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Abreviaturas

Acs Anticuerpos

APCs Células presentadoras de antigeno profesionales
CMNs Células mononucleares

CMNLP Células mononucleares de liquido pleural
CMNSP Células mononucleares de sangre periférica
CTLs Linfocitos T citotdxicos

DCs Células dendriticas

IDO Indolamina-2,2-dioxigenasa

IFN Interferén

IL Interleucina

MAGE-3A Antigeno asociado a melanoma 3A

MDSC Células supresoras de origen mieloide

MHC Complejo principal de histocompatibilidad
NK Células asesinas naturales

NKT Linfocitos T asesinos naturales

PBS amortiguador de fosfato salino

PD-1 Receptor de muerte programada 1

PD-L1 Ligando de muerte programada 1

PD-L2 Ligando de muerte programada 2

PGE2 Prostaglandina E2

SCLC Carcinoma pulmonar de células pequefias
SNCLC Carcinoma pulmonar de células no pequefas

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute



TAAs
TAMs
TCR
TGF-B
TILs

TIM-3

TNF
TP53
TRAIL
Treg
VEGFR
VEGF

WT-1

Antigenos asociados a tumor
Macrofagos asociados a tumor
Receptor de células T

Factor de crecimiento transformante 3
Linfocitos infiltrantes de tumor

Proteina 3 con dominio de inmunoglobulina y dominio de
mucina en células T

Factor de necrosis tumoral

Gen gque codifica para la proteina p53
Ligando inductor de muerte asociado al TNF
Célula T reguladora

Receptor del factor de crecimiento endotelial
Factor de crecimiento endotelial

Tumor de Wilms



INTRODUCCION

Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizado porque las células
neoplasicas presentan alteraciones genéticas y epigenéticas, principalmente en los
genes supresores de tumor y protooncogenes. Estas alteraciones genéticas
permiten que las células neoplasicas adquieran capacidades y caracteristicas
denominadas “hallmarks”, que les confieren un potencial maligno.75) Los
“hallmarks” que presentan las células malignas son: potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, evasion de la apoptosis, autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales antiproliferativas, invasion de tejido y
metastasis. Recientemente, los investigadores han incluido a la reprogramacion
metabdlica y la evasion al sistema inmune, como la séptima y la octava marca del
fenotipo maligno.(7:3451) En la actualidad no es suficiente definir al cAncer mediante
la enumeracion de los “hallmarks” que presentan las células malignas, sino también
se debe considerar la contribucién del microambiente tumoral, la participacion de
las células del estroma asociadas al tumor y a las células inflamatorias, ya que

favorecen el desarrollo del tumor y la aparicion de los “hallmarks”.(”)
“Hallmarks” del cancer

- Potencial replicativo ilimitado
Los teldbmeros estan compuestos de hexanucleétidos repetidos en tandem vy
protegen los extremos del DNA. La longitud del DNA telomérico determina las veces
gue se puede dividir la célula antes de que los telomeros se erosionen y pierdan su
funcién protectora, provocando la muerte de las células. En las células tumorales
(aproximadamente 90%) los niveles de expresion y funcion de la telomerasa esta
aumentada, lo que permite el alargamiento del DNA telomérico y favoreciendo la

inmortalidad de las células tumorales.(6.17)



- Angiogénesis sostenida
Durante la embriogénesis, el desarrollo de la vasculatura involucra la creacién de
nuevas células endoteliales y su ensamblaje para formar vasos sanguineos,
ademas el surgimiento de nuevos vasos de los ya existentes. En el adulto, como
parte de procesos fisioldgicos tales como la cicatrizacion y en el ciclo reproductor
femenino, la angiogénesis se lleva a cabo de forma transitoria. En contraste, durante
la progresién tumoral, un “switch angiogénico” es casi siempre activado y
permanece encendido, favoreciendo la invasion y el crecimiento neoplésico. El
“switch angiogénico” es regulado por factores que inducen o inhiben la

angiogénesis.(16:17)

- Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento
Las células tumorales adquieren su autonomia en la proliferacion y crecimiento
celular, por mutaciones en los receptores y proteinas intracelulares responsables
de la transmisién de las sefiales de crecimiento. Las sefiales de crecimiento estan
desreguladas y la mayoria transmiten la produccion de factores de crecimiento que
se unen a receptores presentes en la superficie de las células. Las células tumorales
producen factores de crecimiento por estimulacion autocrina o alternativamente
estimulan a las células del estroma asociadas al tumor a producirlas; generando

una compleja red de sefializaciéon que conduce a la proliferacion celular. (16:17)

- Insensibilidad a las sefiales antiproliferativas
Diversos genes supresores de tumor gobiernan las decisiones de crecimiento y
proliferacion celular. Los dos genes supresores de tumor mejor caracterizados son
RB (retinoblastoma) y TP53 que codifica para la proteina p53. El RB transmite
sefales de origen extracelulares que inhiben el crecimiento celular, mientras TP53
recibe sefiales de estrés y detecta anormalidades en el funcionamiento de la célula
que se mencionaran mas adelante. En las células neoplasicas principalmente hay
defectos en la via del RB por hipofosforilacion o ausencia de RB, permitiendo el

crecimiento y la proliferacion de las células tumorales.®6.17)



- Evasion de la apoptosis

Las células tumorales sobreviven no soélo por la continua proliferacion celular, sino
también por la reduccion en la tasa de eliminacion celular, debida principalmente a
la apoptosis. El producto del gen supresor de tumor TP53 detecta dafios en el DNA,
cuando los dafios en el DNA no pueden ser reparados, TP53 induce apoptosis
aumentando la expresion de Noxa y Puma (proteinas pro-apoptoticas).
Comunmente, las células tumorales pierden la funcién del producto de TP53
evitando asi la apoptosis. Los tumores también pueden evitar la apoptosis
aumentando la expresion de reguladores anti-apoptoticos (Bcl-2, Bcl-XL); de
sefales de supervivencia (IL-3 o factor de crecimiento parecido a la insulina 1/2);
por la regulacién negativa de los factores pro-apoptoticos (Bax, Bim, Puma) y por
fallas en la via extrinseca (Fas/FasL). 16:17)

- Invasion a tejidos y metastasis
Es un proceso esquematizado que comienza con la invasion local por las células
neoplasicas, seguido de la intravasacién, luego extravasacion y finalmente con el
crecimiento de las lesiones micrometastasicas en el tejido distante, este ultimo paso
se ha denominado “colonizacién”. Esta claro que las células neoplésicas presentan
alteraciones en su forma y adherencia. Las células de carcinoma presentan
alteraciones en la molécula E-cadherina, proteina clave en la adhesion entre células
epiteliales. Por el contrario, en células de carcinoma invasivo se ha observado la
expresion de N-cadherina, molécula de adhesién que se expresa normalmente en

la migracion de neuronas y células mesenquimales durante la organogénesis. (16:17)

- Reprogramacion metabdlica
Otto Warburg observé por primera vez anomalias en el metabolismo energético en
células neoplasicas. Observé que incluso en presencia de oxigeno, las células
neoplasicas pueden reprogramar su metabolismo de glucosa, principalmente a
glucolisis, lo que lleva a un estado denominado “glucdlisis aerdbica o efecto
Warburg”. Dicha reprogramacion metabdlica compensa la menor produccién de
ATP aumentando la expresion de transportadores de glucosa, en particular GLUT

1. El aumento de la glucolisis desvia intermediarios glucoliticos para ser empleados



en las vias biosintéticas para la sintesis de nucledsidos y aminoacidos, esto
favorece, la biosintesis de macromoléculas y organelos necesarios para el
ensamblaje de nuevas células, ademas de mantener una alta tasa de proliferacion

de las células neoplasicas.”

- Evasion del sistema inmunitario

Los componentes celulares del sistema inmunitario innato y adaptativo contribuyen
de manera significativa para erradicar la formacién y progresion de tumores. Los
tumores evaden al sistema inmunitario mediante la inactivacion de sus
componentes que han sido reconocidos por la respuesta antitumoral.®) Por
ejemplo, la secrecion de TGF-B, IL-10, el reclutamiento de células T reguladoras
(Tregs), entre otros. Deficiencias en el desarrollo o funcion de los linfocitos T CD8*
citotoxicos (CLT), células Thl y/o linfocitos asesinos naturales (NK) aumenta la
incidencia de tumores. Esto se ha observado en ratones modificados genéticamente
y de la epidemiologia clinica.(”

Estadisticas del cancer

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda
causa de muerte en paises subdesarrollos. Los casos de cancer en los paises
subdesarrollos estan incrementdndose debido al envejecimiento, crecimiento de la
poblacion, asi como la adopcién de estilos de vida asociados al cancer como el
fumar. Se estimaron 56% de casos de cancer y 64% de muertes en estos paises en
el 2008; hay que sefialar que el cancer tiende a ser diagnosticado en etapas tardias
en muchos paises subdesarrollos en comparacion con los paises desarrollados y
esto, combinado con la reduccion del acceso a los servicios médicos y practicas de
diagndstico, tiene un efecto adverso en la supervivencia.@%

En el 2008 se estimaron cerca de 12.7 millones de casos de cancer y 7.6 millones

de muertes por cancer en todo el mundo.@



Incidencia Mortalidad

Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
1,095,200 1,383,500 951,000 458,400
Prostate Colon & rectum Liver Lung & bronchus
903,500 570,100 478,300 427,400
Colon & rectum Cervix Uteri Stomach Colon & rectum
663,600 529,800 464,400 288,100
Stomach Lung & bronchus Colon & rectum Cervix Uteri
640,600 513,600 320,600 275,100
Liver Stomach Esophagus Stomach
522,400 349,000 276,100 273,600
Esophagus Corpus uteri Prostate Liver
326,600 287,100 258,400 217,600
Urinar; bladder Liver Leukemia Ovary
297,300 225,900 143,700 140,200
Non-Hodgkin lymphoma Ovary Pancreas Esophagus
199,600 225,500 138,100 130,700
Leukemia Thyroid Urinar{ bladder Pancreas
195,900 163,000 112,300 127,900
Oral Cavity Non-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
170,900 156,300 109,500 113,800
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
6,629,100 6,038,400 4,225,700 3,345,800

Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer a nivel mundial de acuerdo a los principales sitios
anatémicos que afecta, reportados en el afio 2008. Ver referencia (21)

Cancer de pulmon

Con respecto al cancer de pulmodn, las células del epitelio respiratorio adquieren un
fenotipo maligno debido a factores fisicos y quimicos, que alteran genes implicados
en procesos fisioloégicos fundamentales de las células que favorece la aparicion de

los “hallmarks” del cancer.®

Clasificacion del cancer de pulmon

- Clasificacién histologica del cancer de pulmén

El cancer de pulmédn se clasifica como carcinoma de células pequefias (SCLC por
sus siglas en inglés) o carcinoma de células no pequefias (NSCLC por sus siglas
en ingles) para facilitar el pronéstico y decisiones de tratamiento.®

El NSCLC incluye al adenocarcinoma, al carcinoma de células escamosas y el
carcinoma de células grandes, representan casi el 85-90% de todos los casos de
cancer de pulmoén y junto con el SCLC con un 10-15% son los principales tipos
histoldgicos.® A continuacién se mencionan algunas caracteristicas de estos tipos
histol6gicos:

