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ABREVIATURAS

AICD Muerte celular inducida por activacion

APC Célula presentadora de antigeno profesional
BSA Albumina sérica bovina

CCR Receptor de quimiocina

CD Cluster de diferenciacion

CMN Células mononucleares

COX Ciclooxigenasa

CT Célula tumoral

CTL’s Linfocitos T citotoxicos

CTLA-4 Antigeno-4 de los linfocitos T citotoxicos

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FAS Receptor de muerte

Foxp3 Factor de transcripcion con dominio “forkhead box P3”
ICOS Coestimulador inducible de linfocitos Tregs

IDO Indolamina- 2,3, dioxigenasa

IFN Interferén

Ig Inmunoglobulina

IL Interleucina

MDSC Células supresoras de origen mieloide

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

FCS Forward scatter

NK por sus siglas en inglés Natural Killer (Asesina natural)
NOS Oxido nitrico sintasa

NSLC Céancer de pulmon de células no pequeias
PD-1 Receptor de muerte programada 1

PGE2 Prostaglandina E2

RAG Gen activador de la recombinacién

RORyt Receptor huérfano relacionado al acido retinoico
ROS Especies reactivas de oxigeno

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute

SCLC Céancer de pulmén de células pequenas

SSC Side scatter

TAP Transportador asociado con el procesamiento antigénico
TCR Receptor de células T

TGF- Factor de crecimiento transformante -3

Th Linfocito T cooperador

TILs Linfocitos infiltrantes al tumor

TLR Receptor de tipo Toll

TNF Factor de necrosis tumoral

TRAIL Ligando inductor de muerte asociado a TNF
Tregs Linfocitos T reguladores

STAT Senial del transductor y activador de transcripcion
TSLP Linfopoyetina timica estromal

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial




RESUMEN

Introduccion: En México, el cancer pulmonar es la segunda causa de muerte en hombres y la
cuarta en mujeres. Los linfocitos T reguladores (Tregs) favorecen la progresion del tumor;
mientras que la funcién de los linfocitos Th17 frente al tumor es controversial ya que tienen
propiedades pro y anti-tumorales. La participacion de estas subpoblaciones en el microambiente
tumoral de pacientes con cancer pulmonar es poco clara.

Objetivo: Determinar el porcentaje de linfocitos Tregs y Thl7 empleando diferentes
marcadores celulares en muestras de pacientes diagnosticados con cancer pulmonar gque han
desarrollado derrame pleural.

Metodologia: A partir de los derrames pleurales provenientes de 16 pacientes con cancer
pulmonar y de 7 pacientes con tuberculosis (grupo incluido para evaluar si la presencia de las
células Tregs o Th1l7 se debe al proceso inflamatorio crénico o a la patologia maligna), se
obtuvieron las células mononucleares (CMN). Se identificaron a los linfocitos Thl7 y Tregs
empleando diversos marcadores moleculares. Posteriormente, a partir de los linfocitos T CD4+
purificados, se evalud el perfil de citocinas Th1, Th2 y Th17, mediante CBA’s (Cytometric Bead
Array). Las muestras fueron adquiridas a traves de un citometro de flujo FACSCanto II.
Resultados: Se determind el porcentaje de linfocitos Th17 (CD3+CD4+RORy+), asi como el
porcentaje de linfocitos Tregs (CD3+CD4+CD25+CD127-Foxp3+). El porcentaje de linfocitos
Th17 fue mayor con respecto al porcentaje de linfocitos Tregs, en ambos grupos de estudio; sin
embargo, el porcentaje de linfocitos Th17 provenientes de pacientes con cancer pulmonar tendié
a incrementarse en comparacion con el grupo de tuberculosis. El fenotipo que los linfocitos
Th17 expresaron, era predominantemente de memoria (CD45RA-) también se presentd una
subpoblacion de linfocitos Thl7 con fenotipo efector (CD127-), esto se observd en ambos
grupos de estudio.

