polimorfonucleares representan el subconjunto importante por su participacién en otros

procesos del desarrollo tumoral como la angiogenesis y la metastasis.

1.4.5 Expansion y activacion

Mediante una compleja via de sefializacién en la que intervienen factores IL'6, GM'CSF, IL-
10, M'CSF, G'CSF y VEGF) se desencadenan diferentes vias de sefalizacién en las MDSCs
qgue involucran principalmente, a la familia de moléculas activadoras de la transcripcion y
transductores de sefiales (STATSs). La activacion de STAT 6, STAT'1 y del factor NF'«f
mediada por receptores tipo Toll, resulta en la activacién de las MDSCs, lo que lleva a estas
células a la sobrerregulacion de las enzimas arginasa 1 y 6xido nitrico sintasa, (enzimas que
otorga diversos mecanismos inmunosupresores a estas poblaciones). Una gran cantidad de
reportes han mostrado que la expansion y activacion de las MDSCs involucran a las
interleucinas 6, IL-10, IL-12 e IL-13 y a diversos factores como COX-2, PTGS2, SCF, GM-
CSF, G-CSF y VEGF [110] (Figura 14).

La mayoria de los factores descritos anteriormente desencadenan en las MDSCs vias de
sefalizacion que convergen en los miembros de la familia de proteinas JAK, asi como en el
factor STAT 3, los cuales estan involucrados en procesos celulares como la supervivencia

celular, proliferacion, diferenciacion y apoptosis.
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Figura 14. Vias de sefializacion involucradas en la expansion de las MDSCs. La acumulacién de las MDSCs esté regulada por varios
factores que son liberados por células tumorales, células del estroma, células T activadas y macréfagos, células tumorales apoptoéticas,
agentes virales y bacterianos y células infectadas por patégenos. Estos factores (IL-6, GM-CSF, IL-10, M-CSF, G-CSF y VEGF)
desencadenan diferentes vias de sefalizacion en las MDSCs que involucran, principalmente, a la familia de moléculas activadoras de la
transcripcion y transductores de sefiales (STATSs, por sus siglas en inglés). STAT 3, regula la expansién de las MDSCs, estimulando la
mielopoyesis e inhibiendo la diferenciacion de células mieloides y promoviendo la supervivencia de las MDSCs a través de factores
transcripcionales como MYC (factor transcripcional que es codificado por el protooncogen Myc) y proteinas que inhiben la apoptosis, como
la proteina XL del linfoma de células B (BCL-XL, por sus siglas en inglés) y ciclina D. STAT-3, contribuye también en el incremento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) en las MDSCs. La activacion de STAT-6 y STAT-1, asi como de la activacion del factor nuclear-x3
(NF-x8) mediada por receptores tipo Toll, resulta en la activacion de las MDSCs, lo que lleva a estas células a la sobre-regulacion de las
enzimas arginasa 1 y 6xido nitrico sintasa inducida (iINOS o NOS2), asi como al incremento en la produccién de citocinas supresoras como
el factor de crecimiento transformante-g (TGF-f). Las proteinas de unién al calcio S100 (S100A8 y S100A9) se unen directamente a
componentes del complejo NADPH. Esta unién potencia la activacion del complejo oxidasa NADPH en las MDSCs, lo que causa un
incremento en la produccion ROS, y por ende de la actividad supresora observada. Abreviaturas en inglés: G-CSF, granulocyte colony-
stimulating factor (factor estimulante de colonias de granulocitos); GM-CSF, granulocyte/Macrophages CSF (Factor estimulante de colonias
de macréfagos y granulocitos); IFN-y, (interferén gamma); IL, interleukin (interleucina); JAK, Janus kinase (cinasas Janus); MyD88, myeloid
differentiation primary-response gen 88 (gen de respuesta primaria para diferenciacion mieloide que codifica para una molécula adaptadora
del receptor tipo Toll); Phox, (phagocyte oxidase); VEGF, vascular endothelial growth factor (factor de crecimiento endotelial vascular).
(Imagen modificada desde: Gabrilovich, Nat Rev Immunol, 2009).
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Para que se lleve a cabo la actividad supresora de las MDSCs, éstas requieren de factores
que simultaneamente promuevan su expansion y activacion. La expresion de estos factores
son producidos principalmente por patdogenos, células tumorales y células T. Estos factores,
incluidos el IFN-y, los ligandos de TLRs, IL-4, IL-13 y TGF-B activan varias vias de
sefalizacion en las MDSCs que involucran a STAT6, STAT1 y NF-x43[110].

También se ha demostrado el papel que cumple del receptor- a de la IL-4 (ILARa) y STAT6
para la via de sefializacion corriente abajo en las MDSCs [111]. La activacion de esta via,
induce la expresion de arginasa-1 en esta poblacion supresora. Ademas se ha reportado que
la IL-4 e IL-13 sobre regulan la actividad de la arginasa-1, la cual incrementa la actividad
supresora de las MDSCs. Otra investigacion demostrado que la deficiencia de STAT6
previene la sefializacion rio abajo y bloquea la produccion de arginasa-1 por MDSCs [112].
Los receptores tipo Toll que participan en la activacion de la respuesta inmune innata
también se involucran en la induccién de la expansién de MDSCs . Por ejemplo cuando ésta
se induce por eventos de sepsis en el intestino grueso, la cual libera productos microbianos
dentro del peritoneo que viajan a torrente, lo que da lugar a la expansion de la poblacién de
MDSCs en el bazo. Estas observaciones indican que la activacién de las MDSCs es un
resultado basico de la respuesta inmune a los patdégenos que expresan los ligandos de los
TLRs [11]. Bajo condiciones patologicas, la expansién de la poblacion de MDSCs esta
regulada por factores que inducen la expansion y la activacién, sin perder de vista que en la

mayor parte de los casos, estas vias funcionan simultineamente.

1.4.6 MDSCs en cancer

Mientras que en individuos sanos los niveles de MDSCs permanecen en niveles casi
imperceptibles, durante el desarrollo del cancer estas y otras poblaciones supresoras se
incrementan y se acumulan para establecer una plataforma que permita al tumor evadir la
o‘estruccién inmune._Para que esto ocurra, es necesario que la diferenciacion de células
mieloides se desvie de su camino normal, la cual, dirige a los macrofagos, DCs y
granulocitos hacia una via que favorece la diferenciacion de MDSCs patoldgicas. La
caracterizacion funcional de diversas poblaciones de MDSCs renueva continuamente el

enfoque sobre fenotipos adecuados para el analisis de éstas poblaciones supresoras.
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La inclusion de estas poblaciones en estudios clinicos que se ha incrementado en las
ltimas dos décadas comienza a reflejar su importancia en el manejo de canceres humanos.
Las MDSCs con el fenotipo LIN'HLA-DR"CD33*CD11b" se ha aislado de la sangre de
pacientes con glioblastoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén o cancer
de rifidn[113] (tabla 5). La frecuencia de esta poblacion de células inmaduras puede reflejar
la carga tumoral y su alta frecuencia se correlaciona con un mal prondéstico y la progresion
radiogréafica en pacientes con cancer colorrectal [104].

Las células monociticas CD14+CD11b+HLA-DRlow/—, circulan en la sangre de los pacientes
con melanoma, mieloma multiple, cancer de préstata, carcinoma hepatocelular o el cancer
de cabeza y cuello [112, 114, 115]. De igual forma, los pacientes con cancer renal se ven
afectados por MDSCs polimorfonucleares CD11b+CD14-, CD15+CD66b+VEGFR+ [12].
Estos y otros fenotipos han sino empleados para la caracterizacién de poblaciones mieloides

supresoras en cancer [14].

Tabla 5. Fenotipos de MDSCs en cancer.

Fenotipo Tipo de Enfermedad
LinHLADR HNSCC, Céancer pulmonar y Cancer de mama (N=93)
LinHLADR CD33" Céancer renal (N=18)

LinHLADR CD33" Melanoma (N=39)
Lin™*“HLADR CD33'CD11b" Céncer de mama (N=17)
CD11b'CD14CD33" HNSCC (N=14) y (N=5)
CD33"HLADR’ Céancer Renal (N=23)
CD11b'CD14CD15" Céncer Renal (N=123)
CD11b'CD14CD15" Cancer Renal (N=27)
CD11b*'CD14'CD15°CD33" HNSCC (N=87)
CD11b'CD33" Céncer Pulmonar (N=10)
CD15'CD14 Cancer Renal (N=23)
CD15'IL4Ra” Melanoma (N=14); Colon (N=15)
CD14"HLA DR"*"/"e Mieloma muiltiple (N=76)
CD14'"HLADR"*""*¢ Melanoma (N=16)

Tabla modificada desde Greten, Int Inmunopharmacol, 2011. HNSCC, Head and Neck Squamous Cell Carcinoma.

1.4.7 Mecanismos de Supresion

Para que se establezca una respuesta antitumoral efectiva los linfocitos requieren la
asistencia de células accesorias de origen mieloide que hagan accesible el antigeno al
receptor de células T. Las células accesorias son también importantes para la eliminacion de
antigenos, destruccion de patdgenos intracelulares, produccion de colageno y remodelacién

de tejidos.

72



Estas funcionan como guias para los linfocitos, debido a que estas células deciden si una
respuesta inmune debe ser iniciada y si las células T deben ser activadas, asegurandose
también de que las células T activadas sean correctamente desactivadas para evitar el dafio
a tejidos propios y la acumulacion de grandes numeros de células antigeno especificas que
no son requeridas después de la eliminacion del antigeno. Como parte de este proceso,
células mieloides son reclutadas desde la sangre y 6rganos hematopoyéticos en nimeros

gue son proporcionales al reto antigénico referencias.

Durante el proceso carcinogénicos, las MDSCs son capaces de inhibir esta respuesta a
través de mecanismos especificos que se siguen describiendo actualmente. Estas pueden
usar diferentes mecanismos para suprimir la proliferacion de células T, demostrando que
ambos subgrupos de MDSCs usan diversas vias y moléculas de sefalizacion para ejercer su
funcion [99]. Sin embargo, el papel que juegan en la supresion antigeno especifica y la

medida en la que afectan la respuesta antitumoral en humano aun no han sido determinadas.