Adenocarcinoma: Tiene una prevalencia del 40% en los pacientes con cancer
pulmonar. La masa tumoral es muy heterogénea y crece en la periferia del pulmon;

ademas, los pacientes presentan metastasis en etapas temprana.©39



Carcinoma de células escamosas (epidermoide): Tiene una prevalencia del 25%
en los pacientes con cancer pulmonar. Tipicamente su localizacion es
endobronquial y los pacientes pueden presentar hemoptisis, neumonia post-
obstructiva o colapso lobular. A diferencia del adenocarcinoma pulmonar.®)
Carcinoma de células grandes: Tiene una prevalencia del 10% en los pacientes
con cancer pulmonar. Son tumores pobremente diferenciados y crecen en la
periferia del pulmdn; se asocia con metastasis temprana.®)

Carcinoma pulmonar de células pequeiias: Tiene una prevalencia del 20% en los
pacientes con cancer pulmonar. Clinicamente son los mas agresivos, Su
localizacion son en las vias aéreas centrales extendiéndose al mediastino y se

asocia con diseminacion extratoracica temprana.(®
Estadisticas del cancer de pulmon

El cancer de pulmén fue el mas diagnosticado y la principal causa de muerte en
hombres en el 2008 a nivel mundial. Entre las mujeres, fue el cuarto tipo de cancer
diagnosticado y la segunda causa de muerte en el mismo afio.?) En general el
cancer de pulmén representa el 13% del total de casos de cancer y el 18% de
muertes, también es una enfermedad de adultos mayores con una edad promedio
de diagnéstico de aproximadamente 70 afios.?%36) E| cancer de pulmén se
diagnostica en etapas avanzadas en la mayoria de los pacientes, razén de la alta
tasa de mortalidad asociada a esta enfermedad.(®)

Se conocen factores de riesgo como la exposicion a carcinbgenos ambientales
como asbesto, arsénico, radén, niquel, cromo, cloruro de vinilo, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, radiacion y el tabaco.?-6) El tabaquismo es el principal factor
etiologico responsable del 80% de todos los casos de cancer en hombres y el 50%
de casos en mujeres a nivel mundial®3®), pero mucho de estos casos en todo el
mundo se podrian evitar mediante la aplicacion de campafas de control del tabaco;
por ejemplo se ha observado que un aumento en el 10% en el precio de los cigarros
reduce su consumo de un 3% a un 5%.@Y Estas campanas han mostrado una
reduccion positiva del tabaquismo en la poblacion en general, aun asi el cancer de

pulmén seguira siendo un problema de salud para los proximos 40 a 50 afos.(6)

6



También se han asociado como factores de riesgo para desarrollar cancer de
pulmon a las enfermedades pulmonares no malignas preexistentes, tales como la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis pulmonar idiopatica y la

tuberculosis.®
Derrame pleural

Las pleuras son membranas epiteliales himedas que cubren y protegen a los
pulmones. La capa superficial, o pleura parietal, reviste la parte interna de la cavidad
toracica. La capa profunda, o pleura visceral, cubre la superficie de los pulmones.
Entre la pleura parietal y visceral existe un espacio denominado espacio intrapleural
gue contiene una pelicula de liquido segregado por la pleura parietal. La principal
funcién del liquido del espacio intrapleural es actuar como lubricante, de forma que
los pulmones puedan resbalar con relacion al térax durante la respiracion.®®
Normalmente, el espacio pleural contiene de 10 ml a 25 ml de liquido.“34

El movimiento del liquido entre la pleura parietal y visceral esta determinado
principalmente por la presion hidrostatica y osmotica de los capilares, por el drenaje
linfatico y el estado de la superficie de las membranas pleurales siendo la pleura
visceral mucho mas vascularizada que la pleura parietal, por lo que ofrece menos
resistencia al desplazamiento del liquido y la capacidad de reabsorcién de la pleura
visceral es mayor que la capacidad de trasudacién de la pleura parietal. Si se alteran
uno o varios de estos factores, se produce la acumulacién de un exceso de liquido
en el espacio pleural. El aumento de la presion hidrostatica en los capilares de la
pleura visceral o la disminucién de la presion oncoética del plasma determinan la
acumulacion de liquido en forma pasiva en el espacio pleural (trasudado). Por otro
lado, el estado de la superficie de las membranas pleurales y el drenaje linfatico son
los otros dos factores cuya alteracion es capaz de provocar derrame pleural. Se
denomina derrame pleural a la acumulacion de liquido en ese espacio provocando
sintomas como disnea, tos y dolor toracico, deteriorando la calidad de vida y
limitando la supervivencia de los pacientes.G*441) Esto se observa en las

enfermedades que comprometen la pleura, y la acumulacion de liquido se produce



en forma activa por un proceso inflamatorio que altera la permeabilidad de los vasos

pleurales o provoca un bloqueo linfatico (exudado).®
Derrame pleural maligno

El liquido pleural se acumula cuando es mayor su produccion que su eliminacion a
causa del bloqueo del sistema del drenaje linfatico por la invasion de los tumores
y/o la permeacion excesiva del plasma a través de la red de capilares al aumentar
la permeabilidad. Estudios han demostrado que el aumento en la permeabilidad de
los capilares es debido a la producciéon de mediadores vasoactivos producidos por
los tumores, como el VEGF. Nuevas evidencias sugieren que células inflamatorias,
células endoteliales y células mesoteliales, presentes en el microambiente pleural,
interactdan con las células tumorales y contribuyen a la formacion del derrame
pleural maligno.“?
El 40% de los derrames pleurales son de origen neoplasico.® Sus causas mas
frecuentes son:
= Cancer broncogénico: es la neoplasia maligna que mas a menudo produce
derrame pleural unilateral mediante dos mecanismos: por invasion directa de
la pleura o por obstruccion del drenaje linfatico.®
= Carcinomas metastasicos: habitualmente provoca derrame bilateral. El
carcinoma de mama es por mucho el mas frecuente, seguido por los
carcinomas de ovario, rifién, estmago y pancreas.®
» Linfomas y leucemias: Después del cancer broncogénico y de las
metastasis de cancer de mama, siguen en orden de frecuencia como
productores de derrame pleural.®
El adenocarcinoma pulmonar causa en mayor medida derrame pleural, porque el
tumor primario se forma en la periferia del pulmén e invade la cavidad pleural.®9
En los derrames pleurales malignos hay infiltracion de células del sistema
inmunitario, asi como de células tumorales por lo que es ideal para estudiar la

interaccion entre el tumor y las células del sistema inmunolégico.4



Linfocitos T CD8*

Los linfocitos T citotoxicos (CTLs) son células que forman parte de la respuesta
inmunitaria adaptativa. Dichas células reconocen y eliminan células que muestran
en su superficie péptidos no propios asociados a las moléculas de clase I,
codificados por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Estos péptidos
pueden derivar de agentes patdgenos que se replican dentro de las células, como
los virus o las bacterias intracelulares®239, o de células tumorales.

En el organismo, las células nucleadas presentan péptidos enddgenos propios
asociados a moléculas del MHC Clase |. Cuando la célula es infectada por
patégenos intracelulares o presenta mutaciones en su genoma, sintetiza proteinas
producidas por estos patdgenos o por los genes propios alterados. Los péptidos
derivados de estas proteinas no propias desplazan a los péptidos provenientes de
las proteinas propias en su asociacion a la molécula de Clase 1.3

Para el reconocimiento de los péptidos no propios, los CTLs expresan en su
superficie el receptor de la célula T (TCR). Cada clona de CTL lleva a cabo la
combinacion azarosa de distintos segmentos variables y constantes que codifican
cada una de las dos cadenas que forman el TCR. Posterior al reconocimiento del
antigeno es necesaria la coestimulacion celular apropiada que involucra a distintas
moléculas de superficie como a factores solubles.®? Posteriormente, los CTLs
antigeno especificos inician un proceso de expansion clonal y diferenciacion a
células efectoras, mucho de los cuales entran a sangre periférica y se dirigen al
lugar de infeccién®¥; en este proceso de activacion, los CTLs van modificando sus
moléculas de superficie (fenotipo), secretando citocinas como interferén-y (IFN-y),
factor de necrosis tumoral (TNF); asi como adquiriendo la maquinaria citécida
(granzimas y perforinas) que permitira controlar la infeccibn o eliminarla,
destruyendo especificamente a las células que indujeron su activacion.®224 En
humanos, los marcadores de superficie que se emplean para identificar las

subpoblaciones de linfocitos T CD8* se observa en la Tabla 3.



Proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T CD8"

La respuesta proliferativa de los linfocitos T a un antigeno se caracteriza por tres
etapas: expansion clonal, contraccion de la poblacion de los linfocitos T efectores y
formacion de los linfocitos T de memoria.®® Las APCs que presentan los péptidos
derivados de patdgenos intracelulares o células tumorales inducen un estimulo que
promueve la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos T CD8* naive. Los
linfocitos T CD8* naive expresan receptores coestimulatorios que amplifican las
sefales del complejo TCR-CD3 para iniciar la activacion.

CD28 es la principal molécula coestimuladora necesaria para la activacion de los
linfocitos T naive, otros receptores pueden compensar la ausencia de CD28, tal es
el caso de CD2 que activa a los linfocitos T naive de manera dependiente de
ZAP70.01) Ademas, CD27 que esta constitutivamente expresado en los linfocitos T
naive puede promover su proliferacion, aunque es ineficaz de iniciar el ciclo celular
en ausencia de la coestimulacion de CD28.1Y Los linfocitos T al llevar a cabo las
sinapsis inmunolégica empiezan a multiplicarse, de manera que un linfocito T naive
da lugar a una clona de aproximadamente 1000 células hijas de especificidad
idéntica en un periodo de 3 a 5 dias. Estas células se diferencian a células efectoras
como los CTLs.(9)

Después de la eliminacion del patégeno, los linfocitos T CD8* efectores presentan
una fase de contraccién, en la que la mayoria de los linfocitos T CD8* antigeno
especificos mueren por apoptosis. Sin embargo, un pequefio porcentaje
(aproximadamente 5-10%) sobrevive para diferenciarse a linfocitos T CD8* de
memoria.?¥ Los linfocitos T CD8* de memoria mantienen una tasa de proliferacion
baja que es dependiente de citocinas, principalmente por IL-7 e IL-15. Al entrar
nuevamente en contacto con el antigeno se reactivan con mucha mayor rapidez que
los linfocitos T naive, lo que asegura una respuesta protectora mas rapida y eficaz

ante un segundo encuentro con su antigeno.©0.24
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Células T

efectoras Células T de
memoria

CélulaT
naive

Figura 2. Proceso lineal de diferenciacion de las células T posterior a la estimulacién con el antigeno

especifico. Imagen modificada de (24)
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Marcadores distintivos de las subpoblaciones de los linfocitos T CD8" en humanos

Tabla 3. Marcadores de superficie y descripcion de los linfocitos T CD8*

Subpoblaciéon de linfocito T CD8+

Marcadores de superficie

Descripcién

Células que no han estado en contacto

CD45RO", CD45RA".

Coad, Cosalh TR (coiaTy | £ dgene Se encuenan on s
CD45RO", CD45RA". APCs P

C(_élu_las citoFéxicas con la maquinaria, para

. CO3' CDE'\ CCRT, D21, CD28, | fnas, mediane a via depencient

granulos y la via del receptor, que causa
apoptosis en la célula blanco.

Memoria central

Memoria efectora

CD3*, CD8*, CCR7", CD27*, CD28",
CD44*, CD62L", IL-7R (CD127)%
CD45RO", CD45RA, IL-15R".