Con respecto al perfil de citocinas que secretaban los linfocitos T CD4+ provenientes de
pacientes con cancer pulmonar, se encontro la presencia de las citocinas TNF-o, IFN-y e IL-6.
A las 72h de estimulacion se observo la disminucion de la IL-10 y el aumento en la IL-17 A.
Por lo que nuestros resultados indican que los linfocitos T CD4+ favorecen el proceso de
inflamacion, por el cual se podria estar beneficiando la progresion de las células tumorales. Con
respecto al perfil de citocinas secretadas por los linfocitos T CD4+ del grupo de Tb, se observé
que la secrecion de la IL-10 se mantiene, mientras que no hubo secrecién de IL-17. Por otro
parte se observo un aumento en la concentracion de IFN-y. Lo que sugiere que en Tb el perfil
de citocinas corresponde a un perfil Thl, Th3 y no Thl7.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que en estadios avanzados del cancer pulmonar, el
proceso de inflamacion cronica favorece la presencia de los linfocitos Th17 los cuales podrian
Ilevar a cabo una funcién pro-tumoral.

Vi



INTRODUCCION

Céancer
El cancer es un conjunto de enfermedades originadas por cambios genéticos y

epigenéticos en el DNA. Estos cambios ocurren en genes supresores del tumor y en
los proto-oncogenes, debido a la exposicion continua a agentes fisicos, quimicos o
biologicos.®4 4D La mayoria de esos cambios genéticos permiten que las células
adquieran caracteristicas conocidas como “hallmarks” o “marcas del cancer’ que
transforman una célula normal a una célula tumoral. Estas marcas son: potencial
replicativo ilimitado, evasion a la apoptosis, angiogénesis sostenida, insensibilidad a
las sefiales anti-proliferativas, autosuficiencia proliferativa, invasion al tejido,
metastasis, reprogramacion metabdlica y por Uultimo la evasion del sistema
inmunitario.® Estos eventos incrementan la inestabilidad genémica proporcionando
que la célula gane o pierda funciones, favoreciendo de esta manera su proliferacion
descontrolada y la invasion a otros tejidos (metastasis).(® 9

Mundialmente el cancer es una de las principales causas de muerte; en el 2008 causo
7,6 millones de defunciones que equivalen aproximadamente el 13% del total de

defunciones al afio. 41

Céancer Pulmonar
El cancer pulmonar presenta una alta incidencia a nivel mundial y causa 1.6

millones de muertes al afio.(1% 41 En México, el cancer de pulmon es la segunda causa
de muerte para los hombres con un porcentaje de defuncién del 7.0% y en las mujeres
es la quinta causa de muerte con un porcentaje de defuncion del 3.6%.%) El consumo
de tabaco es el factor de riesgo mas importante, ya que causa el 71% de las muertes
mundiales por cancer pulmonar.“?

El humo del tabaco contiene mas de 250 sustancias que actlian como carcinégenos,
entre estas sustancias se encuentran: los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las
aminas aromaticas y nitrosaminas. Estos carcindégenos reaccionan quimicamente con
el DNA produciendo aductos y predisponiendo al individuo a desarrollar cancer

pulmonar. (25 41)




Clasificacién del Cancer Pulmonar

El cancer de pulmon se clasifica de acuerdo a su histopatologia en dos grupos:

Cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC por sus siglas en inglés) y Cancer

de pulmoén de células pequeias (SCLC). (10.25,49)

a. EINSCLC es el tipo mas comuan de cancer, representa aproximadamente el 85% de

los casos y abarca tres tipos histologicos:

Adenocarcinoma, este tipo de cancer se encuentra en la periferia del pulmon y
es la forma mas comun de cancer pulmonar. Histol6gicamente se distingue por
presentar un patron acinar, papilar y bronquioloalveolar.

Carcinoma de células escamosas, este tipo de cancer se encuentra cerca de
los bronquios, hacia el centro de la cavidad toracica, también se le conoce como
carcinoma epidermoide. Su patron histoldgico muestra queratinizacion y/o
puentes intercelulares.

Carcinoma de células grandes, se presentan en cualquier parte del pulmoény es
de crecimiento rapido. Se distingue porque su histologia es un tumor
pobremente diferenciado que carece de caracteristicas citolégicas y que no
presenta diferenciacién glandular o escamosa. Por lo tanto, el diagndstico se

realiza por exclusion.

b. El cancer de pulmén de células pequeiias (SCLC) representa el 15% de los casos

es de origen neuroendocrino y se encuentra en las vias centrales. (10.25.49)