La actividad supresora de estas subpoblaciones se atribuia hasta hace pocos afios al
agotamiento de aminoacidos esenciales para el funcionamiento de linfocitos T y al dafio
molecular sobre el receptor de células T, productos de la sobreexpresion de los factores
inmunosupresores Arginasa 1 e iNOS respectivamente, en el interior de las MDSCs [11]. Sin
embargo, investigaciones recientes se han descrito otros mecanismos para la supresion de

la respuesta inmune, los cuales serdn mencionados a continuacion.

1.4.7.1 Mecanismos Dependientes de L-Arginina

Los mecanismos supresores de las MDSCs descritos con mayor frecuencia en la literatura
estdn basados en el metabolismo que llevan a cabo las MDSCs sobre el aminoacido
esencial L-arginina, el cual es un importante nutriente para una gran diversidad de procesos
celulares [116]. La L-arginina es una aminoacido utilizado en la biosintesis de proteinas
como creatina y agmatina, ésta es metabolizada principalmente por las enzimas arginasa y
oxido nitrico sintasa, las cuales producen respectivamente; urea y L-ornitina, y 6xido nitrico

y L-citrulina (Figura 15). El consumo y transformacion de la L-arginina, a través de las
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enzimas INOS y ARG-1 alteran funciones vitales para linfocitos T como su activacion y
proliferacion. Las evidencias indican que el metabolismo incrementado de estos factores por
células mieloides puede resultar en el dafio a linfocitos antigeno especificos durante la

respuesta antitumoral [117].
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Figura 15. Representacion esquematica de rutas metabolicas dependientes de las enzimas arginasa-1 e iINOS (NOS2). Las actividades de ambas enzimas se
ilustran junto con las rutas metabdlicas corriente abajo, que son activadas por la L-Arginina. Las lineas continuas indican la actividad enzimatica principal,
mientras que la linea punteada indica la ruta metabdlica alternativa. En particular, cuando las concentraciones de la L-arginina son limitadas, los electrones se
transfieren a través de subunidades de iNOS al co-sustrato O2, el cual genera al i6n superéxido (O2-). EI O2- (de esta reaccion o de otra fuente) puede
reaccionar con o6xido nitrico para generar peroxinitritos (ONOO-) o con agua para producir peréxido de hidrégeno (H202). Se ha reportado la produccion de
peroxinitritos por la actividad combinada de arginasa-1 e iNOS, la produccién de H20 es indicada, considerando el mecanismo de reaccién quimica y por las
observaciones iniciales, aunque ain no ha sido comprobado completamente. Debe notarse que otras reacciones oxidativas generan a las especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen species) en la célula. NOHA, NG-hydroxy-L-arginine; RNOS, reactive nitrogen-oxide species.)
(Imagen modificada desde: Bronte, Nat Rev Immunol, 2005).

1.4.7.1.1 Agotamineto de L-arginina y sus efectos en proliferacion

y activacién de Linfocitos T.

El consumo y agotamiento de la L-arginina tiene un efecto importante en la funcion de
distintos tipos celulares. En organismos unicelulares, el agotamiento de nutrientes es una
estrategia utilizada para regular la proliferacion de células que compiten en un
microambiente. La familia de enzimas arginasas, esta altamente conservada entre las
especies.

En patdgenos estas enzimas tienen la capacidad de metabolizar la L-arginina del huésped,

agotando asi los niveles de este aminoacido como estrategia de supervivencia.
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En organismos superiores el control del metabolismo del aminoacido, se vuelve una
estrategia evolutiva que limita la expansion indeseada de células proliferantes activas,
incluyendo células T [118]. La arginasa hidroliza a la L-arginina a L-ornitina y urea (Figura
16). La L-ornitina es un precursor para la sintesis de poliaminas a través de la ornitina
descarboxilasa (ODC) y para la sintesis de la L-prolina por la enzima ornitina
aminotransferasa (ODC); las poliaminas estdn involucradas en la diferenciacion y

crecimiento celular, mientras que la L-prolina afecta la produccion del colageno.

Es importante sefialar que la mayor parte de informacion referente a los procesos
moleculares que envuelven a esta enzima dentro del contexto de las MDSCs se ha obtenido
de numerosos modelos murinos bien disefiados. Asi se han identificado dos isoformas de la
L-arginasa: arginasa-l1 y arginasa-2, que son codificadas por diferentes genes. Las
isoformas son idénticas en un 58% a nivel de la secuencia de amino&cidos, pero tienen
distintas distribuciones celulares. La arginasa-1 (también conocida como arginasa de tipo
hepatica) se localiza en el citosol de hepatocitos y es un componente importante del ciclo de
la urea [118]. Ademas, su expresion es inducida en células mieloides de ratdén a través de la
exposicién a citocinas de tipo Th2, como IL-4 6 IL-13, asi como por el TGF-B. Se ha
reportado que la regidn que codifica para la arginasa-1 contiene en su extremo 5 elementos
reguladores de la transcripcion en respuesta a IL-4, AMPc, TGF-fy dexametasona [117]. El
factor de transcripcion mas importante para la arginasa-1 es el STAT6, pero también hay
rutas independientes. EI STAT-1 también se puede requerir para la induccion en la expresion

de arginasa-1 e INOS, pero estas rutas moleculares no han sido totalmente elucidadas [97].

La arginasa-1 humana, se expresa constitutivamente en granulocitos pero su expresién no
esta sobre-regulada por los estimulos que afectan al andlogo de la arginasa-1 in vivo [118].
La arginasa-2 conocida comunmente como arginasa tipo renal se expresa constitutivamente
en la mitocondria de varios tipos celulares, incluyendo células renales, neuronas,
macrofagos y enterocitos. La induccion de la expresion de esta enzima en varios sistemas
biolégicos también se ha vinculado con la sobrerregulacion de los transportadores de

membrana de la L-arginina, indicando que ambos forman una unidad funcional (Figura 16).
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Los transportadores de aminoacidos cationicos de raton CAT2A, CAT2B, CAT3 y CAT4
(CATSs, por sus siglas en inglés) son proteinas integrales de membrana que transfieren L-
lisina, L-arginina y L-ornitina a través de una via independiente del pH, sensible a
estimulacion y saturable. Las CATs bombean L-arginina desde el compartimiento
extracelular al intracelular para compensar su metabolismo por la arginasa-1 intracelular o
por iNOS.
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Figura 16. Circuitos metabdlicos regulatorios y dependientes de citocinas que afectan las enzimas inducidas arginasa-1 y iNOS (NOS2). La citocina Thl
IFN-y y las citocinas Th2 IL-4 e IL-13 son los inductores principales de iNOS y arginasa-1 respectivamente. Sefiales pro-inflamatorias (como IL-1, TNF,
INF-y e IFN-B) y sefiales anti-inflamatorias (como IL-10, TGF-B8, AMP ciclico y dexametasona) pueden contribuir a la regulacién del balance final de la
actividad de iINOS y arginasa-1. Ademas, la arginasa-1 e iNOS activan directamente varios circuitos bioquimicos que regulan negativamente una a la otra.
La baja concentraciéon extracelular de L-arginina, la sobre-expresiéon de arginasa-1 o la reduccién en la capacidad de toma de la L-arginina, pueden
disminuir los niveles intracelulares de L-arginina y detener la traduccion del RNA mensajero que codifica la iNOS, reduciendo la actividad de iINOS. Los
productos y moléculas del metabolismo de la L-arginina funcionan en el citosol, pero también pueden ser liberados extracelularmente. Oxido Nitrico (NO,
nitric oxide), NG-hidroxi-L-Arginina (NOHA, NG-hydroxy-L-Arginine), L-ornitina, poliaminas (incluidas putrescina, espermidina y espermita), NG-monometil-
L-arginina monoacetato e incluso la arginasa-1 por si misma, pueden ser encontrados en el espacio extracelular. NOHA puede ser liberado por
macréfagos durante la actividad intensa de iNOS; por tanto puede inhibir la actividad de la arginasa-1, estimulando una mayor liberacién de NO por iINOS
en células vecinas durante las reacciones inflamatorias. El 6xido nitrico causa la S-nitrosilacion de los residuos de cisteina presentes en el sitio activo de la
ornitina descarboxilasa (ODC, ornithine decarboxylase), lo cual resulta en su inhibicién enzimatica y subsecuentemente en el arresto de la produccién de
poliaminas y proliferacion celular. A la inversa, las poliaminas producidas por ODC son inhibidores de iINOS. En adicion, la L-ornitina y proteinas cationicas
de origen eosinofilico (EDCP, eosinophil-derived cationic protein) (como proteinas basicas principales (MBP, por sus siglas en inglés) y su analogo poli- L-
arginina)) pueden impedir el transporte de L-arginina dependiente de CAT2B (CAT2B, cationic amino-acid transporter 2B). ONOO-, peroxinitrito;. (Imagen
modificada desde: Bronte, Nat Rev Immunol, 2005).

Se ha observado que las MDSCs sobreregulan coordinadamente la expresion de ARG-1 y
del transportador de aminoacidos catiébnico CAT2B, lo cual resulta en una disminucién de la
L-arginina extracelular, por debajo de los niveles normales[117]. En un modelo de cancer
pulmonar en raton, se encontr0 que infiltrados de células con fenotipo supresor,
(CD11b+GR1-F4/80-CD16 +CD32) y alta expresion de arginasa-1 y CAT2B incorporan y

consumen rapidamente L-arginina del medio extracelular, lo que resulté en dafio a la funciéon
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de células T, mediante inhibicion de la re-expresion de la cadena £ del CD3, después de la
internalizacion inducida del TCR en células T antigeno especificas [119]. Este mecanismo
parece ser relevante para la proliferacion tumoral y para evadir su eliminacion in vivo, ya que
al inhibir la arginasa con (N-hidroxi-nor-L-arginina), se limité el crecimiento tumoral de
manera dependiente a la dosis [117]. La cadena § del CD3 es un importante componente
para la transduccion de sefiales en el TCR y se requiere para el ensamblaje correcto del
complejo receptor. La pérdida de esta cadena es uno de los mecanismos descritos que

demuestra tener relevancia en la funcion de las células T [77].