CD3*, CD8*, CCR7"", CD27*, CD28",
CD44*, CD62L", |IL-7R (CD127)%
CD45RO", CD45RA, IL-15R".

Residen en érganos linfoides secundarios,
posterior a su funcion efectora. Proliferan
y se diferencian a células efectoras por un
segundo contacto con el antigeno. No
tienen funciones efectoras inmediatas.

Se localizan en tejidos periféricos. Se
diferencian rapidamente a células
efectoras, tras un segundo contacto con el
antigeno, proporcionando  proteccion
inmediata sintetizando citocinas, asi como
funciones citotéxicas.

Ver referencias (9,32)




Mecanismos efectores de los CTLs

Una vez que los CTLs han adquirido su maquinaria citocida reconocen a las células
gue expresan los antigenos que promovieron su activacion (célula blanco) y se unen
a dichas células para formar conjugados CTL-célula blanco. En esta interaccion, los
CTLs inducen en la célula blanco un “golpe mortal” en cuestién de minutos. Tras lo
cual, los CTLs se disocian de las células blanco, que muere subsecuentemente por
apoptosis, mientras que los CTLs pueden seguir destruyendo células
adicionales.(2:31)
Las vias que conducen a la muerte de las células blanco son:
¢ Viadependiente de granulos: Endosomas que contienen granzimas y perforinas,
proteinas con alto potencial citotoxico que son liberadas a las células blanco.®V
e Via mediada por receptor: La interaccion membranal entre las células blanco y
los CTLs induce en este ultimo la expresion en su membrana de la molécula
FasL, la cual al interactuar con Fas, presente en las células blanco,

desencadenan el proceso de muerte por apoptosis.©@?

Caspasa 9 “4=J
/ Citocromo ¢ Caspasa 8

Apaf- '|
ICA[h memes  Procaspasa 3o 10

L hH Caspasa 30 10
4—J Fraggmenuaaau&‘ E%ﬂnas de citoesqueleto,

reparacion A, ofros sustratos

Apoptosis

L:_"
Figura 6. Mecanismos citotéxicos de los linfocitos T CD8* efectores. Ver referencia (33)
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Respuesta inmunoldgica contra el cancer

Generalidades

El sistema inmunoldgico es capaz de reconocer antigenos y eliminar a las células
que lo expresan.® Durante el desarrollo tumoral, las células presentan cambios
genéticos y epigenéticos que causan inestabilidad gendmica, caracteristica esencial
de la oncogénesis y la tumorogénesis. Estas alteraciones genéticas y epigéneticas
inducen cambios en las proteinas propias generando antigenos tumorales. Dichos
antigenos son detectados por los sistemas inmunitarios innato y adquirido.®8)

En etapas iniciales pueden liberarse al microambiente tumoral “sefales de alarma”
que favorecen el reclutamiento de las células del sistema inmunitario. Los linfocitos
T, células NK, vy linfocitos NKT son las células que principalmente infiltran a los
tumores causando regresion tumoral, lo que se asocia con un prondéstico favorable
en multiples neoplasias humanas incluyendo carcinoma pulmonar.®451) En este
sentido, la comprension de la inmunologia tumoral y de la inmunopatogénesis del
cancer estd progresando rapidamente. Este conocimiento impactara en la

aplicacion de mejores opciones inmunoterapéuticas contra el cancer.®
Teoria de la Inmunoedicion

F.M. Burnet denomind “inmunovigilancia” a la capacidad del sistema inmunitario
para detectar células tumorales y destruirlas.®%51) Datos acumulados de modelos
animales y pacientes con cancer soportan fuertemente el concepto de Burnet, de
que el sistema inmunitario puede reconocer y eliminar células premalignas. Sin
embargo, el sistema inmunitario también puede promover la progresion del tumor a
través de la inflamacion cronica, inmunoseleccion de variantes pobremente
inmunogénicas y la supresion de la inmunidad antitumoral. La teoria que describe
las acciones inmunitarias de eliminacion y promocion del tumor se conoce como
inmunoedicion del cancer.“6)
La inmunoedicion es un proceso dinamico que considera tres etapas:

v “Fase de eliminacion”: Los sistemas inmunitario innato y adaptativo detectan

y eliminan a las células transformadas. (46:30.45.51)
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v' “Fase de equilibrio”: Ocurre cuando la eliminacién de las células tumorales
no es completa. Lo anterior se debe a que la inestabilidad genémica de las
células tumorales favorece gradualmente el desarrollo de variantes celulares
gue bloquean los mecanismos de eliminacion de las células inmunitarias o
producen factores solubles que disminuyen la funcionalidad de las células
inmunitarias. Estas poblaciones tumorales prevalecerdn como resultado de
la presion selectiva impuesta por el sistema inmunitario. 46.30:45.51)

v “Fase de escape”: Ocurre cuando las células tumores han acumulado
suficientes mutaciones para evadir eficientemente la respuesta del sistema
inmunitario, esto es por inmunoseleccion o inmunosubversién. El
crecimiento del tumor es favorecido por el microambiente inmunosupresor,

hasta que el tumor se hace clinicamente detectable.*6:30:45.51)

) Tejido sano
Proteccion
. Carcindgenos
Perforinas Radiacion
ﬁ\lfgnzllmas Sefales de Infecciones virales
-a/B alarma Inflamacién crénica
INF-y
TRAIL
IL-12
Antigeno
tumoral
I_Eli_mina_lcién ) Equilibrio Escape
(Inmunovigilancia del cancer) (Persistencia del cancer) (Progresion del cancer)

CD8*
T cell

@

IDO
IL-10

PD-L1

cps* @ L
T cell TGF-B
CTLA-4

Inestabilidad genémica e
inmunoseleccion

Figura 7. Proceso dinamico de las tres fases de la inmunoediciéon del cancer: Eliminacion,
equilibrio y escape. Imagen modificada de (45)
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Mecanismos de evasion tumoral alos CTLs

Los tumores pueden tener una baja inmunogenicidad. Algunos estudios
han indican que hay una expresion disminuida o nula de péptidos y de
moléculas del MHC de clase I. Asi los tumores evitan ser reconocidos por los
CTLs.(3032)

Células supresoras de origen mieloide (MDSC). Como su nombre lo dice,
las MDSC tienen la capacidad de suprimir la respuesta inmunolégica
especifica y no especifica al tumor mediante la produccion de arginasa,
sintasa de Oxido nitrico (NOS) e IL-10. La IL-10 suprime indirectamente la
respuesta antitumoral de los linfocitos T al alterar la produccion de citocinas,
expresion de las moléculas del MHC y moléculas coestimuladoras (CD40) en
APCs (DCs y macrofagos), que son requeridas para la activacién de los
linfocitos T. Las MDSC al ser estimuladas por IL-10 y TGF-B, produce
enzimas inmunoreguladoras como arginasa 1 y NOS que metabolizan L-
arginina a 6xido nitrico (NO) e iones hidroxilo. Estas especies reactivas de
oxigeno inhiben directamente las funciones de los linfocitos T e inducen su
apoptosis, ademas que la L-arginina es un aminoacido esencial necesario
para el correcto funcionamiento de los linfocitos T, ya que cuando la L-
arginina no esta disponible disminuye la expresion del TCR y se inhibe la
respuesta de los linfocitos T antigeno especificos. Las MDSC también
influyen en la produccion de indolamina-2,2-dioxigenasa (IDO) derivada de
tumor. Esta enzima cataboliza tript6fano, aminoacido esencial para la

diferenciacion de los linfocitos T.(43)

Células Treg: Las citocinas secretadas en el microambiente tumoral inducen
la diferenciacion de los linfocitos T CD4* hacia células Treg. Las células Treg
suprimen la respuesta especifica de los linfocitos T CD8* en contra del tumor,
ya que favorecen la tolerancia de antigenos asociados a tumor y secretan
citocinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-B. Ademas son capaces de
eliminar directamente a los linfocitos T y APCs, a través de perforinas y

granzimas B.(35%) Por otra parte, las células Treg expresan el receptor de
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alta afinidad de IL-2. Por lo tanto, la competicion por la IL-2 entre las células
Treg y células T sugieren un disponibilidad limitada de esta citocina en el
microambiente tumoral.®®® También, las células Treg CTLA-4*, provenientes
de tumores humanos, median su capacidad supresora induciendo la
expresion de IDO (enzima inmunosupresora) en APCs a través de CTLA-
4.9

Citocinas y quimiocinas. Estos factores pueden ser producidos por células
tumorales, células inmunes infiltrantes al tumor, células epiteliales y células
del estoma asociadas al tumor. A menudo estas células secretan moléculas,
como:

TGF-B. EI TGF-B recluta células Treg y MDSC, mejorando en las células Treg
sus funciones y supervivencia por la induccion del factor de transcripcion
FOXP3. También, el TGF- puede alterar las funciones de las APCs
inhibiendo su maduracion, la secrecion de citocinas (IFN-y) y en los linfocitos
T su citotoxicidad. (@043

IL-10: Ademas de las MDSC, los macréfagos asociados a tumor (TAMS) y
linfocitos infiltrantes de tumor (TILS), son capaces de producir IL-10
provocando los efectos antes ya mencionados. (0:43)

VEGF: Ha sido asociado con el reclutamiento de MDSC y macréfagos al sitio
del tumor, y a la inhibicién de la maduracién de células mieloides, incluyendo
DCs limitando sus funciones. 443

CCL2 o proteina 1 atrayente de monocitos (MCP-1): CCL2 es una
quimiocina producida por muchos tumores que inhiben directamente las
funciones de los linfocitos T CD8*. Estudios han demostrado una correlacion
directa e indirecta de la produccion de CCL2 en la migracion de TAMs de tipo
M1 o M2y de células Treg. Los efectos inmunosupresores de las células Treg
ya se han mencionado anteriormente, mientras los TAMS sintetizan citocinas
inmunosupresoras como IL-10. CCL2 es considerada una quimiocina
protumorogénica e inmunoreguladora.“3)

Otras moléculas inmunosupresoras. Adenosina es una purina presente

en altas concentraciones dentro del tumor. Es sintetizado por el catabolismo
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de nucleédtidos de adenina por las células tumorales y células Treg. Los
receptores de adenosina estan expresados en multiples células del sistema
inmunitario de tipo efector, cuando se une la adenosina a su receptor inhibe
la respuesta inmunitaria efectora, permitiendo el crecimiento tumoral.(*3)
Prostaglandina E2 (PGE2): Es bien conocida por su capacidad
protumorogénica, promueve angiogénesis y metastasis. Es producida por la
degradacion de acido araquidonico por la enzima ciclooxigenasa 2 (COX2)
que esta sobreexpresada en diferentes tipos de tumores. Los efectos
inmunosupresores del PGE2 incluyen: inhibicion de la maduracion de DCs,
inhibe la funcién y proliferacion de los linfocitos T, disminuye la sintesis de
quimiocinas pro-inflamatorias y citocinas de tipo 1.¢3)

Contra ataque tumoral: FasL es un miembro de la superfamilia del TNF y
activa la apoptosis cuando se une a su receptor Fas. Una gran variedad de
tumores expresan FasL en su superficie, los linfocitos T CD8* efectores
expresan en su superficie la molécula Fas, siendo sensibles a la apoptosis
mediada por Fas. Por lo tanto, la expresion de FasL en tumores humanos se
asocia con apoptosis y disminucion de CTLs.©426)