Derrame Pleural

El pulmén esta recubierto por una membrana serosa llamada pleura que esta

compuesta por células mesoteliales, tejido conjuntivo y elastico. La membrana pleural

gue recubre la cavidad toracica es la pleura parietal, y la que recubre al pulmén es la

pleura visceral.®® En la cavidad pleural se produce cierta cantidad de liquido, que en

condiciones normales no supera a los 15 mL, este liquido se conoce como liquido

pleural, el cual es producido en la pleura parietal y se absorbe en la visceral. La funcion

que lleva a cabo este liquido es la de evitar la friccibn durante el proceso de inspiracion

y espiracion.* 35




Se conoce como derrame pleural a la acumulacién anormal del liquido en la cavidad

pleural. Los derrames pleurales se pueden clasificar en: trasudados y en exudados. ®

e El primer grupo es causado por problemas osmaéticos hidraulicos como el aumento
de la presion hidrostatica o por la disminucion de la presion osmdtica, y es causado
por algunas enfermedades como: insuficiencia cardiaca, cirrosis hepatica y
sindrome nefratico, entre otras.

e Los exudados son causados por alguna lesion o enfermedad que dafien la
integridad de la pleura y por ende se origina un aumento en la permeabilidad
capilar. Algunas de las causas son: por infecciones, tumores, traumatismos,

neumonias, etc.®

Derrame Pleural Maligno
El derrame pleural maligno es un sintoma que se presenta en los pacientes que han

sido diagnosticados con algun tipo de cancer, como es el cancer pulmonar, el de
mama, o linfoma. ¢4

Alrededor del 40% de los derrames pleurales malignos son originados por cancer
pulmonar. Los derrames pleurales malignos se originan debido al aumento en la
permeabilidad capilar o por la obstruccion del drenaje linfatico debido a la presencia
de las células tumorales.® La acumulacion de este liquido se presenta frecuentemente
en pacientes con una edad mayor a los 60 afios y en los estadios IlIb y IV. El desarrollo
del derrame pleural también puede deberse al tratamiento que se le esté dando al
paciente como la radioterapia o la quimioterapia.@

Se ha observado que en el derrame pleural maligno se pueden encontrar células
tumorales asi como células del sistema inmunitario. Por lo que es un sitio adecuado
para estudiar la respuesta inmunolégica anti-tumoral. Se ha reportado que en el

derrame pleural se incrementa la poblacién de linfocitos T CD4+.(3 57)



http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=524207&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44971&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45214&version=Patient&language=Spanish

Respuestainmunoldgica ante el cancer
La nocién de que el sistema inmune podria suprimir el desarrollo de las células

tumorales fue propuesta inicialmente por Paul Erlich a principios del siglo XX y fue
replanteada hasta 1957 por Sir Macfarland Burnet y Lewis Thomas quienes afirmaron
que: “una de las funciones fisiologicas del sistema inmune es la de reconocer y destruir
a las células transformadas antes de que se conviertan en células tumorales o matar
a las células tumorales ya desarrolladas”. % Ambos cientificos especularon que los
linfocitos jugaban un papel critico en el reconocimiento y la eliminacién de las células
tumorales. Sin embargo, esta hipotesis fue puesta a prueba por Osias Stutman, quien
demostrd que no existia diferencia en el desarrollo y crecimiento de tumores, entre
ratones atimicos “desnudos” y ratones silvestres.® 19 Esta observacién implico que la
hipétesis de la inmunovigilancia fuera abandonada por otras posibles teorias que
explicaran la funcion de las células del sistema inmunitario durante el desarrollo del
tumor. Con el paso del tiempo, diversos estudios demostraron que los ratones
“‘desnudos” no eran completamente inmunodeficientes ya que ellos tenian otro tipo de
células (como NK y una pequefia poblacion de linfocitos T) que podrian estar
favoreciendo la supresién del tumor.(®)

La teoria de la “Inmunovigilancia” vuelve a cobrar interés debido a que se demostré en
modelos animales, que la participacion del IFNy y de los linfocitos T suprimen el
crecimiento del tumor. El bloque6é del IFNy utilizando anticuerpos monoclonales
favoreci6 la aparicion del tumor. Asimismo, ratones deficientes en la produccién de
perforinas o ratones knockout para las enzimas RAG-1 o0 RAG-2, mostraron desarrollo
tumoral.*> Estos experimentos destacaron la relevancia que tiene el sistema
inmunitario al reconocer y eliminar a las células tumorales, y que tanto las células NK
como los linfocitos T citotoxicos (CTL’s), son esenciales en este proceso.