Adicinalmente ha reportado que el agotamiento de la L-arginina en el ambiente local causa
alteraciones en la traduccion de varios RNA mensajeros en ciertos tipos celulares referencia.
Esto ocurre a través de vias de cinasas que involucran a la cinasa de control general no
reprimible (GCN2) y a la cinasa blanco de rapamicina (MTOR) (Figura 17a). Como
consecuencia del agotamiento de L-arginina se incrementa el nivel de tRNAs que carecen
del anclaje de este aminoéacido, el cual al unirse a la cinasa GCN2 la activa y se detecta el
agotamiento del aminoacido, fosforilando entonces un residuo serina en la posicion 51 de la
subunidad-a del factor 2 de iniciacion de la traduccion eucariética (EIF2-a). Esta fosforilacion
suprime la sintesis de proteinas a nivel del bloqueo de la iniciacion de la traduccion mRNAs
[117].
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Figura 17.- Las enzimas arginasa-1 e iNOS (NOS2) o ambas, pueden ser activadas en células mieloides y frenar la activacion de células T
a través de diferentes rutas. a) La actividad de la arginasa-1 causa el bloqueo traduccional de la cadena del { CD3, posiblemente a través
de diferentes vias de sefializacion que involucran a la cinasa que es blanco de la rapamicina (MTOR,) y la cinasa de control general no
reprimible (GCN2). b) iNOS (NOS2) a través del 6xido nitrico causa la nitrosilacion de residuos de cisteina en proteinas blanco y genera la
produccién de GMP ciclico por la ruta de la enzima guanilato ciclasa (sGC). Estos eventos interfieren con la sefalizacion del receptor de la
IL-2, bloqueando la fosforilacién de diversas moléculas transductoras de sefiales que se acoplan al receptor de la IL-2 y alterando al RNA
mensajero que codifica para la citocina IL-2. ¢) Cuando ambas enzimas son activadas, se desencadena la produccion de ROS (H202) y
RNOS (ONOO-), las cuales inducen apoptosis celular (ver texto principal). yc, common cytokine-receptor y-chain (Cadena y de receptor
comun de citocina); CGK, cGMP-dependent protein kinase (proteina cinasa dependiente de GMP ciclico); CREB, cyclic-AMP-responsive-
element-binding protein (Proteina de unién en respuesta a AMP ciclico); (Imagen modificada desde: Bronte, Nat Rev Immunol, 2005).
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1.4.7.1.2 Estrés Oxidante como promotor de la falta
de reconocimiento antigénico

La L-arginina es también el sustrato para la familia de enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS).
Se han descrito tres isoformas de la enzima NOS, como productos de diferentes genes.
Estas isoformas son idénticas en un 50% pero difieren en su localizacion intracelular,
regulacion, propiedades cataliticas y sensibilidad inhibitoria: NOS1 (también llamada nNOS)
predomina en tejido neuronal; NOS2 (también llamada iNOS) es la isoforma inducida, la cual
estda presente en varias células del sistema inmune, incluyendo varios tipos de células

mieloides; y NOS3 (también llamada eNOS) se encuentra en células endoteliales [120].

La expresion de iNOS vy la produccién de NO se han descrito claramente en macréfagos,
neutréfilos, DCs y otras células que participan en la respuesta inmune. Se sabe que los
inductores principales de iINOS son el IFN- y y el lipopolisacarido, pero también puede ser
activada por otras citocinas inflamatorias como IL-1, TNF, o IFN- y referencia. Estas
citocinas regulan varios factores de transcripcion tales como el NF'kf3, la proteina activadora
1 (AP1) y STAT-1 Las especies reactivas de oxigeno conducen a diversos blogqueos
moleculares en las células T, que van desde la pérdida de la expresion de la cadena ( del
TCR [121], hasta la desregulacién en la sefializacibn de la via del IL-2R [120] y la
desensibilizaciébn subsecuente del TCR [122]. Se sabe que el oxido nitrico (NO) regula
negativamente a proteinas de sefalizacion intracelulares, ya sea directamente a traves de la
nitrosilacion de residuos de cisteina, o indirectamente por la activacion de la enzima
guanilato ciclasa (GC) y a la proteina cinasa dependiente de guanosin monofosfato ciclico
(cGMP). En las células T, el NO puede bloquear la fosforilacién y por lo tanto la activacion de
proteinas de sefializacion importantes. Estudios en humanos han demostrado que el NO
afecta la estabilidad del mMRNA que codifica para la IL-2 en linfocitos activados [120] (Figura
17b).

El peroxinitrito (ONOO-) es una potente molécula oxidante producto de la reaccion entre el

NO y el anion superoxido. Esta molécula induce la nitracion y nitrosilacion de los

aminodcidos cisteina, metionina, triptéfano y tirosina del TCR y de moléculas CD8.
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También se encuentra en altos niveles en sitios donde las MDSCs y células inflamatorias se
acumulan, incluyendo sitios de reacciones inmunoldgicas y puede funcionar como un
mensajero intra e intercelular poco comun que induce modificaciones post-traduccionales en
las proteinas, a través de la nitracion de los residuos de tirosina. La nitracién de los residuos
de tirosina puede por lo tanto, influenciar en diferentes actividades biolégicas, como la
actividad o inactividad enzimética, diferenciacion, proliferacion e induccion de apoptosis
celular. En dosis altas, los peroxinitritos controlan la muerte celular, por nitraciéon de
componentes de la membrana mitocondrial, lo cual causa dafio en este organelo celular y
por lo tanto la liberacion de factores que promueven la muerte celular, como el citocromo ¢
[120].Por otra parte en pacientes con cancer avanzado el perdxido de hidrogeno H202
producido por granulocitos circulantes de baja densidad, ha sido reconocido como el
causante del dafo funcional de las células T a través de la afeccion en la expresion de la
cadena ¢ del CD3 [120].

Es importante mencionar que la falla de reconocimiento antigeno especifico que puede
producir el estrés oxidativo antes descrito sobre las moléculas de superficie de linfocitos T,
no necesariamente los conducen a la muerte, ni evita su activacion especifica contra otros
estimulos sin relacién con los antigenos tumorales, incluyendo virus, lectinas, moléculas

coestimuladoras, interleucinas u otros estimulos[123].

1.4.7.1.3 Supresion cooperativa de arginasa e iNOS.

La arginasa-1 e iNOS, son enzimas utilizadas tanto individualmente como en conjunto por
las MDSCs para suprimir la respuesta de las células T. La eleccion de cual de estas enzimas
se utilizara, esta regulada por una compleja red de sefalizacion la cual es la base para que
las MDSCs y células T activadas puedan interaccionar. El mecanismo molecular que regula
la activacion y proliferacion de las células T, depende de la actividad enzimatica
predominante. Las evidencias iniciales indican que el metabolismo de cada una de estas
qnzimas regula negativamente a la otra por competencia directa del sustrato L-arginina
[120].

Fin embargo, cuando se induce la expresion de ambas enzimas en el interior de las MDSCs,
datos cinéticos indican que la produccién del 6xido nitrico no debe ser afectada en gran

medida, ya que si bien, la ARG-1 tiene menor afinidad por el substrato, se observo que ésta
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cataliza la reaccién aproximadamente 1000 veces mas rapido que iNOS, lo que indica la L-
arginina es metabolizada a velocidades similares por estas dos enzimas[124].
Recientemente se mostrd una actividad combinada de arginasa e iINOS, en células mieloides
CD11b+ provenientes de infiltrados tumorales. Esto indica que la co-expresion de estas
enzimas puede ser un marcador de las MDSCs. Tanto las especies reactivas de oxigeno
como el (H202) y las especies reactivas de nitrogeno como el (ONOO-), son capaces de

qruzar membranas dentro de las células o entre ellas [120] (Figura 17c).
1.4.7.2 Nuevos mecanismos

Producto del avance en el conocimiento biolégico de las poblaciones supresoras, en la
actualidad ese ha descrito que las MDSCs aprovechan un exceso de mecanismos
redundantes para influir negativamente en la respuesta inmune innata y adaptativa. A
continuacion se describen aquellos de reciente inclusion en la biologia de esta poblacién

mieloide.
1.4.7.2.1 Afectacion del trafico y viabilidad de linfocitos T

La expresibn de ADAM17 (desintegrina y proteina 17 que contiene un dominio
metaloproteinasa) en la membrana plasmatica de las MDSCs disminuye la expresion de
CD62L en la superficie de las células T CD4 + y CD8 +, lo que limita la recirculacion de las
células T a los ganglios linfaticos [125]. Otro ejemplo es la modificacion de CCL2 por el
peroxinitrito derivado de las MDSCs, un proceso que afecta la migracién de las células T

CDS8 + en el nucleo del tumor [91] (Figura 18).

1.4.7.2.2 Induccién de apoptosis en LinfocitosT
Las MDSCs expresan galectina 9, que se une a la inmunoglobulina de las células Ty a la
proteina 3 que contiene dominios de mucina (TiM3) en los linfocitos e induce la apoptosis de

células T [126]. Las MDSCs también disminuyen el nimero e inhiben la funcion de las

células NK en ratén y humanos, principalmente a través de la membrana en contacto con los
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mecanismos dependientes (es decir, a través de la membrana envolvente del TGF-B (en el
caso de MDSCs ratdn) y mediante la interaccion con el receptor de las células NK NKp30
(también conocido como NCR3) [127-129] (Figura 18).

s d-.i“
proliferacion

(T

Arresto de la proliferacion

activacion de células

Figura 18.- Mecanismos de inhibicion dependientes de las MDSCs sobre la activacion y proliferacion de linfocitos T. Las Células
supresoras de origen mieloide (MDSCs) pueden inhibir eficientemente la respuesta antitumoral de células T a través de diferentes
mecanismos. a) MDSCs asociadas al tumor inducen el desarrollo de linfocitos T reguladores T, y también la proliferacion de los T.gya
existentes. Las proteinas de union a calcio S100A8 y S100A9 estan involucradas en la quimiotaxis de las MDSCs y otras células mieloides;
estos efectos son mediados en parte a traves del receptor de glicasién avanzada de productos finales (RAGE). Al mismo tiempo S100A8 y
S100A9 extendidos con gp91phox son parte del complejo NADPH oxidasa (NOX) que es responsable del incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por las MDSCs. b) Células mieloides asociadas al tumor privan a los linfocitos T de aminoacidoas
esenciales para su diferenciacion y crecimiento. c) Células mieloides asociadas al tumor liberan moléculas oxidantes, como el peréxido de
hidrogeno (H.0,) y peroxinitrito (ONOQO"). El peroxinitrito causa nitracion y nitrosilacion de componentes del complejo de sefializacion del
receptor de células T (TCR) y el H,O, causa la perdida de la cadena del TCR, inhibiendo por lo tanto la activaciéon de células T. d) Células
mieloides asociadas al tumor también pueden interferir con la migracion y viabilidad de células T. La metaloproteinasa ADAM17 (proteina
17 con dominio metaloproteinasa y desintegrina) se acopla a CD62L, el cual es necesario en la migracién de células T para drenar nédulos
linfaticos. Y la galectina 9 (GAL9) puede actuar sobre la inmunoglobulina de células T y sobre la proteina 3 con dominio mucina (TIM3)
sobre células T para producir apoptosis. Como la induccién de las vias inmunosupresoras que se muestran en la imagen son reguladas por
factores de transcripcion comunes, estas vias pueden operar en mas de un tipo celular mieloide.