Formacion de sitios inmunoprivilegiados. Algunos tumores evaden al
sistema inmunitario creando sus propios sitios con privilegio inmunitario.
Crecen en nédulos rodeados por barreras fisicas como colageno vy fibrina,
gue forman una barrera fisica alrededor del tumor, impidiendo el acceso de

los linfocitos, APCs, etc.(®9
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ANTECEDENTES

Antigenos tumorales

Durante la oncogénesis, las células tumorales adquieren gradualmente mutaciones
y alteraciones epigenéticas que resultan en: 1) incremento en la expresién de
proteinas propias o 2) expresion de antigenos que presentan nuevos epitopes
generados por algunas mutaciones o por deficiencias en el splicing de la
maduracion del RNA mensajero. Estos antigenos son denominados colectivamente

antigenos tumorales.®®
Clasificacion de los antigenos tumorales

El sistema inmunitario puede reconocer e inducir una respuesta contra las células
tumorales empleando dos maneras: reaccionando contra antigenos especificos
de tumor (moléculas que se expresan Unicamente en las células tumorales) o
contra antigenos asociados a tumor (moléculas que se sobreexpresan en células
tumorales y se expresan en células normales).(0

Los antigenos asociados a tumor son clasificados dentro de 5 categorias:

1) Antigenos testiculares del cancer (linea germinal): Son antigenos codificados
por genes que se mantienen silenciados en muchos tejidos. Sélo las células en las
gue se ha detectado expresion significativa de estos antigenos son los trofoblastos
placentarios y en las lineas germinales (ovarios y testiculos), ya que estos tejidos
no expresan moléculas HLA de clase |, por lo que no pueden presentar los
antigenos a los linfocitos T. Durante la trasformacion maligna, los genes son
activados y expresados en varios tipos de canceres, tal es el caso del cancer de
pulmén. (125

2) Antigenos de diferenciacion de melanocitos: En melanoma maligno, se han
identificado algunos antigenos asociados a tumor como proteina Melan-A (MART-
1), gp100, tirosinasa, y proteina 1 relacionada con la tirosinasa (TRP-1). En tumores
pulmonares no se han identificado hasta el momento antigenos de

diferenciacion.®1.25
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3) Sobreexpresion de antigenos: Los tejidos normales expresan bajos niveles de
antigenos como WT-1, survivina, telomerasa, Tara, SGT1, AL138255 y Her2-neu,
pero los CTLs no montan una respuesta inmunitaria en contra de estos antigenos.
Durante la transformaciéon maligna estos antigenos son sobrexpresados en los
tumores de pulmonares.®1.25

4) Antigenos especificos de tumor: Son antigenos Unicos que se generan por
mutaciones puntuales al azar en los genes encargado de las diversas funciones
celulares. Algunos antigenos mutados reportados en cancer de pulmon son p53, el
gen del factor de elongacion 2, actinina-4, enzima malico, y NF-YC.(51.25)

5) Antigenos codificados por virus oncogénicos: Los virus mejor caracterizados
son: el virus de papiloma humano 16 (HVP16) que induce carcinoma cervical; el
virus Epstein-Bar que se asocia a linfoma de células B, cancer gastrico o
nasofaringe. Sin embargo no hay evidencia entre la incidencia del cancer de pulmén

y cualquier virus oncogénico.®
Antigenos tumorales identificados en cancer de pulmon

Se pensaba que el cancer de pulmon era un cancer no inmunogénico. Sin embargo,
recientes estudios han revelado la presencia de una respuesta inmunolégica en
contra de los tumores pulmonares como se muestra en la Tabla 5.6 Los antigenos
testiculares del cancer fueron considerados inicialmente tumor especificos y
propuestos como un blanco prometedor para vacunas contra el cancer. Actualmente
se conoce que estos antigenos se expresan en una gran cantidad de neoplasias,
ademas de ser expresados en una proporcion variable en los tumores pulmonares,

como se muestra en la Tabla 6.

20



Tabla 5. Antigenos tumorales identificados usando lineas celulares de cancer de pulmén

Antigenos Funcion Afo reportado

Factor 2 de elongacién Biosintesis de proteinas 1998

Enzima convertidora de

Enzima malica malato 2001

Actinina 4 Adhesion celular, motilidad 2001
Supresion de la proliferacion

p53 mutado celular 2004

AL13825521 Desconocido 2005

SGT1 Regulacién del ciclo celular 2005

NF-CY mutado Promotor del ciclo celular 2006

KK-LC-124 Desconocido 2006
Organizaciéon de actina en el

Tara g 2007

citoesqueleto

Tabla modificada de (51)

Tabla 6. Antigenos testiculares que se expresan en cancer de pulmoén

Tasa de frecuencia en

Antigeno Locus cancer pulmonar
(%)
MAGE-A1l Xq28 46
MAGE-A3 Xq28 45
MAGE-B2 Xp21 25
MAGE-C1 Xq26 18
BAGE Cromosoma 13 17
GAGE Xpll 41
SSX-2 Xql1 10
NY-ESO-1 Xq28 27
KK-LC-1 Xq22 34

Tabla modificada de (51)



Antigeno asociado a melanoma 3A (MAGE-3A)

El antigeno MAGE es codificado por 23 diferentes genes humanos. Estos genes se
han dividido en cuatro subfamilias A-D, de acuerdo a sus secuencias homoélogas y
localizacion cromosomal. La subfamilia MAGE-A consiste de 12 genes que estan
localizados en el cromosoma Xg28 y la mayoria de estos genes contienen de 3 a 4
exones.1337) En condiciones fisiologicas la expresion de MAGE-A esta restringida
principalmente a los testiculos y se ha observado que se expresan en una amplia
variedad de tumores como tumores mamarios, sarcomas, carcinoma de colon y
cancer de pulmon.®3 En estudios en lineas celulares de cancer, la localizacion de
las proteinas MAGE es variada. Por ejemplo, MAGE-1A y 3A se encuentran
distribuidas en el citoplasma.®?®

Las células neoplasicas que expresan antigenos MAGE asocian péptidos derivados
de este antigeno a las moléculas del MHC de clase | que pueden ser reconocido
por los CTLs.(3)

En los tejidos se desconocen las funciones y las modificaciones post-traduccionales
de las proteinas MAGE; se sugiere que participan en la maduracion y diferenciacion
de las células germinales durante la espermatogénesis.(:323) Se ha sugerido que la
actividad promotora de los genes MAGE son regulados por metilaciones. En
tumores y células germinales, la expresion constitutiva de los genes MAGE se debe

a la desmetilacion y no de factores de transcripcion.3)
Proteina del tumor de Wilms (WT-1)

El gen WT-1 se localiza en el cromosoma 11q13, este gen codifica para un factor
de transcripcién con cuatro dedos de zinc que se une a regiones ricas en GC del
DNA.(18 El gen WT-1 es expresado en un nimero limitado de tejidos durante el
desarrollo fetal. En tejidos que derivan del mesodermo como: rifildbn (mesénquima
metanéfrico), gonadas (células Sertoli en testiculos y células granulosas en
ovarios), bazo y mesotelio. Por esta razon, se ha sugerido que WT-1 sea

considerado un gen de diferenciacién del mesodermo, con excepcion de que
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también se expresa en la médula espinal y regiones especificas del cerebro durante
su desarrollo, ambos tejidos derivan del ectodermo.(®842)

Se ha observado que la proteina WT-1 interactia con muchas proteinas. Estas
proteinas se clasifican de manera general en 3 categorias: 2 categorias
involucradas en la regulacién de la transcripcidn y la otra categoria esta involucrada
en el procesamiento del RNA (Ver Figura 8).¢42

Las funciones de WT-1 como factor de transcripcion son inhibir la expresion de
genes requeridos para mantener el estado proliferativo de las células madres y
activar genes requeridos para la diferenciacidén de células epiteliales del rifion y otros
tejidos. En humanos, la mutacion del gen WT-1 contribuye al desarrollo de tumores,
por esta razén WT-1 puede ser clasificado como un gen supresor de tumor donde

la pérdida de su funcion conduce al desarrollo de tumores.(1®)

Factores de
unién al DNA

BASP1

Cofactores -.+/_T
transcripcionales <

l

@ Factores para el

procesamiento del RNA

Figura 8: Categorias de las proteinas que interactian con WT-1. Las flechas indican la direccion
de la influencia. Los simbolos +,- y ? indican efectos positivos, negativos y desconocidos,
respectivamente. Imagen modificada de (42)

Expresion y funcién de la molécula CD137 en linfocitos T CD8"
antigeno especificos

En humanos, el gen que codifica para la molécula CD137 se encuentra en el
cromosoma 1p36. La molécula CD137 (4-1BB) es wuna glicoproteina

transmembranal de tipo | con un dominio rico en cisteinas (seis cisteinas) que
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forman tres puentes disulfuro y es miembro de la familia del TNFR.( La moléculas
CD137 se expresa en monocitos/macréfagos, células NK, linfocitos T CD4*,
linfocitos T CD8" activados. CD137 tiene funciones coestimulatorias vy
antiapoptoticas, en las células T activadas por el antigeno promueve la proliferacion
y supervivencia, al unirse con su ligando.“9 CD137 tiene un Unico ligando
denominado CD137-Ligando, perteneciente a la familia del TNF que se expresa en
la membrana de las APCs (células dendriticas, células B y macréfagos).“?)

CD137 se une a proteinas adaptadora denominadas factores asociados al receptor
TNF (TRAF 1, TRAF2 y TRAF3) que activan otras moléculas sefializadoras (Ver
Figura 9). CD137 actua aumentando la expresion de factores antiapoptéticos, que
incluyen a BCL-2, BCL-XL y BFL, y activa la via AKT para promover el ciclo celular
a través de la regulacién de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas, por lo que
promueve la proliferacién y supervivencia de las células T antigeno especificas.(%
Ademas, CD137 promueve la expansion de los linfocitos T CD8* de memoria en
respuesta a una infeccion secundaria. La coestimulacion de las células T CD8* de
memoria empleando anticuerpos agonistas contra CD137 induce la proliferacion y
produccion de citocinas en ausencia de estimulacion del TCR.(D

Se ha reportado que CD137 se expresa, dependiendo del estimulo de las células T,
desde las 12 horas hasta 5 dias después de la estimulacién. Por otra parte, en
linfocitos T naive la molécula CD137 muestra nulos o bajos niveles de expresion,
aumenta su expresion en la superficie de las subpoblaciones de linfocitos T
antigeno-especificos, después del contacto con su antigeno y presenta un
incremento en su expresion en células T después de que son estimuladas con su
antigeno (maxima expresion a las 24h), por lo que la molécula CD137 ha sido

empleada para identificar y aislar linfocitos T antigeno-especificos.“47)
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Figura 9: Vias de sefializacion de los receptores del TNF. Las moléculas TRAFs unidas a la
molécula CD137 (4-1BB) activan las siguientes vias de sefializacién. Cuando 4-1BB (CD137) se
une a su ligando, TRAF2 activa a JNK, a NF-kB y promueve la expresion de factores anti-
apoptoticos. Las moléculas adaptadoras TRAF1 y TRAF3 también participan en la coestimulacion
de los linfocitos T y promueven la expresion de factores antiapoptéticos. Imagen tomada de (11)

Agotamiento en linfocitos T CD8" y su relacién en cancer

La estimulacién crénica con el antigeno puede inducir en los linfocitos T un estado
de no respuesta llamado agotamiento, como resultado de la exposicion constante a
su antigeno. Se ha demostrado que los linfocitos T presentan un agotamiento en
modelos animales y en humanos con infecciones crénicas causadas por virus,
bacterias y parasitos, asi como en cancer.?”48) Los linfocitos T con agotamiento son
incapaces de proteger contra infecciones secundarias, disminuye su alta tasa de
proliferacion, disminuyen su capacidad de producir citocinas (IL-2, TNF-a) y su
capacidad citotéxica.?”) En infecciones cronicas, se ha correlacionado el
agotamiento en los linfocitos T con una alta carga viral. El agotamiento en los
linfocitos T antigeno-especificos conduce a la pérdida parcial o, en algunos casos,
total de la capacidad de producir IFN-y, quimiocinas o la capacidad de

degranularse.“8)
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El agotamiento en los linfocitos T se asocia con la expresion de algunos receptores
inhibitorios extracelulares, miembros de la familia CD28, y factores de transcripcién

gue se mencionan a continuacion en la Figura 10.