Al paso del tiempo se encontré que durante el proceso de eliminacion de las células
transformadas, el sistema inmune podia contribuir a la seleccion de variantes
tumorales capaces de resistir o bloguear las acciones anti-tumorales de las células
inmunoldgicas. Por lo que el término “inmunovigilancia” no describia este Ultimo

proceso de “escape” que las células transformadas llevan a cabo para evadir la




respuesta inmunitaria. Esto llevo a que se considerara una nueva teoria denominada

“Teoria de la Inmunoedicion”.(: 19

Inmunoedicion
La respuesta inmunitaria frente a las células tumorales impone presiones

selectivas que dan lugar a la supervivencia y el crecimiento de variantes de células
tumorales. La teoria de la Inmunoedicion trata de explicar la participacion que tiene el
sistema inmunitario en el desarrollo tumoral. Esta teoria consta de tres fases

denominadas: eliminacion, equilibrio y escape.®: 19

Fase de eliminacion
Esta fase engloba a la inmunovigilancia en la cual tanto el sistema inmune innato como

el adaptativo participan juntos para detectar y destruir células tumorales. Esta fase
involucra 4 etapas:

En la primera etapa, el tumor alcanza un tamafo entre 1-3mm, por lo que empieza a
invadir el tejido, requiriendo irrigacién sanguinea y llevandose a cabo un arreglo en el
estroma, lo que induce sefiales de alarma y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias. Esto origina el reclutamiento de ciertas células del sistema inmunitario
(células NK, NKT, linfocitos T, macrofagos y células dendriticas), que reconocen a las
células transformadas. Las células NK inducen la muerte tumoral por la via de
perforina-granzima. Los macréfagos inducen especies reactivas del oxigeno y
nitrégeno. Tanto las células NK como los macréfagos producen IL-12 e IFNy, citocinas
gue ayudan entre otras cosas, a la diferenciacion de los linfocitos Thl. En la segunda
etapa se induce la produccion de las quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y CXCL11, entre
otras) por las células tumorales; algunas de estas quimiocinas bloquean la formacién
de nuevos vasos sanguineos lo que ocasiona la muerte tumoral por hipoxia, ademas
del reclutamiento de mas células NK y macréfagos.®® En la tercera etapa, las células
tumorales muertas son fagocitadas por células dendriticas inmaduras, las cuales al
migrar hacia los ganglios linfaticos van madurando y una vez ahi llevan a cabo la
presentacion del antigeno tumoral a los linfocitos T, los cuales se activan y se

diferencian a linfocitos T citotoxicos especificos contra células tumorales. Finalmente




se lleva a cabo la cuarta etapa, en la cual los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos

llegan al sitio del tumor y eliminan a las células tumorales.®®

Fase de equilibrio
Cuando el proceso de eliminacion de las células tumorales no es completo, se

desarrollardn nuevas variantes tumorales que presentan una inmunogenicidad
disminuida y se mantienen en un estado de equilibrio con la respuesta inmunoldgica.
En esta fase se lleva a cabo la seleccidn natural de células tumorales surgiendo nuevas
variantes que contienen diversas mutaciones, por lo que las células tumorales
adquieren una gran inestabilidad genética, esto les proporcionan cierta capacidad para

evadir a la respuesta inmunitaria y por ende favorecer su crecimiento. © 15

Fase de escape
Para este proceso sobreviven las células tumorales que han adquirido cambios

genéticos o epigenéticos y que no son detectadas o evaden activamente a las células
del sistema inmunitario, por lo que comienzan a expandirse de una manera

incontrolada, dando el crecimiento progresivo del tumor hasta su manifestacion clinica.
(5, 15)

Eliminacion Equilibrio

Inestabilidad Genética/ Heterogeneidad Celular

Seleccion inmunitaria

Figura 1. Teoria de la Inmunoedicion. a) Eliminacion. El sistema inmune innato y el adaptativo
participan juntos para detectar y destruir células tumorales. b) Equilibrio. El proceso de eliminacion no
fue completo y se desarrollaron nuevas variantes tumorales. Se mantiene en un estado de equilibrio
entre las células tumorales y la respuesta inmunitaria. ¢) Escape. Sobreviven las células tumorales y
empiezan a expandirse descontroladamente. Modificado de la referencia ©)
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Mecanismos de evasion tumoral

Las nuevas variantes tumorales tienen la capacidad para elaborar mecanismos

gue les permiten evadir el reconocimiento y la destruccion que lleva a cabo el sistema

inmunitario. Algunos de los mecanismos de evasion son:“4

La presentacion del antigeno, por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de clase 1, es fundamental para la activacion de los linfocitos T citotéxicos (CTL’s).
Las células tumorales presentan mutaciones en diversos genes que codifican para
los componentes necesarios en el procesamiento y la presentacion de los
antigenos tumorales (Tabla 1). Esto ocasiona una deficiencia en la expresion de
moléculas del MHC de clase 1 y por ende los CTL’s no puede llevar a cabo su

funcién efectora frente al tumor. “7)

Tabla 1. Alteraciones que afectan la expresion de la molécula del MHC de clase 1:

» Mutaciones, deleciones o rearreglos de los genes que codifican para la
microglobulina Ba.