82



1.4.7.2.3 Promocion de la activacion y expansion

de Linfocitos Tregs

Las MDSCs promueven la expansion clonal de células Treg antigeno especificas y también
inducen la conversion de células T CD4" en células Treg inducidas. Los mecanismos no se
conocen, pero pueden implicar el contacto célula a célula (incluyendo las interacciones
CD40-CD40L) [130], la produccion de factores solubles (como el IFN, IL-10 y TGFB) por
MDSCs y posiblemente, también por su sobreexpresion de ARG-1 [107, 131]. Las MDSCs
CD14+HLA-DRIlow/— promueven en humanos la transdiferenciacion de las células Th en
células T reguladoras inducidas por FOXP3*, mediante la produccion de acido retinoico y
TGF-B [132].

1.4.8 Especificidad de las MDSCs para suprimir la respuesta

inmune en tejidos especificos.

Por otra parte en la supresion directa, el contacto célula-célula, es necesario para que los
peroxinitritos y las ROS generadas por las MDSCs dirijan sus efectos a las moléculas
expresadas por linfocitos T, lo que ocasiona que estas células permanezcan sin respuesta a
antigenos tumorales. Las MDSCs pueden mediar la supresion de las células T de manera
antigeno especifica y no especifica, dependiendo de si estas entran o no, en contacto
directo con los linfocitos. Ademas, el efecto inmunosupresor de éstas esta determinado por
el contexto en el que se encuentren ya que sus estrategias difieren respecto al lugar en el

que actuan.

En los érganos linfoides periféricos, la supresion de las MDSCs sobre los linfocitos T CD8"
se produce principalmente de manara antigeno especifica y requiere de la presentacién de
antigenos por MDSCs, asi como del contacto directo con células T [120] (Figura 19). Por el
contrario, en la periferia [133] y en el sitio del tumor [134] [135] [136], la actividad de MDSCs
se ve aumentada por las células T activadas, y como resultado las MDSCs son capaces de
suprimir a células T cercanas de forma antigeno no especifica. Sin embargo, si las células T
se activan y comienzan a expresar el ligando de Fas (también conocido como CD95L), las

MDSCs pueden inducir en éstas un proceso apoptatico [133].
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La medida en que las MDSCs pueden suprimir la respuesta inmune de manera especifica y
no especifica sigue siendo estudiada por distintos grupos. Sin embargo, las evidencias
indican que los factores que median la funcién supresora de las MDSCs pueden inhibir la
proliferacion de las células T inespecificamente, siempre y cuando éstas se encuentren en
proximidad con las MDSCs [11]. Estos hallazgos se confirman en estudios in vitro que es
donde se lleva a cabo una supresién antigeno no especifica de células T, mediada por las
MDSCs. Mientras que las interacciones antigeno especificas entre células presentadoras de
antigeno y células T, resultan en un contacto mucho mas estable y mas prolongado, que las
interacciones antigeno no especificas. Estas interacciones célula-célula, son necesarias
para que los peroxinitritos y las ROS generadas por las MDSCs, medien sus efectos en las
moléculas expresadas en la superficie de las células T, y que hacen que estas células
gueden sin respuesta a antigenos especificos. Otra evidencia que soporta la hipétesis de
que las MDSCs median la supresion de células T de manera antigeno especifica es el
hallazgo que demuestra que las MDSCs pueden tomar antigenos solubles, incluyendo

antigenos asociados a tumores, procesarlos y presentarlos a las células T [119].

Por otra parte el bloqueo de la interaccion MDSC-célula T, con anticuerpos especificos
contra el MHC clase |, bloquea la inhibicion de la respuesta de células T CD8+ ejercida por
las MDSCs in vitro. La naturaleza de la supresion de células T CD8+ mediada por las
MDSCs, restringida al MHC clase |, se ha demostrado también in vivo en modelos tumorales

y modelos de enfermedad intestinal [137, 138].

Como se menciond, las MDSCs migran activamente al sitio del tumor, en donde sobre-
regulan la expresion de factores inmunosupresores y se diferencian rapidamente a TAMs.
Los niveles de dichos factores que son producidos por los TAMs, son mucho mas altos que
aguellos producidos por las MDSCs que estan presentes en 6rganos linfoides periféricos.
Ademas los TAMs producen varias citocinas que suprimen la respuesta de las células T, de

manera antigeno-no especifica (Figura 19).
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Figura 19. Mecanismos de supresion inmune mediada por las MDSCs en 6rganos linfoides secundarios y en sitios tumorales. Ver texto
principal. (Imagen modificada desde: Gabrilovich, et al., Nat Rev Immunol, Myeloid-derived suppressor cells as regulators of immune sistem.
2009).

Las MDSCs migran activamente al sitio del tumor donde sobre regulan la expresion de iINOS
y arginasa’l y se diferencian en gran medida a TAMs. Los niveles de NO y arginasa'l
producidos por estos macréfagos son mucho mas altos que aquellos producidos por las
MDSCs. Ademas los TAMs producen varias citocinas que suprimen la respuesta de las
células T, de manera antigeno inespecifica [11]. Sin duda las células del estroma tumoral, la
hipoxia y el ambiente aciddfilo juegan un papel en la regulacién de esta poblacion supresora,
dependiendo del entorno, (microambiente tumoral, periferia, matriz extracelular, etc.) los

mecanismos bajo los que operan las MDSCs.

1.4.9 Relacién de las MDSCs con otras células mieloides.

A pesar de su similitud morfolégica, las MDSCs polimorfonucleares y los neutréfilos son
funcional y fenotipicamente diferentes. En primer lugar, las MDSCs polimorfonucleares, y no
los neutrodfilos, son inmunosupresores. En segundo lugar, las MDSCs polimorfonucleares
expresan mayores niveles de CD115 y CD244 que los neutrdfilos, pero niveles mas bajos
del receptor 1 de quimioguinas CXC-1 (CXCR1) y CXCR [139].
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Por ultimo, en comparacion con los neutrdfilos, las MDSCs polimorfonucleares son menos
fagociticas, expresan niveles mas altos de ARGl y mieloperoxidasa, aumentan la
produccion de ROS y muestran la reduccion de quimiotaxis en los sobrenadantes de

carcinomas humanos [108].

De manera similar, aunque las MDSCs monociticas y los monocitos inflamatorios tienen un
fenotipo similar, estas poblaciones celulares son en realidad funcional y morfolégicamente
distintas. Las MDSCs monociticas son altamente inmunosupresoras, ya que expresan, entre
otros factores, altos niveles de iINOS y ARGL1. Por el contrario, INOS y ARG1 no se regulan
de forma coordinada en los monocitos. Ademas, aunque en los macréfagos M1 la expresion
de INOS es un sello distintivo de un fenotipo tumoricida, en las MDSCs monociticas la
expresion de iINOS promueve actividades supresoras [35]. Este cambio en la actividad de
INOS probablemente refleja la interaccion de iNOS con otras enzimas expresadas por
MDSCs, como ARG1 y NADPH oxidasa, donde la actividad coordinada de estas enzimas
han demostrado promover la produccién de peroxinitrito, que inhibe la proliferacion, las
funciones efectoras y la migraciéon de las células T [140]. La poblacion MDSC incluye
precursores directos de las DCs, macréfagos y granulocitos. Después de 24 horas de cultivo
in vitro, las MDSCs polimorfonucleares se asemejan a los neutréfilos fenotipica vy
funcionalmente [139]. En cultivos de MDSCs provenientes de tumor se ha observado una
generacion de macréfagos maduros y DCs efectoras cuando éstos se encuentran en

ausencia de factores derivados de un tumor [141].
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer pulmonar es un problema de salud publica a nivel mundial en la actualidad. En
general, las tasas de mortalidad debidas a esta enfermedad tienden a aumentar dado que
representa a uno de los tipos de cancer mas invasivo y letal. En México el cancer de pulmén
es uno de los mas frecuentes entre hombres y mujeres. La tendencia indica que en los

préoximos afios la incidencia y mortalidad por este tipo de cancer aumentara en nuestro pais.

A pesar de los intensos programas de concientizacion sobre el consumo del tabaco y de los
constantes intentos por detectarlo en fases tempranas, esta enfermedad se diagnostica
generalmente en estadios avanzados y con un prondstico pobre. En el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) y en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) el
namero de casos también va en aumento, siendo el adenocarcinoma el subtipo

histopatologico més frecuente.

Por otra parte, el reconocimiento de la extraordinaria complejidad del proceso neoplasico y
de los constantes fracasos en el tratamiento de la enfermedad ponen de manifiesto la
necesidad por incursionar en nuevas investigaciones que aporten elementos para la
comprension del proceso tumoral e incentiven el disefio de mejores y mas eficaces

esquemas terapéuticos.

En el contexto de los procesos caracteristicos que dan origen y/o participan en el desarrollo
neoplasico, la evasién de la destruccion inmune continda siendo blanco activo de
investigacién debido a que no se conocen con claridad los mecanismos por medio de los
cuales el tumor promueve la evasion de la respuesta antitumoral. En este contexto el estudio
de las caracteristicas y funciones de poblaciones celulares con caracter inmunosupresor es
relevantemente y necesario ya que las vias de evasion de la respuesta antitumoral

permanecen sin ser elucidadas.
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[ll. HIPOTESIS

Las células mieloides con fenotipo supresor se encuentran incrementadas en la sangre
periférica de pacientes con estadios avanzados de cancer pulmonar de células no pequefias

libres de tratamiento respecto a sujetos control.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar fenotipicamente a las células supresoras de origen mieloide provenientes de
muestras sanguineas de pacientes con adenocarcinoma pulmonar en estadio IV libres de

tratamiento.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar fenotipicamente las células supresoras de origen mieloide mediante el
fenotipo: CD14" CD11b" CD15" CD66b* VEGFR" en pacientes con cancer de pulmon de

células no pequefias y sujetos control.