TCR
cD8
1811 PD-1

TIM-3

LAG-3

Se generan en respuesta a la
estimulacién crénica del TCR por
su antigeno. Estas células
expresan receptores de inhibicién
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Factor de transcripcion
BLIMP-1

citocinas. Por lo tanto, la respuesta
de los linfocitos T CD8" es

deficiente.

Figura 10. Marcadores caracteristicos y descripcion de los linfocitos T CD8* con fenotipo de agotamiento. Imagen modificada
de (9)

El patron de co-expresion de los distintos receptores inhibitorios y el nimero de ellos
expresados simultaneamente por los linfocitos T CD8* pueden incrementar
substancialmente la severidad de su funcionalidad, como se ha reportado con los
receptores inhibitorios CTLA-4 y PD-1 que suprimen la proliferacién y funciones de
los linfocitos T estimulados crénicamente.?”) Ademas, la disfuncién de los linfocitos
T especificos de tumor se ha reportado la co-expresion de PD-1y LAG-3 0 PD-1y
TIM-3. En contraste, se recobra la funcién de los linfocitos T al bloguear
simultdneamente la via de PD-1 y LAG-3, la via de PD-1y CTLA-4, o la via de PD-
1y TIM-3.4®)

Se ha sugerido que un metabolismo deficiente de glucosa contribuye al agotamiento
en los linfocitos T.?”) Las citocinas también juegan un papel importante al regular el
metabolismo de glucosa mediante el trasportador GLUT1 y las enzimas que
participan en la glucolisis. Por ejemplo, la IL-2 promueve la expresién de GLUT-1y
el transporte de glucosa de los linfocitos T activados. Sin embargo, los linfocitos T
con un fenotipo de agotamiento tienen reducida la sintesis de IL-2, por lo tanto en
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estas células esta limitado el metabolismo de glucosa.?”) Ademas, las citocinas
inmunoreguladoras favorecen el agotamiento en los linfocitos T. IPor ejemplo, la
sintesis de IL-10 y TGF- estdn aumentadas en algunas infecciones cronicas donde
se han observado una disfuncionalidad en los linfocitos T. Por otra parte, la IL-10
esta ligada a una disfuncion de los linfocitos T, y el bloqueo de la IL-10 mejora el
control viral y la respuesta de los linfocitos T, mientras al inhibir las sefiales del TGF-
B mejora la funcionalidad de los linfocitos T CD8* y bloquea el agotamiento mas

severo de los linfocitos T CD8* antigeno-especificos, asi como su eliminacion.“8)
Receptor de muerte programada 1 (PD-1) o CD279

La molécula PD-1 se descubrié en 1992 y es miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (B7/CD28). Esta molécula tiene la capacidad de regular
negativamente la activacion de los linfocitos y macrofagos por lo que su accién es
coinhibitoria. Participa manteniendo la tolerancia central y periférica, ya que la
deficiencia o polimorfismos de PD-1 en ratones y humanos se asocia a
enfermedades autoinmunes.420.12)

PD-1 es una proteina compuesta por un dominio extracelular globular, un dominio
transmembranal y un dominio intracelular que contiene un ITIM y un ITSM que al
fosforilarse, por unién a su ligando (PD-L), une proteinas adaptadoras con dominios
SH2 y desfosforila a PI3K*412), PI3K desfosforilada es incapaz de fosforilar a AKT,
protein cinasa que promueve la activacion, proliferacion y supervivencia de los
linfocitos T.

AKT activa a NF-kB, un factor de transcripcion que aumenta la expresion de Bcl-2 y
c-myc, e induce la produccion de IL-2. También AKT, inactiva directamente a
proteinas pro-apoptéticas como Bad y a factores de transcripcion que trascriben
para proteinas pro-apoptoticas. Ya que PD-1 no permite la activacion de AKT, los
eventos descritos no se llevan a cabo.420.12) Ademas, las sefiales coinhibitorias de
PD-1 anulan la sefalizacion del TCR bloqueando la fosforilacion de CD3(, ZAP70y
PKCB8. En general, PD-1 induce un estado anti-proliferativo y pro-apoptoético en los
linfocitos T.(12)
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Se han descrito dos ligandos de PD-1: PD-L1 (B7-H1 o CD274) y PD-L2 (B7-DC o
CD273), ambos ligandos son glicoproteinas transmembranales de tipo 1 con
dominios extracelulares tipo IgC e IgV.#420.12)

Los linfocitos T naive expresan bajos niveles de PD-1; la activacion de los linfocitos
T, linfocitos B, monocitos y DCs induce la expresién de PD-1, limitando la duracién
y extension de la respuesta inmunolégica. PD-1 al interactuar con sus ligandos
envia sefales intracelulares que se traducen en la disminucién de: i) la produccién
de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2, ii) la proliferacion celular y funcionalidad
citotdxica de los linfocitos T, iii) induce tolerancia y iv) muerte celular inducida por
activacion (AICD).

PD-L1 se expresa en linfocitos T, linfocitos B, monocitos, DC plasmacitoides y
mieloides, células epiteliales y células endoteliales; sin embargo, la expresion
constitutiva de PD-L1 soOlo se ha reportado en macrofagos y DCs; asi como en
tejidos periféricos para mantener la tolerancia periférica. La expresion de PD-L2 esta
restringida a macrofagos activados por citocinas y DCs.(1? Se ha demostrado que
hay una elevada expresion de PD-L1 en células tumorales y una alta expresion de
PD-1 en TIL, lo que se correlaciona con un mal prondstico en pacientes con cancer
y la progresion del tumor. El bloqueo de PD-1y su ligando PD-L1 aumenta, al menos
in vitro, la respuesta de los linfocitos T antitumorales.*4:20.12.28)

Ensayo clinicos sugieren que el bloqueo de la via de PD-1/PD-L1 puede ser una
estrategia terapéutica para el control, mediante el sistema inmunoldgico, de los

tumores en humanos.“8.28)

Proteina 3 que contiene el dominio de mucina y el dominio de
inmunoglobulina de las células T (TIM-3)

TIM-3 se expresa principalmente en linfocitos Thl, pero no en Th2.?2 Ademas, se
expresa en linfocitos T CD8*, DCs, macrofagos, células NK y en bajos niveles en
células Th17. Su ligando es galectina-9, la cual se expresa predominantemente en
linfocitos Treg, aunque podemos encontrarla expresada en linfocitos B, mastocitos,

células endoteliales y fibroblastos.?®)
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El bloqueo de TIM-3 en linfocitos T CD4* naive incrementa su proliferacion y
produccion de IFN-y; por otra parte, el IFN-y aumenta la expresién de TIM-3 y
galectina-9 formando un sistema de retroalimentacion.?®19 Tras la union de
galectina-9, el dominio intracelular de TIM-3 es fosforilado por ITK (cinasa de células
T inducible por interleucina), promoviendo la entrada de calcio a la célula y su
muerte por apoptosis.®@8)

El incremento en la expresion de TIM-3 en los linfocitos T CD8* se ha asociado con
un fenotipo de agotamiento, por lo tanto en una disfuncion en los linfocitos T CD8*.
En este contexto, la disminucion de la proliferacion, citotoxicidad y produccién de
interleucinas como IL-2, TNF-a e IFN-y, especificamente cuando se coexpresan
TIM-3 y PD-1, conducen a una reduccion en la inmunidad antitumorales.(2822.14.38)
TIM-3 ha sido detectado dentro del microambiente tumoral en células tumorales,
DCs, TIL CD4*y CD8"*. En humanos, la expresion de TIM-3 en células tumorales se
ha correlacionado con un mal prondstico y con la progresion del cancer. El bloqueo
mediante anticuerpos contra TIM-3, en combinacién con otras moléculas inhibitorias
como PD-1 y BTLA, revierte el agotamiento en los linfocitos T CD8* tumor
especificos y restaura la inmunidad antitumoral en ensayo preclinicos, en modelos

de cancer in vivo y ex vivo.(?822.14.38)

Cooperacion de TIM-3 y PD-1 en el agotamiento de los linfocitos T
CD8"

El agotamiento de los linfocitos T CD8* fue inicialmente caracterizado en infecciones
virales cronicas en ratones infectados con el virus de coriomeningitis linfocitica
(LCMV) y en humanos infectados con HIV, virus de la hepatitis B o virus de la
hepatitis C (HCV).(22:39)

Durante una infeccion viral aguda con LCMV en el tejido pulmonar de ratones, un
pequefio porcentaje de la poblacién de linfocitos T CD8* virus-especificos (1.2%)
coexpresan TIM-3 y PD-1. En contraste, la infeccion viral crénica con LCMV en el
tejido pulmonar de ratones, resulta en una alta frecuencia de linfocitos T CD8*TIM-
3*PD-1* (77.8%), que persisten incluso después de 90 dias de la infeccién. También

se sugiere que los linfocitos T CD8*TIM-3*PD-1" virus-especificos, representan a
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una subpoblacion con el fenotipo mas severo de agotamiento al tener una nula o
baja capacidad proliferativa y baja secrecion de citocinas, con respecto a las
subpoblaciones de linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3-, linfocitos T CD8*PD-1TIM-3* y
linfocitos T CD8*PD-1TIM3". Ademas, los linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3* tienen un
papel inmunosupresor, observandose que esta subpoblacion secreta IL-10 al
estimularlas con péptidos de LCMV. Dicho fenédmeno también se ha observado en
linfocitos T CD8* especifico para el HIV.(?2)

En cancer, Fourcade et al han demostrado que los linfocitos T CD8* especificos
para NY-ESO presentan una alta expresion de TIM-3 (28.8%). Una gran proporcién
de estos linfocitos T CD8*TIM-3* especificos para NY-ESO coexpresan PD-1
(24.8%), estas subpoblaciones parecen estar asociadas con el agotamiento de los
linfocitos T NY-ESO-especificos en sangre periférica de pacientes con melanoma
avanzado.® Sakuishi et al también observo agotamiento en TILs, asociandolo con
la expresiéon de PD-1 y/o TIM-3 en ratones con cancer de colon, mama y
melanoma.8)

Estudios recientes han atribuido un papel crucial de los receptores inhibitorios en el
agotamiento en los linfocitos T CD8* durante infecciones virales cronicas y cancer.
Por lo tanto, la importancia de entender la participacion de estos receptores
inhibitorios (TIM-3 y PD-1) puede revelar un blanco terapéutico potencial que

conduzca a la restauracion de las funciones de los linfocitos T CD8*.(22:38)
Deteccion de linfocitos T CD8" en adenocarcinoma pulmonar

En estadios avanzados del adenocarcinoma pulmonar, es frecuente que presenten
derrame pleural. En el derrame pleural se encuentran un gran numero de células
mononucleares (CMNLP) y células tumorales, siendo una muestra ideal para el
estudio de la respuesta inmune antitumoral.®® Estudios han mostrado que las
CMNLP presentan defectos funcionales, tal es el caso de los linfocitos T CD8*.(32)

En los pacientes con adenocarcinoma pulmonar se ha documentado que la
subpoblacién de memoria (CD45RACD27*) de linfocitos T CD8* esta aumentada y
la de linfocitos T CD8* efectores (CD45RA*CD27°) esta disminuida en el derrame

pleural con respecto a la sangre periférica. Esto podria depender de: 1) bloqueo en
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el proceso de diferenciacion terminal de los linfocitos T CD8%, 2) expresion temprana
de Fas en la subpoblacion T CD8* naive que puede conducir a un incremento en la
susceptibilidad a la apoptosis, cuando los linfocitos T naive llegan a su estadio
terminal de diferenciacion, o 3) por ambos procesos. Ademas, los linfocitos T CD8*
en el derrame pleural tienen reducida la expresion de perforinas al comparar con
linfocitos T CD8* de sangre periférica.(23%

Estos resultados sugieren que los linfocitos T CD8* en contacto o proximos al tumor,
son afectados por los factores producidos en el microambiente tumoral, comparados
con aquellos linfocitos T CD8* en sitios distantes al tumor.

Hasta el momento no hay estudios que identifiquen linfocitos T CD8* especificos
para MAGE-3A o WT-1 en los derrames pleurales de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, sélo se sabe que estos antigenos son expresados en

los tumores pulmonares.
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HIPOTESIS

Si los linfocitos T CD8* presentes en el derrame pleural de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar reconocen a los péptidos tumorales MAGE-3A o WT-1,

entonces se activaran y expresaran la molécula CD137

OBJETIVO

GENERAL

Determinar si los linfocitos T CD8*, provenientes del derrame pleural y sangre
periférica de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se activan al estimularlos con
los antigenos tumorales MAGE-3A y WT-1, asi como determinar el fenotipo de los
linfocitos T CD8* activados por estos antigenos tumorales

PARTICULARES

Determinar el porcentaje de linfocitos T CD8*CD137* posterior al tratamiento con
los péptidos tumorales MAGE-3A o WT-1, en muestras de derrame pleural y sangre

periférica de pacientes con adenocarcinoma pulmonar

Determinar la subpoblacién de linfocitos T CD8* naive, memoria o efectora que

expresan CD137, post tratamiento con los péptidos tumorales MAGE-3A o WT-1

Determinar el porcentaje de linfocitos T CD8*PD1* en muestras de derrame pleural
y sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma, posterior a los estimulos con
los péptidos tumorales MAGE-3A o WT-1

Determinar la subpoblacion de linfocitos T CD8*PD-1*TIM3* que expresan la
molécula de activacion CD137 al estimularlos con los péptidos tumorales MAGE-3A
o WT-1
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MATERIALES Y METODOS

Esquema general de trabajo
Purificar las células mononucleares de liquido

pleural (CMNLP) y sangre periférica (CMNSP) de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

| Lavar y resuspender en
‘ - medio RPMI-1640

Conteo de CMN

Determinar concentracion
y viabilidad de las CMN.

Estimulaciéon de CMN con:

= B8 8 8 8

Control sin estimulo WT-1 MAGE-3A pp65 de CMV Cytostim

| Incubar 24h/37°C

Inmunotincion: Empleando anticuerpos contra CD3,
CD8, CD27, CD45RA, CD137, PD1y TIM-3.

Incubar 30 min/Temperatura
ambiente

Fijar con paraformaldehido.

Lectura en el citbmetro
FACSCanto Il.
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Poblacion estudiada

Se incluyeron 20 pacientes con diagnostico de adenocarcinoma pulmonar en
estadios Illb y 1V, sin tratamiento antitumoral previo. El promedio de edad fue de 65
afos (intervalo: 39-84 afnos). De los pacientes se obtuvieron 20 muestras del liquido
pleural y 6 muestras de sangre periférica previo consentimiento y aceptacion de
participacion por medio de la carta de consentimiento informado. El Comité de
Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael
Cosio Villegas” aprobd el protocolo para la obtencion de las muestras biolégicas con

el nimero de registro B28-09
Separacion de las células mononucleares

Las células mononucleares (CMN) provenientes de sangre periférica se purificaron
mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo,
Noruega), por medio de centrifugacion a 1500 rpm por 30 min. El liquido pleural se
obtuvo por toracocentesis por personal médico adscrito al hospital, el derrame se
centrifugd a 2000 rpm por 15 minutos. El paquete celular resultante fue
resuspendido en medio RPMI-1640. Las CMN del liquido pleural y las células
tumorales (CT) fueron separadas por centrifugaciéon a 1500 rpm por 30 min en un
gradiente discontinuo de Ficoll-Hypaque, como ha sido previamente reportado.@?
Las células tumorales y las CMN del liquido pleural fueron recolectadas de cada

interfase y lavadas dos veces con medio RPMI-1640.
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Inmunotincion

Se emplearon las siguientes combinaciones de anticuerpos:

_ Marca ,
Anticuerpos Clona Casa comercial
fluorescente

Anti-CD3 PE CF594 UCTH1 BD Bioscience, USA
Anti-CD3 PE Texas Red UCTH1 Invitrogen, USA
Anti-CD8 APC/Cy7 SK1 BioLegend, USA
Anti-CD45RA PE/Cy7 HI100 BioLegend, USA
Anti-CD27 PerCP/Cy5.5 0323 BioLegend, USA
Anti-CD137 PE o APC 4B4-1 BioLegend, USA
Anti-PD-1 FITC M1H4 eBioscience, USA
Anti-TIM-3 APC F38-2E2 eBioscience, USA

Controles de isotipo

lgG1K PE MOPC-21 BioLegend, USA
lgG1K APC P3.6.2.8.1 eBioscience, USA
IgG1K FITC P3.6.2.8.1 eBioscience, USA

PE: Ficoeritrina, FITC: Isotiocianato de fluoresceina, APC: Aloficocianina, PE/Cy7: Fluorocromo en tandem de
PE y cianina, APC/Cy7: Fluorocromo en tandem de APC y cianina

Péptidos de CMV, MAGE-3A y WT-1 humanos

Los péptidos MAGE-3A, WT-1 y CMV se resconstituyeron con agua inyectable
quedando a una concentracién de 30 nmol/mL. Se guardararon alicuotas de trabajo

en un ultracongelador a -70 °C para su uso posterior.
Estimulacion de CMNLP y CMNSP

Las CMNLP y CMNSP se contaron en la camara de Neubauer, distinguiendo las

células muertas de las células vivas con un colorante supravital (azul de tripano),
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para obtener la concentracion de células y el porcentaje de viabilidad de la muestra
de CMN.

Las CMN se estimularon con Cytostim (MACS Miltenyi Biotec), péptidos MAGE-3A,
WT-1 0 CMV en placas de 96 pozos. Se emplearon CMN sin estimulo como control
negativo y se incluyeron CMNLP tratadas con Cytostim para emplearse como
control de isotipo de la inmunotincion. Al estimularse con los péptidos los linfocitos
T CD8* antigeno-especificos, en caso de estar presentes, expresaran la molécula
CD137. Como control positivo de activacion de linfocitos T se emple6 Cytostim, el
cual actia como superantigeno al interaccionar con la region VB del TCR de los
linfocitos T y las moléculas principales de histocompatibilidad (MHC) de las APCs,
especificamente MHC de clase |, induciendo la activacion y la expresion de la
molécula de activacion CD137 en la superficie de los linfocitos T CD8*.

Cada estimulo se realizé en pozos diferentes, la concentracibn de CMNLP o
CMNSP se ajusté a una concentracién de 1X107 células/mL en un volumen final de
150 pL con medio RPMI-1640. La cantidad de péptidos y Cytostim que se empled
para el estimulo de las CMNs se obtuvo de la relacién de 20 pL de péptidos o
Cytostim por mL de suspension de CMN proveniente de sangre periférica o liquido
pleural. Las CMNs con los diferentes estimulos fueron incubados durante 24h en

atmosfera hiumeda con 5% de CO2 a 37°C.
Inmunotincion de CMNLP y CMNSP post estimulacion

Después de las 24h de estimulacion, las CMNSP y CMNLP se recolectaron
mediante agitacion mecanica suave, se lavaron los pozos con un amortiguador
salino de fosfatos (PBS 1X)/albumina sérica bovina al 1% (BSA)/Azida de sodio al
0.1% (NaNs) y colocando las CMN sometidas a cada condicion en tubos Eppendorf
de 1.5 mL.

Se preparé una mezcla de anticuerpos (Acs) acoplados a diferentes fluorocromos
para identificar las moléculas: CD3, CD8, CD27, CD45RA, CD137, PD-1y TIM-3 en
un volumen final de 20 pL por pozo empleando la técnica de microescala o de
volimenes minimos de Acs.“? Se incubd por 30 min a temperatura ambiente

protegiendo de la exposicion de la luz. Transcurrido este tiempo se lavo con

27



PBS/BSA 1%/NaNs 0.1% para quitar el exceso de Acs y las CMN se fijaron con
paraformaldehido (1% p/v) para ser adquiridas en el citometro FACSCanto |l
(Becton Dickinson) con el programa FACSDiva. Los datos se analizaron con el

software FlowJo version 10.0.6.