2. Determinar la frecuencia de poblacion de linfocitos T totales y las subpoblaciones CD4" y
CD8" presentes en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias y sujetos

control.

3. Analizar la expresion de la cadena z del receptor CD3 en los linfocitos CD4+ y CD8+ de

los sujetos estudiados por citometria de flujo.
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V. METODOLOGIA

5.1 Poblacién de estudio

Los pacientes incluidos en el estudio fueron clasificados clinicamente segun la estirpe
histologica y el estadio de la enfermedad. Se seleccionaron sujetos con diagndstico
confirmado de céancer de pulmén de células no pequefias diagnosticados en el Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias y en el Instituto Nacional de Cancerologia.

La clasificacion histologica se realizd por anatomopatélogos de acuerdo los criterios de la
IASLC. EIl estadio de la enfermedad se determino segun la combinacién de criterios
radiologicos, patolégicos y quirdrgicos, de acuerdo con el sistema TNM para la clasificacion
del cancer de pulmdn, recomendado por la IASLC. Este ultimo esta basado en la extension y
tamafio del tumor primario (T), la afectacidbn de ganglios linfaticos regionales (N), y la

presencia o ausencia de metastasis a distancia (M) [37].

En el presente trabajo se incluyeron 40 pacientes con diagnostico confirmado de cancer
pulmonar que se encontraban en estadio clinico IV con diagnéstico de adenocarcinoma.
Participaron 25 sujetos control sin sintomas respiratorios, fumadores y no fumadores como

grupos control.

5.2Criterios de inclusiéon

» Pacientes con cancer pulmonar:

1.- Se incluyeron pacientes que junto con un cuadro clinico-radiolégico compatible con
cancer de pulmon, cumplieron al menos una de las siguientes condiciones y se encontraban

libres de tratamiento previo a la obtencion de la muestra.
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2.- Citologia positiva para malignidad en esputo, aspirado bronquial, cepillado bronquial,

puncion aspirativa pulmonar, liquido pleural o puncién de otras localizaciones metastasicas.

3.- Biopsia positiva para malignidad de origen bronquial, transbronquial, pleural, pulmonar

percutanea, pulmonar por toracotomia o de localizaciones metastasicas.
Sujetos Control

1.- Aquellos sujetos que estuvieron de acuerdo de participar en el estudio

5.3Criterios de exclusion

» Pacientes con cancer pulmonar

1. Sujetos con infeccion por VIH
2. Se excluyeron aquellos sujetos que no estuvieron de acuerdo en participar en el estudio.

» Sujetos Control:

1. Se excluyeron aquellos en los que se tuviera sospecha de lesiones pulmonares de tipo
neoplasico con los mismos criterios que rigieron para los pacientes con diagndstico positivo
para cancer de pulmon.

2. Aquellos sujetos que reportaban antecedentes familiares de cualquier tipo de cancer

3. Sujetos con enfermedades que comprometen seriamente al sistema inmune.

4. Aquellos que no estuvieron de acuerdo en participar en el estudio.

5.40Dbtencion de células mononucleares de sangre periférica.

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de los dos grupos
estudiados con la siguiente técnica. Las células se obtuvieron a partir de sangre venosa
heparinizada de los pacientes y sujetos sanos por gradiente de centrifugacion (Ficoll

Hypaque, Amersham).
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Esta fraccion celular se lavé dos veces con PBS (Buffer Fosfato Salino) y se determiné la
viabilidad por microscopia 6ptica para conocer el volumen de la muestra que contiene las

PBMC necesarias para el marcaje con anticuerpos monoclonales.
5. 5 Caracterizacion fenotipica de MDSCs polimorfonuleares.

La fraccion polimorfonuclear de la sangre de pacientes y controles se tratd de manera
directa, 800 ul de la muestra se lavaron 3 veces con PBS para separar el plasma y se
bloqueo 15 minutos con anti-lgG para evitar el pegado inespecifico. Los leucocitos se
incubaron directamente con anticuerpos previamente titulados durante 25 minutos a 4°C en
la oscuridad. Para el marcaje del VEGFR los leucocitos fueron lavados 3 veces para su
separacion de componentes del plasma, segun indicaciones del fabricante. Las células se
trataron con 450 pl de solucion de lisis por 10 minutos y se resuspendieron en 250 ul PBS
para su andlisis por citometria. La expresion celular de receptores mieloides fue determinada
con los anticuerpos monoclonales anti-ratén dirigidos contra humano CD11b, CD66, CD15,
VEGFR y CD14. Las muestras fueron adquiridas en un citdbmetro de flujo FACSAria (BD
Biosciences, San José, Cal. USA) y analizadas con el Software FlowJo V. (Treestar, Inc,

Ashland,Or, USA) , En todos los casos se adquirieron 100 000 eventos.

5.5Caracterizacién fenotipica Linfocitos T.

El andlisis de las poblaciones linfocitarias se llevo cabo en la misma fraccion de PBMCs para
ambos grupos de estudio. Aproximadamente 500 ul de PMBCs se marcaron con los
anticuerpos de superficie anti—raton dirigidos contra humano CD3, CD4 y CD8 durante 20
minutos. Se lavaron y resuspendieron en PBS para su analisis por citrometria de flujo. De
igual forma, 100 000 eventos de cada una de las muestras fueron adquiridas en el citdmetro
de flujo FACSAria (BD Biosciences, San José, Cal. USA) y analizadas con el Software
FlowJo V. X (Treestar, Inc, Ashland,Or, USA) , En todos los casos se adquirieron 100 000

eventos.
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5.6.1 Medicion de la expresion de la cadena { del receptor de CD3 (CD247).

100 pul de sangre completa fueron incubados con anticuerpos de superfice anti-humano CD3,
CD4 y CD8 durante 20 minutos. Posteriormente se lavo la muestra con PBS y se
permeabilizo con 450 pl solucion citofix/cytoperm (BD biosciences) durante 20 minutos,
después de lo cual se lavo dos veces con PBS/BSA y se incubaron con el anticuerpo

intracelular anti-humano CD247 durante 20 minutos.

Las células se lavaron dos veces y se agregaron 200 pl de parafolmadehido al 1%. Las
células se analizaron en el citdmetro de flujo FACSAria (BD Biosciences, San José, Cal.
USA) y analizadas con el Software FlowJo V. X (Treestar, Inc, Ashland,Or, USA) , En todos

los casos se adquirieron 100 000 eventos.

5.8 Andlisis estadistico

Con el fin de describir las variables continuas se mostraron los valores en media, mediana y
o‘esviacic’m estandar. Mientras que las variables nominales u ordinales en proporciones._La
comparacion entre las caracteristicas generales de controles y pacientes con Céancer
Pulmonar de células no pequefias (adenocarcinoma) de variables continuas, asi como la
comparacion del numero de células supresoras se determind por se realizdé con prueba t de
Student o U de Man-Whitney segun su distribucion. Se consider6 un valor significativo de p

cuando éste sea < 0.05.
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VI. RESULTADOS.
6.1 Caracteristicas socio-demogréficas de los pacientes estudiados.

Se incluyeron en este estudio 40 pacientes con cancer pulmonar de células no pequenas, la
media de edad fue de 58.1 (x14.3) afios, 28 mujeres y 12 hombres con una edad media de
61.4 afos y una desviacion estdndar de 15.3. Adicionalmente 15 pacientes correspondientes
al 37.5% del grupo, presentaban antecedentes de tabaquismo mientras que 18 pacientes

estuvieron expuestos a humo de lefia (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas socio-demogréficas.

Casos Controles P
(n=40) (n=25)

Sexo masculino 12/40(30) 6/25(24) 0.6

58.1(+14.3) 61.5(x15.4) 0.4
Edad
Exposicién a humo de 5/40(12.5) 0 0.06
lefia y tabaco

Diabetes o 15/40(37.5) 2/25(8) 0.008

hipertensién

Las muestras sanguineas de los pacientes fueron comparadas con un grupo de sujetos
control libres de cancer con una edad media de 58 afios y desviacion estandar de 14.3 afios.
No se encontraron diferencias significativas entre la edad de ambos grupos.

6.2 Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados

El 87.5% de los pacientes se encontraron en la etapa clinica IV. El 25% de los pacientes
tenian un ECOG de 2 y la media del Karnofsky fue de 85 (x7.5). El 42.5% de los casos
presentaron derrame pleural. El 85% de los casos presentaron diagnostico de
adenocarcinoma y 15% otros subtipos histolégicos. Igualmente 85% de los pacientes habian
desarrollado metastasis, 10% presentaron polimetastasis y 25% metastasis en sistema

nervioso central (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes Cancer pulmonar de células no pequefas (n=40).

CARACTERISTICA % y D.E.
Etapa clinica IV/IlI 35/40 87.5
Histologia (adenocarcinoma) 34/40 85
indice de masa corporal 24.6 (x3.9)
Metéastasis (si/no) 35/40 87.5
Polimetastasico/Oligometastasico 4/35 114
Oligometastasico (si/no) 31/40 77.5
Polimetastasico (si/no) 4/40 10
Metéstasis SNC 10/40 25
Derrame pleural 17/40 42.5
ECOG 2/1 10/40 25
Karnofsky (media, + desviacién estandar) 85 (£7.5)

6.3 Incremento de poblaciones mieloides en pacientes con Cancer Pulmonar.

La caracterizacion fenotipica de las poblaciones mieloides CD11b*, CD11b*/CD15",
CD11b*/CD14" se realizo mediante marcaje directo en células de sangre total circulante de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar en estadio IV libres al tratamiento, asi como en
sujetos sanos como grupo control. Para jerarquizar los distintos fenotipos de las poblaciones
celulares mieloides se analizé la expresién de marcadores referidos en las células totales
adquiridas. Los datos mostrados representan porcentajes de células positivas en una
poblacién total de 100,000 eventos para todas las muestras. El analisis de todas las
subpoblaciones estudiadas se realizé inicialmente a partir de una ventana en la que se
mostraron los tipos celulares por tamafo y complejidad [Forward Scatter (FSC) vs. Side
Scatter (SSC)]. Posteriormente se analizé la expresion independiente del marcador CD11b.
Mientras que de manera simultanea se analizd la expresién de los marcadores CD11lby
CD15 asi como los marcadores CD11b y CD14 (Figura 20, Tabla 8).
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Tabla 8. Poblaciones mieloides en pacientes con adenocarcinoma pulmonar y sujetos control.

Poblacion Céancer Pulmonar Controles P
CD11b* 57 (x14.2) 19.5(x5.4) <0.0001
CD11b'CD15" 25.7(x7.7) 0.9(x0.5) <0.0001
CD11b'CD14 21.0(x7.9) 7.8(¢2.5) <0.0001
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Figura 20. Estrategia de analisis para la identificacion de poblaciones mieloides en pacientes y controles dot plots de 11b, MDSC
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Se encontr6 un incremento significativo de las poblaciones CD11b* (<0.0001),
CD11b*/CD15" (<0.0001) y CD11b*/CD14 (<0.0001) en los pacientes con adenocarcinoma

pulmonar, comparados con el grupo control (Figura 21y 22).
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Figura 21.- Frecuencia de poblaciones mieloides en sangre circulante de pacientes adenocarcinoma pulmonar (n=27) comparados con
controles(n=25). Se observa un incremento significativo (p<0.0001) de las poblaciones CD11b*,CD11b"CD15"; CD11b"CD14 en el grupo

de pacientes.
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Figura 22. Ejemplo comparativo entre la poblacién mieloide CD11b'CD15" de un paciente con adenocarcinoma pulmonar en
estadio IV y un sujeto control.
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6.4 Incrementode la poblacidén supresora de origen mieloide

CD11b"CD14°CD66b*CD15" en pacientes con adenocarcinoma en estadio IV.

Inicialmente el andlisis de la poblacion mieloide con fenotipo supresor CD11b*/CD14
/ICD15%/CD66b" presentes en la sangre circulante de ambos grupos de estudio, se realizo a
partir de la poblacion CD11b*/CD14. Después se seleccionaron las células CD15" y

finalmente se analizo la expresion del marcador CD66b (Figura 23).
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Figura 23.- Estrategia de analisis para la identificacion de la poblacion supresora de origen mieloide

La poblacion circulante con fenotipo supresor CD11b*/CD147/CD66b*/CD15" mostro un
incremento fuertemente significativo en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar (media
33.51£14.9) en comparacion con el grupo control (media 2.7£1.5) (p<0.0001) (Figura 24).
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Figura 24.- La poblacion con fenotipo supresor CD11b"CD14'CD15'CD66b" se encuentra incrementada significativamente (p<0.0001) en
sangre circulante de pacientes con adenocarcinoma pulmonar (n = 27) libres de tratamiento, en comparacién con sujetos control (n = 25).

6.5 Aumento de la expresion del VEGFR-1 en la poblacion mieloide supresora
CD11b*CD14'CD66b'CD15" de pacientes con adenocarcinoma.

Se realizé el andlisis de la Intensidad Media de Fluorescencia del receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial VEGFR en la poblacion con fenotipo supresor CD11b*/CD14
/CD15*/CD66b". Esta intensidad se encontrd incrementada significativamente (p<0.0001) en
pacientes con adenocarcinoma pulmonar en estadio IV libres de tratamiento (media 1021 +

494) comparados con sujetos control (media 510+185.2) (Figura 25a).

El incremento observado demuestra la sobreexpresion del receptor del VEGFR-1 en las
células supresoras de origen mieloide de los pacientes (Figura 25b).
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Figura 25.- Aumento en la expresion de VEFGR en la subpoblacion CD11b*/CD14/CD15'/CD66b". a) Incremento significativo
(p<0.0001) de la Intensidad Media de Fluorescencia del VEGFR en pacientes con adenocarcinoma en estadio IV (n = 25) comparados
con el grupo control (n = 27). . b) Ejemplo comparativo de los histogramas de Intensidad Media de Fluorescencia entre un paciente
(rojo) y un sujeto control (verde), Control de Isotipo (gris). (MFI: Mean Fluorescence Intensity).

6.6 Disminucion de poblaciones linfocitarias en pacientes

con adenocarcinoma pulmonar.

La caracterizacion fenotipica de las poblaciones linfoides CD3", CD3*/CD4" y CD3"/CD8", se
llevo a cabo sobre células mononucleares de sangre periférica de pacientes y controles.
Para esto se jerarquizé a los distintos fenotipos de las poblaciones celulares linfoides
mediante el andlisis de la expresion de marcadores referidos en las células totales
adquiridas. Los datos mostrados representan porcentajes de células positivas en una

poblacién total de 100,000 eventos para todas las muestras.

El andlisis inicial se realiz6 a partir de una ventana en la que se mostraron los tipos celulares
por tamafio y complejidad [Forward Scatter (FSC) vs. Side Scatter (SSC)]. Posteriormente
se seleccionaron las células CD3" y finalmente se analizo la expresion de los marcadores
CD4 y CD8 (Figura 26).
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Figura 26.- Ejemplo representativo de la estrategia de andlisis por citometria de flujo para la caracterizacién de las poblaciones linfoides.
Se muestra la jerarquizacion de las PBMCs de sangre circulante en pacientes con adenocarcinoma pulmonar y sujetos control. A partir
una seleccion inicial en la ventana de (FSC vs. SSC), la poblacion linfoide CD3" se somete al analisis de la expresion de los marcadores
CD4y CDS8.

El andlisis sobre células mononucleares de sangre periférica mostr6 una disminucion
significativa en la poblacion de linfocitos T CD3" totales en pacientes con adenocarcinoma
pulmonar comparados con sujetos control (p<0.0001). Adicionalmente los linfocitos T
citotoxicos CD3'CD8" de pacientes con cancer pulmonar se encontraron disminuidos
significativamente en comparacion con el grupo control (p<0.001). Asi como la subpoblacién
de linfocitos T colaboradores CD3*CD4"

significativamente en pacientes comparados con controles (p<0.0001) (Tbla 9) (Figura 27).

gue también se encontré disminuida

101



Tabla 9.- Poblaciones linfoides de pacientes con adenocarcinoma pulmonar y controles.

Poblacién Cancer Pulmonar Controles P
CcD3" 25.4 (14.2) 46.9 (¥11.2) <0.0001
CD3'CD4" 30.0 (¥11.3) 61.1 (+9.9) <0.0001
CD3'CcD8" 19.5 (¢8.0) 26.8 (£7.7) <0.0001
a) b) c)
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Figura 27.- Andlisis de linfocitos sobre células mononucleares de sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma y su correlacion
con el aumento de poblaciones mieloides. a) Disminucién significativa (p<0.0001) de células CD3" totales en PBMCs de pacientes
libres de tratamiento(n = 40) respecto a sujetos control (n = 25). b) Linfocitos CD3"CD8" de pacientes se encontraron disminuidos
significativamente (p<0.001) en comparacién con controles. ¢) Disminucion significativa (p<0.0001) de Linfocitos CD3'CD4" en
pacientes comparados con controles.

6.7 Disminucién de la expresion de la cadena ¢ en las subpoblaciones

CD3", CD3'CD4"y CD3"CD8" de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

La determinacion de la expresion intracelular basal de la cadena ¢ del receptor CD3 en
linfocitos T totales y en las subpolaciones, CD3"CD4" y CD3"CD8" se llevo a cabo sobre
células monoucleares de sangre periférica de 13 pacientes con adenocarcinoma y 10
sujetos sanos pareados por edad y sexo.
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Inicialmente se reafirmaron las diferencias existentes entre las frecuencias de poblaciones
linfocitarias de esta cohorte de pacientes con adenocarcinoma pulmonar y sujetos control.
En donde se observo una disminucién significativa de los linfocitos T CD3+ (p=0.003),
linfocitos T CD3+CD4+ (p=0.01) y linfocitos T CD3+CD8+ (p=0.007) en pacientes

comparados con controles. (Figura 28) (Tabla 10).
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FIGURA 28.- Frecuencias de las subpoblaciones CD3", CD3"CD4"y CD3'CD8" en pacientes con adenocarcinoma pulmonary (AD) y

sujetos control.

+

Posteriormente se evaluaron las frecuencias de las poblaciones CD3*CD3Z", CD3'CD4
CD3("y CD3'CD8" CD3{" vy la intensidad media de fluorescencia del marcador CD3(" en las
poblaciones anteriores presentes en las células mononucleares de sangre periférica de

pacientes y controles.
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Con este fin se establecié para ambos grupos de estudio, la siguiente estrategia de analisis;
primero se delimitd la region en donde se localizaban los linfocitos, segun su patrén de
tamafo y complejidad (FSC-A vs SSC-A) (figura 29a). De esta region se selecciono la
poblacion CD3" (figura 29b). Posteriormente se analizé la co-expresion del anrticuerpo anti-
CD3 C en la subpoblacién de la region anterior (figura 29c). El andlisis de las subpoblaciones
CD4" y CD8" se realizd a partir de la subpoblacién CD3 (figura 29d). Finalmente se analizd
la expresion del CD3  en las subpoblaicones CD4" y CD8" (figura 29e). En todos los casos

se analizo la expresion del control de isotipo 1gG (figura 29f).
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Figura 29. Estrategia de analisis por citometria de flujo para la expresion de la cadena z del receptor de células T CD3.
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Se encontraron disminuciones significativas en las poblaciones CD3"CD3(" (p= 0.008),
CD3'CD4'CD3{" (p= 0.0017) y CD3'CD8'CD3{" (p= 0.0017)

adenocarcinoma pulmonar comparados con controles (figura 30a) (Tabla 10).

de pacientes con

Sin embargo, el analisis de la intensidad media de fluorescencia indicé una disminucion
fuertemente significativa de la expresion del CD3{ en las poblaciones de linfocitos T
CD3'CD3(" (<0.0001), CD3'CD4"CD3z" (p=0.0004) y CD3"CD8+CD3z+ (p=0.007) (Figura
30b y 31) (tablal0).
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Figura 30.- Determinacion de la expresion de la cadena ¢ en células CD3", CD3"CD4"y CD3'CD8" de pacientes con adenocarcinoma
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Tabla 10. Frecuencia de las subpoblaciones de linfocitos Ty expresion de la cadena ¢ del receptor CD3”, CD4" y CDS8’.