Andlisis citométrico de los linfocitos T CD8" y sus subpoblaciones
naive, memoriay efectora

Mediante el grafico de tamafio-area vs. tamafio-altura se discriminaron los
agregados y de la region resultante se realizdé otro grafico con los parametros
tamanfo vs. granularidad. Se obtuvo la regidn de los linfocitos y de ésta se selecciono
la poblacion CD3*CD8" y la poblacion CD3*CD8, correspondiente a los linfocitos T
CD8* y T CD4* respectivamente, para evaluar la expresion de la molécula de
activacion CD137. A partir de los linfocitos T CD8*CD137*, se grafic6 CD27 vs.
CD45RA para distinguir las subpoblaciones naive (CD27*CD45RA*), memoria
(CD27*CD45RA") y efectora (CD27-CD45RA"). A la poblacién de linfocitos T CD8*
totales (CD3*CD8") y antigeno especifica (CD3*CD8*CD137*) se determind el
porcentaje de células T CD8*PD-1*TIM-3* y CD8*CD137*PD-1*TIM-3* con el fin de
identificar si presentan un fenotipo de agotamiento (Ver Figura 11).
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A) Analisis citométrico
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Figura 11. Activacién y fenotipificacion de linfocitos T CD8* al estimulo con pp65CMV: Analisis
citométrico de CMNLP de un paciente con adenocarcinoma pulmonar. Las CMNLP fueron estimuladas
con pp65CMV.
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RESULTADOS

Los péptidos pp65CMV, MAGE-3A o0 WT-1 aumentan el porcentaje
de linfocitos T CD8'CD137"y T CD8CD137*

Se sabe que la subpoblacion de los linfocitos T CD8* presentes en el derrame
pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar esta disminuida y presenta
alteraciones en sus funciones citotdxicas.®? Ya que se desconoce si esta poblacion
de linfocitos T CD8* es 0 no tumor especifica, se estimularon las CMNLP de 20
pacientes con adenocarcinoma pulmonar con los péptidos tumorales MAGE-3A y
WT-1, los cuales suelen expresarse en los tumores pulmonares.?>51.28) Como
controles se emplearon la estimulacion con: a) Cytostim, superantigeno que
permitié activar y evaluar la expresion de la molécula de activacion CD137 en los
linfocitos T; b) el péptido pp65CMV, para conocer el porcentaje de linfocitos T CD8*
antigeno especificos, ya que la gran mayoria de la poblacion adulta ha estado en
contacto con el virus CMV, ver Figura 12. La activacion de los linfocitos T se
determind mediante el porcentaje de células T CD137*. Los resultados de activacion
de los linfocitos T CD3*CD8 (células T CD4*) y CD3*CD8* de todas las muestras

de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se observan en la Figura 13.
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Figura 12: Andlisis representativo para determinar el porcentaje de activacién de linfocitos T CD8* y linfocitos T CD8- en una muestra de liquido
pleural de un paciente con adenocarcinoma pulmonar. 1) Determinacion de la regién de los linfocitos T CD8* (CD3*CD8* 6valo rojo) y la region de
los linfocitos T CD4* (CD3*CD8- 6valo verde). 2) y 3) Porcentaje de linfocitos T CD8+*CD137* (cuadro rojo) y linfocitos T CD8CD137* (cuadro verde)
estimulados con los péptidos pp65CMV, MAGE-3A o WT-1, las regiones de los linfocitos T CD8*CD137* y linfocitos T CD8CD137* fueron
establecidas de acuerdo al control de isotipo
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Figura 13. Porcentaje de células CD137* (Logio) provenientes de derrames pleurales de pacientes
con adenocarcinoma pulmonar. Cytostim: estimulo policlonal; pp65CMV: control positivo de
activacion de linfocitos T antigeno-especificos; MAGE-3A y WT-1: Antigenos tumorales. La barra
representa la media. En la parte superior de la gréafica se indica el nimero de pacientes cuyas
‘células respondieron al estimulo

Los porcentajes de las células T CD8*CD137*y CD8CD137* se obtuvieron al restar
el porcentaje de células T CD8*CD137*y CD8CD137" del control sin estimulo y del
pegado inespecifico detectado en el control de isotipo.

El Cytostim indujo en el 100% de los pacientes un incremento de las células T
CD8*CD137* y CD8CD137* (T CD4%). Mientras que la estimulacion con el
pp65CMV indujo que el 50% de los pacientes respondieran al antigeno. El
porcentaje de células T CD8*CD137* fue de 1.4+1.4% y de células T CD8*CD137*
fue de 1.5+1.2%. Para los péptidos tumorales MAGE-3A y WT-1 hubo una tendencia
a presentar un mayor porcentaje de células T CD8*CD137* con respecto a las
células T CD8CD137".

Por otra parte, nosotros encontramos porcentajes de células T CD8*CD137* en las
condiciones sin estimular en 3/20 muestra. Dos muestras con porcentajes menores
de 0.6% de células T CD8*CD137" y la tercera muestra con un porcentaje de 27.9%
de células T CD8*CD137* (datos no mostrados).
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Para conocer si la poblacion de células CD137* se incrementa en los linfocitos T
CD8* cercanos al tumor y si esté ausente a nivel sistémico, se evalud la expresion
de la molécula de activacion CD137 en linfocitos T CD8* en la sangre periférica de
6 pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Las células se estimularon con los
antigenos tumorales MAGE-3A y WT-1. Dada a la poca cantidad de material
biolégico de sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma pulmonar con que
se disponia, se evaluo solo la estimulacion con los péptidos tumorales MAGE-3A o
WT-1. No se encontraron células T CD8*CD137* en 4/6 muestras de sangre
periférica, mientras que en 2 muestras se presentaron células T CD8*CD137* con
un porcentaje menor del 1% en ambos péptidos tumorales. Los pacientes cuyas
muestras de sangre periférica que no presentaron células T CD137* tampoco
presentaron a esta subpoblacién en el derrame pleural (datos no mostrados). Tal
vez estos pacientes no presentan los péptidos tumorales MAGE-3A y WT-1 en sus
tumores pulmonares, es necesario realizar la determinacion de estos antigenos en

tejido tumoral.

Los linfocitos T CD8'CD137" activados por los péptidos pp65CMV,
MAGE-3A y WT-1 son principalmente de fenotipo de memoria

El andlisis de las subpoblaciones de linfocitos T CD8* naive, memoria y efectora
gue reconocieron a los péptidos de CMV, asi como a los péptidos tumorales, se
realiz6 en los pacientes que presentaron linfocitos T CD8* antigeno especificos con
porcentajes de células T CD8*CD137* mayor al 1%. Considerando lo anterior, se
analizé el fenotipo de las células T CD8*CD137* para MAGE-3A en 4 muestras,
para WT-1 en 3 muestras y para pp65CMV en 10 muestras.

Se determiné el porcentaje de las subpoblaciones naive (CD27*CD45RA™),
memoria (CD27*CD45RA"), efectora (CD27-CD45RA") y la subpoblacion doble
negativa (CD27-CD45RA"), a partir de los linfocitos T CD8*CD137* se realiz6 la
grafica de CD27 vs. CD45RA (Ver Figura 14A). El principal fenotipo observado en
las células T CD8*CD137* proveniente de los tratamientos con los péptidos de
MAGE-3A, WT-1y pp65CMYV fue la subpoblacion de memoria (CD27*CD45RA") con

un porcentaje mayor al 65%, mientras que para el Cytostim la subpoblaciéon de
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memoria fue mayor al 45%. La subpoblacién doble negativa (CD45RACD27") fue la

segunda mas abundante, que es una subpoblacion intermedia entre linfocitos T

CD8* de memoria y efectora, con un porcentaje menor del 15% para los péptidos,

mientras para el Cytostim fue la subpoblacion naive con un porcentaje menor del
30%. (Ver Figura 14B). El porcentaje de células T CD8*CD137* con fenotipo de
memoria tendié a ser mayor posterior al tratamiento con los péptidos tumorales y de

pp65CMV con respecto al Cytostim. Sin embargo, los porcentajes de células T

CD8*CD137* con el fenotipo efector tendieron a ser menores para los tratamientos

con los péptidos tumorales MAGE-3A y WT-1 comparado con las células

provenientes de los tratamientos con Cytostim o péptidos de CMV.
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B) Fenotipo de los linfocitos T CD8*CD137*
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Figura 14. A) Analisis citométrico de las subpoblaciones naive (CD45RA*CD27*), memoria
(CD45RA-CD27*), efectora (CD45RA*CD27-) y doble negativa (CD45RA-CD27-) de los linfocitos T
CD8*CD137* estimulados con Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A y WT-1 de un paciente con
adenocarcinoma pulmonar. B) Subpoblaciones naive, memoria y efectora en linfocitos T
CD8*CD137* provenientes de liquido pleural en funcién de los estimulos empleados. La barra
representa la mediana

PD-1 se expres6 predominantemente en los linfocitos T
CD8*CD137*

Una constitutiva y alta expresion de la molécula coinhibitoria PD-1 es asociada con
una disfuncionalidad de los linfocitos T CD8* efectores.(# 22 52) Por esta razon, se
determind el porcentaje de las células PD-1* en la poblacion total y especifica de
los linfocitos T CD8* de pacientes con adenocarcinoma pulmonar al estimularlos
con los péptidos de MAGE-3A, WT-1, pp65CMV y Cytostim. Se encontraron
porcentajes por arriba del 20% de linfocitos T CD8*PD-1* post-tratamientos. El
Cytostim indujo un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T CD8*PD-1*
con relacion al porcentaje de linfocitos T CD8*PD-1* de las CMN sin estimular (Ver
Figura 16A). Adicionalmente, los linfocitos T CD8*CD137* mostraron un porcentaje

considerable de células PD-1* en todos los estimulos empleados, sugiriendo que
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PD-1 se expresa en los linfocitos T CD8* activados y en ambientes pro-

inflamatorios. Por otra parte, se observo un incremento no significativo en el

porcentaje de células T CD8*CD137*PD-1* al estimular con los péptidos tumorales
de MAGE-3A o WT-1, al comparar los porcentajes de células T CD8*CD137*PD-1*
estimuladas con Cytostim o péptidos de pp65CMV (Ver Figura 16B).
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Figura 15. A) Andlisis citométrico de las células PD-1* en la poblacién total de linfocitos T CD8* al
estimular con Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A o WT-1. La regién de las células T CD8*PD-1* fueron
establecidas de acuerdo al control de isotipo
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B) Region de linfocitos T CD8*CD137* post-estimulacién
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Figura 15. B) Andlisis citométrico de las células PD-1* en la poblacion de linfocitos T CD8*CD137* al
estimular con Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A o WT-1. La regién de las células T CD8*CD137*PD-1*

fueron establecidas de acuerdo al control de isotipo
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Figura 16. A) Porcentaje de linfocitos T CD8*PD-1* en liquido pleural en funcion de los estimulos

empleados. La barra representa la media.
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B) Region de linfocitos T CD8*CD137* post-estimulacion
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Figura 16. B) Porcentaje de linfocitos T CD8+*CD137*PD-1* en liquido pleural en funcién de los
estimulos empleados. La barra representa la mediana

La poblacion de los linfocitos T CD8" no presentan un fenotipo de
agotamiento

La co-expresion de PD-1 y TIM-3 en linfocitos T CD8* se ha descrito como el
fenotipo mas severo de agotamiento en enfermedades crénicas y cancer.(1419.22)
Con base a esto, se evaluo la co-expresion de estas moléculas en linfocitos T CD8*
de pacientes con adenocarcinoma pulmonar estimulados con péptidos de MAGE-
3A, WT-1, pp65CMV o Cytostim. Los porcentajes de linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3*
fueron menores al 10% en todos los tratamientos. Sin embargo, el porcentaje de
linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3* tendi6 a incrementarse al estimular con Cytostim, con
respecto al porcentaje de linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3* provenientes de la
condicion sin estimulo (Ver Figura 17B). Sugiriendo que la poblacion total de
linfocitos T CD8* no presentan un fenotipo de agotamiento.