% del Max

ADENOCARCINOMA
(n=13)

CONTROLES
(n=10)

p

% CD3"

% CD3" CD3(¢"
% CD3+CD4"

% CD4" CD3(¢"
% CD3+CD8"

% CD8'CD3("
CD3'CD3(" MFI
CD4" CD3L" MFI
CD8" CD3(" MFI

32.4 (3.08-47.3)
18.20 (5.45-31.70)
47.6 (11.7-69.6)
91 (78.3-97.6)
15 (10.9-35.8)
93.2 (85.9-99)
2918 (1194-7612)
2284 (956-3189)
3392 (1184-9842)

47.1 (44.3-77.8)
28.55 (20.10-48.8)
66.15 (39.2-74.7)

99.5 (88.1-99.8)

24.8 (17.6-57.6)

99.4 (89.8-99.7)

10454 (7823-13465)

6198 (2257-8421)
7146 (5562-8874)

0.003
0.008
0.01
0.001
0.007
0.001
<0.0001
0.0004
0.0007
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Figura 31. Ejemplo comparativo de la Intensidad media de fluorescencia de la cadena { del receptor CD3 en las poblaciones

CD3",CD4" y CD8" entre un paciente con adenocarcinoma pulmonary (AD) y un sujeto control.
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6.8 Correlacién entre el aumento de poblaciones mieloides

y la disminucién de linfocitos.

El analisis de poblaciones linfocitarias sobre PBMC'’s y mieloides sobre leucocitos totales en
la sangre de pacientes con adenocarcinoma pulmonar en estadio IV libres de tratamiento,
mostré una disminucién en la frecuencia de linfocitos T totales CD3" que correlaciona con el

aumento de las poblaciones mieloides CD11b" (r=-0.5948), CD11b"CD14" (r=-0.4731),
CD11b*CD15" (r=-0.6142) (Figura 32).

a) 100+
r=-0.5948 p<0.0001
n=57
801 °
+
™
5 .
«n 604
< LY . .
> L]
‘@ R X} N °
© 401 Ceo
% ’ te ° o
< & . oo o
L]
201 ° .o ° LY .o.
° L]
. .. .‘
C L] L] L] 1
0 20 40 60 80
% de células CD11b*
b c)
100+ 100+
r=-0.6142 p<0.0001 r=-0.4731 p<0.001
=57 =57
804, " 804 . "
+ +
a a
(@] s O o °
n 604 «n 60 °
© ; ° < ®e °
=] ° = ° r o ®
~8 b 8 @ (] ®
% 0 °® g “ y ’.. L4 .
[ ] [ ]
X . *v. S LI . ® ¢ ¢
[
201°* ¢ 0.0' oo 201 il ° ° .o. ®e
b . ° ] ° ° e ©
° e ° o . .
C L] L] L] L] 1 C L] L] L] 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40

% de células CD11b*CD15* % de células CD11b*CD14

Figura 32. Correlacion entre el aumento de las poblaciones CD11b*, CD11b"'CD14", CD11b*CD15" y la disminucién de la poblacion
CD 3" dt
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VII. DISCUSION.

Las Células Supresoras de Origen Mieloide habian sido observadas y asociadas a cancer
desde la década de los 80s [105]. Este grupo celular estd compuesto por varios tipos
celulares de origen mieloide inmaduros por lo que han sido blanco de estudio bajo diversos
fenotipos y funciones, tanto en modelos tumorales como en diversos estudios en humano.
La determinacion de su nombre en 2007 [106] permitié su distincién de otras poblaciones
como las células supresoras mieloides, células mieloides inmaduras, células supresoras
naturales, entre otras. Las MDSCs han demostrado ser una poblacién que actia en un
estado indiferenciado y tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune mediante
mecanismos que siguen siendo descritos en la actualidad y que suman importancia al

enfoque creciente sobre el entendimiento de estas poblaciones.

La accion supresora de esta fraccion celular es dependiente de la sobre-regulacion de
factores inmunosupresores activados por las condiciones del microambiente tumoral y por el
programa erroneo de diferenciacion presente en estas poblaciones mieloides. Los
principales dafios que ejercen las MDSCs sobre las poblaciones inmunes maduras han sido
atribuidos, desde las etapas iniciales de su observacion, a los efectos producidos por la
sobreexpresion de las enzimas arginasa-1 y Oxido Nitrico Sintasa. Esto se releja en
alteraciones moleculares a compontes del receptor de células T y al bloqueo de funciones
vitales en estos ultimos. Sin embargo, en la actualidad se han identificado mas mecanismos
con los que cuentan estas células para ejercer su efecto, dentro de los que destacan; el
agotamiento de aminoacidos esenciales para el funcionamiento del sistema inmune, la
generacion de estrés oxidativo y sus importantes dafios a componentes de células T, su
participacion en la disfuncién de linfocitos T promoviendo principalmente la falta de
expansion, proliferacion, reclutamiento y circulacion a ganglios linfaticos, asi como
induciendo apoptosis, anergia y senectud en estos elementos indispensables para la
destruccion de células cancerosas. Aunado a esto, se ha demostrado que inducen
fuertemente la expansion de linfocitos T reguladores y que su diferenciacién en el tumor da

origen a poblaciones mieloides supresoras con efectos mas potentes [10].

Por otra parte la descripcién y estudio de ambas fracciones de MDSCs, los sofisticados

modelos in vitro e in vivo que las caracterizan, su implicacion en estudios clinicos de casi
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todos los tipos de cancer y otros aspectos de reciente inclusibn en este campo, suman
relevancia a la inclusion de esta fraccion celular dentro del estudio y manejo del cancer en

humanos.

Algunos aspectos biolégicos propios de las células supresoras de origen mieloide, como la
plasticidad de su diferenciacion, los elementos genéticos y epigeneticos que determinan su
actividad, la medida en que cada fraccibn de MDSCs ejerce su efecto, la especificidad con
que lo ejerce, su participacion en la carcinogénesis y sus funciones en érganos especificos,
entre otros, siguen siendo investigados por diversos grupos en todo el mundo. Sin embargo
sus niveles incrementados en sangre periférica, su relacion con el avance de la
enfermedad[104] y su manipulacion con esquemas terapéuticos[10, 115] han propiciado que
estas subpoblaciones sean empleadas como biomarcador de sobrevida, prondstico,

respuesta al tratamiento, carga tumoral y otros[56] [81].

Respecto al cancer pulmonar se ha descrito que poblaciones con fenotipo supresor estan
presentes, de manera incrementada, en sitios del tumor y sangre periférica de portadores
de tumores con diversas clasificaciones histopatoldgicas de cancer de pulmén de células no
pequefias[13]. Si bien no se han llevado a cabo estudios que correlacionen con precision las
diferencias que existen entre las subclases de la enfermedad y el avance del estadio en
cancer pulmonar no microcitico, observaciones en otros tipos de cancer pueden sugerir que

los niveles de MDSCs se incrementan conforme avanza la enfermedad [112, 114, 115].

El presente estudio demuestra el incremento de la frecuencia de la poblacién con fenotipo
supresor CD11b"CD14 CD66b*"CD15'"VEGFR" en pacientes con adenocarcinoma pulmonar
en estadio avanzados de la enfermedad. Las observaciones iniciales por citometria de flujo
del incremento de poblaciones granulociticas en muestras de pacientes comparadas con
controles, permitié6 dirigir nuestro enfoque al analisis de subpoblaciones celulares
correspondientes a la fraccién polimorfonuclear de MDSCs. Este importante subgrupo de
tipo granulocitico ha demostrado tener efectos relevantes durante el desarrollo de diversos
tipos de tumores, interviniendo a nivel inmune y participando en la angiogenesis tumoral y la
metastasis[23, 54, 66]. Esto es debido a su capacidad de infiltrar continuamente el tumory a

los potenciales efectos de supresidon antigeno especifica que pueden ejercer sobre linfocitos
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T virgenes y/o diferencialmente inmaduros, cuando estas vuelven a torrente sanguineo y

organos linfaticos[11].

Adicionalmente el incremento significativo de mas de una poblacion con fenotipo supresor
observado, indica que su participacion puede estar afectando la respuesta de las
poblaciones inmunes efectoras. Esta subpoblacidn se asocia fuertemente a potentes efectos
inmunosupresores en paciente con cancer renal[12], lo que sugiere que en cancer pulmonar
también pueden llevar a cabo su papel inmunosupresor y colaborar con otras poblaciones

supresoras para evitar le evasion de la destruccion inmune del tumor.

Consistente con las evidencias obtenidas en otros tipos de cancer en humano, las MDSCs
de los pacientes con adenocarcionma pulmonar también presentan una reprogramacion en
la expresion de receptores celulares que participan en la sensibilizaciéon a los efectos que
factores solubles derivados del tumor ejercen continuamente sobre su expansion y
activacion. Nuestros resultados demuestran como las células con el fenotipo supresor
CD11b*CD14'CD66b'CD15" expresan niveles incrementados del receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR), que ha demostrado ser uno de los inductores rio
abajo de la activacion de MDSCs. El que este receptor haya sumado importancia dentro de
los factores que intervienen en la expansion y activacion de MDSCs, se debe a que diversos
tratamientos terapéuticos empleados en la actualidad, que bloquean la sefalizacion, tienen

efectos sobre sus frecuencias y funciones.

El panel de anticuerpos utilizados en presente estudio permitié identificar a la vez que las
poblaciones mieloides con fenotipo CD11b*, CD11b"CD15" y CD11b*CD14  también se
encuentran incrementadas significativamente en las muestras de los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar libres de tratamiento. Estas poblaciones también se han
observado incrementadas en pacientes con cancer. Particularmente la poblacion
CD11b*CD14 fue recientemente identificada en cancer de pulmén de células no pequefias,

manifestando una participaciéon en la inactivacion de linfocitos T [13].

Para resaltar la importancia que merece la inclusion de los niveles y funciones de las

poblaciones mieloides supresoras dentro de la practica clinica basta con mencionar que los
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farmacos que modulan los efectos de estas células se han incrementado en méas del doble
durante los ultimos afios. Ademas, el empleo de los niveles periféricos de estas células
como biomarcadores, también sigue en aumento. Respecto a la manipulacion de las
poblaciones supresoras que se practica actualmente en pacientes con cancer, podemos
observar que la capacidad de los farmacos para reducir sus niveles sanguineos o bloquear
su actividad, varian en su efectividad. Se ha observado que gran una cantidad de farmacos
disminuyen los niveles de células supresoras de origen mieloide. Sin embargo el camino que
sigue por delante lo siguen trazando aquellos esquemas terapéuticos que demuestran una
eliminacién y estabilizacion de las poblaciones celulares supresoras, lo cual se asocia a un

mejor pronostico para los pacientes [10].

Respecto a las poblaciones linfocitarias presentes en los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar, la disminucién en la frecuencia de las subpoblaciones circulantes CD3,
CD3'CD4" y CD3'CD8", puede sugerir una supresién en la proliferacion de dichas
subpoblaciones. Estos linfocitos también pueden estar sujetos a estados de anergia y falta
de reclutamiento a sitios del tumor. Estos defectos en la actividad de los linfocitos han sido
observados con anterioridad en céncer pulmonar, demostrando que subpoblaciones
especializadas en la destruccion de células cancerosas, no llevan a cabo su labor [13]. En
este sentido se ha observado en distintos tipos de cancer que adecuados niveles
sanguineos e infiltracién de linfocitos T citotoxicos en el tumor, se asocian a prondsticos

buenos de sobrevida, respuesta al tratamiento y retraso en la remision de la enfermedad.

Adicionalmente la disminucion en la expresion de la cadena { del receptor CD3 en la
poblacién de linfocitos T totales y en las subpoblaciones citotdxicas y colaboradoras que se
observo en el presente estudio confirma que la ausencia de esta cadena puede afectar el
reconocimiento de células tumorales [77]. Ademas, este elemento se expresa bajo
condiciones apropiadas de proliferacion y su ausencia es un indicativo de anergia celular. Al
disminuir los niveles de expresion de dicha cadena las células T quedan potencialmente

inactivadas para la destruccion del tumor.
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Aungue pueden ser varios los factores que durante al desarrollo del cancer pulmonar afecten
las capacidades efectoras dependientes del receptor CD3 en linfocitos T de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, la poblaciéon CD11b*CD14 que se observo incrementada hace
un afio en pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias, demostrd una capacidad
para afectar la expresion de la cadena ¢ del TCR en la membrana celular de linfocitos T
CD8" en muestras sanguineas de una cohorte significativa de pacientes, la cual incluia a
todos los subtipos histopatologicos de este tipo de cancer pulmonar [13]. Estas evidencias

confirman la afectacion en la funcion de linfocitos T en nuestra cohorte de pacientes.

Es importante resaltar la necesidad de insistir en la investigacién de aquellos elementos que
participan reconocer la medida en la que las alteraciones sobre moléculas de linfocitos T
maduros, es responsabilidad de los efectos que ejercen la células supresoras de origen
mieloide sobre ellos, ya que otras condiciones propias del desarrollo tumoral como la hipoxia
y la circulacién de factores solubles derivados del tumor también alteran la funcion de los
linfocitos T. Ademas, dado que la mayor parte de la informacion respecto a este aspecto
corresponde al dafio sobre células T CD8" resultaria relevante profundizar en los efectos
que las células supresoras pueden ejercer sobre otras poblaciones linfocitarias como los
linfocitos colaboradores y las células B, ya que como observamos, la disminucion de la
poblacion CD4" fue menor que la presente en células citotoxicas. Esto puede sugerir una
susceptibilidad mayor de esta subpoblacién a los efectos de poblaciones supresoras y a los
factores derivados del tumor. O bien los mecanismos que manipula el tumor podrian ser

particularmente especificos para alterar en mayor medida a células citotoxicas.

Adicionalmente, el empleo de indices que involucren a células del sistema inmune como
factores prondsticos, es un campo en el que se debe avanzar. Un ejemplo reciente de estas
herramientas lo representa la proporcion Neutréfilos/Linfocitos que recomienda la Sociedad
Americana de Oncologia Clinica en Estados Unidos y el Centro para el Cuidado del Céancer
de Ontario Canada. Dicha proporcién resulta ser un fuerte factor predictivo de sobrevida
después de la reseccion del tumor primario en cancer pulmonar, permitiendo estadificar a
aguellos pacientes de alto riesgo mediante un procedimiento de rutina y sin tener que
emplear sofisticadas y costosas tecnologias [81]. La refinacion de esta proporcion para

incrementar su relevancia y poder predictivo, podria llevarse a cabo considerando
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Gnicamente a poblaciones neutréfilos supresores y poblaciones linfocitarias efectoras,

excluyendo asi, a neutréfilos efectores y linfocitos T reguladores.

Finalmente debemos considerar algunos aspectos clave que pueden ampliar el
entendimiento de la funcion biolégica de las células supresoras de origen mieloide en
cancer. En primer lugar se encuentra la importante necesidad de evaluar los niveles
sanguineos de poblaciones supresoras en pacientes con cancer pulmonar en estadios
tempranos. Esto permitiria comprobar que en este tipo de cancer también se incrementan
las poblaciones supresoras conforme avanza la enfermedad y conocer en que parte del
proceso existe un mayor incremento. De manera simultanea, esto podria demostrar con
certeza la correlacion que existe entre la disminucion de poblaciones linfocitarias y el
aumento de poblaciones supresoras que se presenta durante la evolucion de la

enfermedad.

En segundo lugar la evaluacién de tejido tumoral permitiria identificar la presencia y el
estado de poblaciones supresoras asociadas al tumor y en particular las poblaciones
granulociticas. Es evidente que la fraccion monocitica de las células supresoras de origen
mieloide al llegar al tumor se diferencia a células dendriticas supresoras y macréfagos
asociados al tumor. Sin embargo, aunque se sabe que la fraccion granulocitica, compuesta
principalmente por neutréfilos supresores, puede infiltrar el tumor y volver a torrente y
ganglios linfaticos, no se ha descrito con claridad si estos alcanzan un estado de
diferenciacion posterior que les otorgue mayores capacidades supresoras como en el caso
de macrofagos y células dendriticas. De ser asi, podria proponer que la poblacién
granulocitica de células supresoras de origen mieloide que desemboca en neutrofilos
supresores “maduros” se puede denominar “Neutrofilos Derivados del Tumor”. O bien, si el
andlisis sobre el tejido tumoral y un modelo bien disefiado permiten establecer si algunos
neutrofilos supresores permanecen en el tumor evadiendo su recirculacion a torrente y

evitando apotosis, podriamos estar hablando de “Neutrdéfilos Asociados al Tumor”.

El dltimo aspecto involucra la relevancia que juega el profundizar en la caracterizacion
genética y epigenética de estas subpoblaciones supresoras. La programacion genética a la
gue son sujetas algunas poblaciones mieloides supresoras resulta en la inadecuada

regulacion de factores transcripcionales como STAT3 y STAT6 que modulan la expresion de
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los factores inmunosupresores en el interior celular. De igual forma la regulacién epigenética
que se puede presentar en células mieloides a nivel de la activacion de la proteina 3 con
dominio desmetilasa (JMJD3), resulta en la desmetilacion de la lisina 27 de la histona 3 en
un loci especifico que promueve la sobre expresion de Arg-1 vy la polarizacion de macrofagos
hacia un fenotipo [100]. Estas evidencias sugieren que las células supresoras de origen
mieloide también estan sujetas a alteraciones en sus mecanismos de regulacion genética y
epigenética. Sin duda, el avance que se obtenga de la investigacion en estos campos,
permitira el disefio de mejores esquemas terapéuticos que actien de manera especifica en
la sobrerregulacion de factores inmunosupresores presentes en células mieloides

supresoras.

En conjunto estos aspectos pueden resolver el papel que juegan las células supresoras de
origen mieloide en la biologia del desarrollo tumoral, determinando si una plataforma de
células supresoras es inducida y requerida para que se entable la progresion del cancer 6 si
la desregulacion de sus niveles y funciones son meramente producto del crecimiento

tumoral.

Finalmente el seguimiento en la caracterizacion funcional de las poblaciones estudiadas en
el presente proyecto permitira incrementar el conocimiento referente a su comportamiento

dentro del cancer con mayor indice de mortalidad a escala global.

114



VIIl. CONCLUSIONES

Se caracterizo a la subpoblacién supresora de origen mieloide con fenotipo CD11b*CD14
CD66b"CD15". Encontrandose incrementada en aproximadamente 10 veces su frecuencia

en pacientes con adenocarcinoma pulmonar libres de tratamiento.

La caracterizacion de la subpoblacion mieloide con fenotipo supresor CD11b'CD14
CD66b"CD15"VEGFR" demuestra un incremento significativo de la expresion del receptor
del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR) e la membrana celular de esta

subpoblacion.

Las subpoblaciones mieloides CD11b*, CD11b'CD15" y CD11b'CD14 también se

encontraron incrementadas en la sangre circulante de los pacientes con adenocarcinoma.

En cuanto a las poblaciones linfocitarias, se encontré6 una disminucion de la poblacién de
linfocitos totales CD3" en las muestras de pacientes con adenocarcinoma. De igual forma,
las subpoblaciones de linfocitos CD3'CD4" y CD3'CD8" se encuentran disminuidas

significativamente en los pacientes con cancer pulmonar respecto a sujetos control.

Las frecuencias de las poblaciones CD3"'CD3Z", CD3'CD4'CD3{" y CD3'CD8*'CD3C’,
mostraron diferencias significativas, sin embargo, la intensidad media de fluorescencia
analizada en las mismas subpoblaciones, mostré una disminucién significativa aun mas

fuerte en sujetos con adenocarcinoma comparados con sujetos control.

La disminucién en la intensidad media de fluorescencia puede indicar una disminucion en la
densidad de la expresién de la cadena C del receptor CD3, lo que sugiere una potencial
inactivacion de las sefales de proliferacion al interior de los linfocitos T y un inadecuado

reconocimiento antigénico de células tumorales.

Encontramos una correlacion moderada entre la disminucion de linfocitos T totales y el
aumento de las subpoblaciones mieloides CD11b*, CD11b"CD15", CD11b*CD14, Mientras
que no existe una correlacion entre la disminucion de linfocitos CD3*CD8"y el aumento de

cualquiera de las poblaciones mieloides analizadas.
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