A partir de la subpoblacion de linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3* se determiné el
porcentaje de células CD137*. El analisis mostr6 que menos del 10% de los

linfocitos con el fenotipo PD-1*TIM-3* expresan la molécula CD137 al estimular con

48



los péptidos de MAGE-3A, WT-1, pp65CMV, mientras que para el Cytostim el 42.5%
de los linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3* expresan la molécula CD137 (Ver Figura 18
para datos representativos). Lo anterior sugiere que la poblacion antigeno-

especifica de los linfocitos T CD8* no presenta un fenotipo de agotamiento.
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Figura 17. A) Analisis citométrico de las células PD-1*TIM-3* en la poblacién total de linfocitos T
CD8* al estimular con Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A o WT-1 de un paciente con adenocarcinoma
pulmonar. Los cuadrantes fueron establecidos de acuerdo al control de isotipo.
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B) Linfocitos T CD8* con fenotipo de agotamiento post-estimulacion
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Figura 17. B) Porcentaje de células PD-1*TIM-3* en la poblacion total de linfocitos T CD8* al
estimular con Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A o WT-1 de un paciente con adenocarcinoma
pulmonar. La barra representa la mediana
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Figura 18. Analisis citométrico de las células T CD8*PD-1*TIM-3* en funcion de los siguientes
tratamientos: Control sin estimulo, Cytostim, pp65CMV, MAGE-3A y WT-1 de un paciente con
adenocarcinoma pulmonar. La regién de las células CD137* fue establecida de acuerdo al control

de isotipo
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DISCUSION

Las células T tienen efectos antitumorales y son el principal mecanismo por el cual
se pueden eliminar los tumores, esto ha sido demostrado en modelos preclinicos y
clinicos de cancer.®2 En humanos, se ha demostrado que distintos tipos de
canceres contienen linfocitos infiltrantes de tumor, dichos linfocitos presentan
fenotipo de memoria y efectora, sugiriendo que estas subpoblaciones son
reclutadas y activadas en el sitio del tumor. Por lo anterior, se han realizado
esfuerzos para emplear a los linfocitos T en la inmunoterapia de los pacientes con
cancer, ya que la persistencia de células T CD8* de memoria y efectora, tanto en el
sitio del tumor como en circulacion, correlacionan con resultados clinicos
favorables.®

Se ha reportado que el miembro de la familia del TNF CD137 (4-1BB) presenta las
siguientes caracteristicas: i) muestra bajos niveles de expresion en células T sin
estimular, ii) aumenta su expresion en la superficie de las subpoblaciones de
linfocitos T antigeno-especificos, después del contacto con su antigeno vy iii) un
incremento transitorio en la expresion de esta molécula en células T después de
que son estimuladas con su antigeno (maxima expresién a las 24h). Por lo anterior,
se ha sugerido que la molécula CD137 puede ser empleada como marcador de
activacion de los linfocitos T CD8*, permitiendo detectar a los linfocitos T antigeno-
especificos.®?47) Nosotros encontramos en 3/20 muestras de liquido pleural maligno
la expresion de la molécula CD137 en los linfocitos T CD8* sin estimular, esto pudo
deberse a la interaccidn entre las células tumorales presentes en las muestras de
liquido pleural y los linfocitos T CD8*, provocando en esta ultima subpoblacion su
activacion y expresion de la molécula CD137.

Con respecto a los datos de activacion de los linfocitos T, todas las muestras de
derrames pleurales presentaron linfocitos T CD8*CD137* y CD8CD137* (T CD4")
al estimularlas con el estimulo policlonal Cytostim. Estos resultados indican que bajo
nuestras condiciones experimentales es posible detectar la activacién de linfocitos

T por medio de la molécula CD137. El fenotipo que presentaron las células T
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CD8*CD137* fue predominantemente de memoria. Aungque también, se encontraron
células naive y efectoras.

Por otra parte, dado que el estimulo con Cytostim es policlonal y el objetivo del
trabajo es analizar poblaciones T CD8* antigeno-especificos, como control de este
tipo de respuesta empleamos el estimulo con CMV, ya que la mayoria de las
personas adultas ha estado en contacto con este virus. Se ha reportado que el virus
CMV infecta entre el 50-85% de la poblacion adulta.?» Bajo nuestras condiciones
experimentales se pudo detectar linfocitos T CD8* y T CD4* que reconocen a los
péptidos de CMV en muestras de derrames pleurales. Se ha reportado que en
sangre periférica de sujetos sanos el porcentaje de linfocitos T CD8* y T CD4* que
responden al estimulo con péptidos de CMV es alrededor del 5% en ambas
subpoblaciones®’), nuestros resultados con respecto a la relacion de células T CD4*
y CD8* que responden a los péptidos de CMV son similares.

A diferencia del estimulo con Cytostim, en donde se observd un porcentaje
considerable de células naive activadas, el fenotipo predominante fue el células de
memoria (CD45RACD27* y CD45RACD27°) y efectoras, lo que indica que se estan
activando clonas de células T CD8* que previamente han estado en contacto con el
CMV.

Con respecto a los antigenos MAGE-3A y WT-1, Melloni G. et al. encontrd una tasa
de frecuencia del 45% del antigeno MAGE-3A en biopsias de tumores pulmonares
de pacientes con NSCLC.® Este reporte concuerda con el porcentaje del 45% de
muestras de pacientes cuyos linfocitos T CD8* expresaron CD137* al estimularlos
con MAGE-3A, en las muestras de los derrames pleurales de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. Por otro lado, el 50% de los pacientes presentaron
linfocitos T CD8*CD137* en liquido pleural al estimularlos con los péptidos WT-1y
para esta proteina no se encontraron reportes que indique la prevalencia en
pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Es importante determinar si en las
biopsias o en las células tumorales, de los pacientes analizados en este trabajo, la
presencia de los antigenos tumorales MAGE-3A y/o WT-1 mediante

inmunohistoquimica.
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A diferencia de lo observado con los estimulos con Cytostim y los péptidos de CMV,
hubo una tendencia a presentar un mayor porcentaje de células T CD8* que T CD4*
gue respondieron a los péptidos tumorales, lo cual sugiere que se esta llevando una
respuesta mediada por linfocitos T CD8* y que estos se estan reclutando
preferentemente al compartimento pleural. Ademas, nuestros datos indican que se
presentaron dos grupos de pacientes, aquellos cuyo porcentaje de células T
CD8*CD137* fue mayor al 1% y el otro grupo cuyo porcentaje fue menor al 1%.

La subpoblacion de linfocitos T CD8*CD137* (antigeno-especificos) presenté una
elevada proporcién de células de memoria y una baja proporcién de la subpoblacién
de linfocitos efectores, resultados similares han sido descritos previamente por
nuestro grupo de trabajo en linfocitos T CD8* totales.®>32) Cabe sefialar que la
subpoblacién de linfocitos T CD8*CD137* efectora especifica para los péptidos
tumorales MAGE-3A y WT-1 se encontr6 disminuida, al compararla con la
subpoblacién de linfocitos T CD8*CD137* efectora especifica para pp65CMV, estos
datos sugieren que los linfocitos T CD8*C137* terminalmente diferenciados que
estan en contacto con las células tumorales son activados crénicamente y mueren
por apoptosis, mecanismo conocido como AICD y que involucra tanto a linfocitos T
CD8* especificos de tumor y no especificos de tumor.®43% Es posible que a causa
del AICD se deba a la reducida cantidad de la subpoblacién de linfocitos T CD8*
efectores en el derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
También, las células tumorales podrian bloquear el proceso de diferenciacion de los
linfocitos T CD8* de memoria a linfocitos T CD8"* efectores. Este bloqueo puede ser
mediado por componentes inmunosupresores en el microambiente tumoral
(citocinas y poblaciones celulares inmunosupresoras).®%° Otra explicacion al bajo
porcentaje de los linfocitos T CD8*CD137* efectores puede ser por el bajo
porcentaje de los linfocitos T CD4*CD137*, pues se sabe que los linfocitos T CD4*
son importantes para la formacion y mantenimiento de los linfocitos T CD8* de
memoria y efectora, mejorando la respuesta inmune antitumoral. Church S. et al.
reportaron en un modelo murino de melanoma que la presencia de linfocitos T CD4*

tumor-especificos aumentaron las funciones efectoras antitumorales y persistencia
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de linfocitos T CD8* tumor especificos, ademas de disminuir la expresién del
marcador de agotamiento PD-1y de la expresion del receptor TRAIL.®)

Una estimulacion crénica resulta en una pérdida progresiva de las funciones de los
linfocitos T y a la expresion de marcadores asociados al agotamiento TIM-3 y PD-
1. Se han reportado que los linfocitos T provenientes de pacientes con melanoma
en estadios avanzados®14), cancer colorectal® y en modelos murinos con cancer
de colon, mama y melanoma®® adquieren este fenotipo de agotamiento.
Adicionalmente, un estudio previo de nuestro grupo de trabajo ha reportado que en
sangre periférica y liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, esta
incrementado el porcentaje de linfocitos T CD8*PD-1* al compararlo con grupos
control (sujetos con patologias crénicas y sujetos sanos).®% Por lo que se analizé
la expresiéon de PD-1 y la co-expresion con TIM-3 en los linfocitos T CD8* de
derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

Se ha reportado que la estimulacién antigénica de linfocitos T CD8* conduce a un
aumento en la expresion de PD-1 de forma transitoria.!¥ Nuestros resultados
empleando el estimulo con Cytostim son similares a lo reportado. Mientras que la
estimulacién con los péptidos pp65CMV, MAGE.3A y WT-1 no incremento el
porcentaje de células T CD8*PD-1* al comparar con las células sin estimular. Lo
gue puede deberse al bajo porcentaje de células T CD8*CD137* inducidas por el
reconocimiento de los péptidos tumorales y de los péptidos de CMV.

Por otra parte, nosotros observamos que el porcentaje de los linfocitos T CD8*PD-
1*TIM-3* en las condiciones sin estimular fue menor al 1% en las muestras de los
derrames pleurales de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, en contraste con
los reportado en pacientes con melanoma. Ademas, las células T CD8*PD-
1*TIM-3* expresaron CD137 al estimular con Cytostim, lo que indica que bajo
nuestras condiciones experimentales es posible determinar la activacion via TCR
de los linfocitos T CD8*PD-1*TIM-3*. Sin embargo, la mayoria de los linfocitos T
CD8*PD-1*TIM-3* no expresaron CD137 al estimularlos con pp65CMV, MAGE-3A
o WT-1; lo cual sugiere que, a diferencia de otros tumores, los linfocitos T CD8*

tumor-especificos no presentan un fenotipo de agotamiento.
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La transferencia o adopcién de linfocitos T tumor-especificos puede ser empleada
como alternativa terapéutica para los pacientes con tumores pulmonares que
expresen MAGE-3A o WT-1. Posteriormente sugerimos purificar y reactivar ex vivo
las células T CD8*CD137"* especificas para los antigenos tumorales MAGE-3A o
WT-1. Adicionalmente, se requieren estudios para determinar el péptido o los
péptidos de MAGE-3A o WT-1 que activan a las clonas de linfocitos T CD8*,
empleando la tecnologia de tetrameros.

Por otra parte, se requiere analizar si se recuperan las funciones efectoras de los
linfocitos T CD8* especificos-MAGE-3A o WT-1 bloqueando la via de PD-1/PD-L1
con anticuerpos monoclonales anti-PD-1, ya que nuestros datos indican que la
mayoria de la subpoblacion de linfocitos T CD8* especificos para los antigenos
tumorales expresan la molécula inhibitoria PD-1. Lo anterior con el fin de poder
utilizar a los linfocitos T CD8* antigeno-especificos en la inmunoterapia para los

pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se identificaron y cuantificaron a los linfocitos T CD8*CD137* al ser
estimulados con los péptidos tumorales de MAGE-3A o WT-1, en muestras

de liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar

El fenotipo de las células T CD8*CD137"* provenientes de los estimulos con
antigenos tumorales corresponde a los linfocitos T CD8* de memoria y
CD45RACD27-

La molécula PD-1 se expres6é predominantemente en linfocitos T
CD8*CD137*, en muestras de liquido pleural de pacientes con

adenocarcinoma pulmonar
La poblacién total y tumor-especifica de linfocitos T CD8* no presentaron un

fenotipo de agotamiento, ya que no co-expresaron las moléculas PD-1y TIM-
3
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