» Mutaciones en TAP (Transportador asociado con el procesamiento antigénico).

» Pérdida parcial o total del alelo que codifica para la cadena pesada.

» Mutaciones en los genes que codifican para los componentes del proteosoma.

Otro mecanismo de evasion es la secrecion de citocinas inmunosupresoras por las
células tumorales, como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante  (TGF-
B). Ambas citocinas reducen la activacion de macrofagos y linfocitos T asi como
sus funciones efectoras. (2% 44

Los linfocitos T reguladores (Tregs), subpoblacion de linfocitos T CD4+, controlan
la respuesta inmunoldgica inhibiendo la proliferacion y la funcién efectora de otras
células. Los linfocitos Tregs secretan citocinas inmunosupresoras como IL-10 y
expresan en su superficie moléculas inhibitorias como CTLA-4 (Antigeno-4 de los
linfocitos T citotdxicos). 47

Las células tumorales expresan, en su superficie, la molécula PD-L1 (Ligando del
receptor de muerte programada 1) que al interaccionar con el receptor PD-1
(Receptor de muerte programada 1), regula negativamente la activacion de los
linfocitos T. Debido a que la union PD-L1/PD-1 inhibe la sefalizacion intracelular

en el linfocito T. @7




Las MDSC (células supresoras de origen mieloide) son un grupo heterogéneo
conformado por las células dendriticas, los macréfagos, los leucocitos, los
basdfilos, y los neutréfilos. Las MDSC inhiben las células del sistema inmunitario,
mediante la sintesis y liberacién de la IL-10. Se ha reportado que durante la
progresion de las células tumorales existe un incremento en la cantidad de las
MDSC. Esto podria deberse a que se ha encontrado que las células tumorales
secretan diversos factores como la prostaglandina E2 (PGE2), IL-6, IL-10, y VEGF
(Factor de crecimiento vascular endotelial), que reclutan preferentemente a las
MDSC. ¢7

Otro mecanismo de evasion que llevan a cabo las MDSC es el aumento en la
expresion de la arginasa y de la enzima Oxido nitrico sintetasa (NOS). Estas
enzimas intervienen en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
regulando el metabolismo de la L-arginina hacia 6xido nitrico e hidréxido, lo cual
produce la inhibicién de las células T y las conduce a la muerte.®4 47

IDO (Indolamina- 2,3, dioxigenasa) es una enzima que pueden expresar las células
tumorales, células dendriticas y los macréfagos. Esta enzima es la responsable de
catalizar la degradacién del triptofano a cinureina. IDO tiene una funcion
inmunosupresora debido a que degrada el triptéfano, un aminoacido esencial para
la maduracion de los linfocitos. 44 47)

La prostaglandina E2 tiene funciones pro-tumorales debido a que promueve la
angiogénesis y la metastasis de las células tumorales. La PGE2 y los tromboxanos
son producidos por la degradacion del acido araquidonico por la enzima
ciclooxigenasa dos (COX2) sobre expresada en diversos tipos de cancer. La PGE2
tiene funciones inmunosupresoras debido a que regula la expresién de IDO y de la
enzima arginasa en las MDSC. Lo que con lleva a la inhibicion de las células
dendriticas y funcién efectora de los linfocitos T. 4. 47)

Otro mecanismo de evasion es el proceso denominado muerte celular inducida por
la activacion (AICD). Este proceso involucra al receptor de muerte FAS y su ligando
FASL, glicoproteinas de membrana expresadas en células nucleadas. La
estimulacién cronica de los linfocitos T CD8+ por antigenos tumorales conduce a

estos linfocitos a la AICD, ya que expresan las moléculas FAS y FASL sobre su




superficie. La union de ambas moléculas en la membrana de las células, activa la
cascada de caspasas, lo que lleva a la muerte apoptotica del linfocito. “2 47 Otra
molécula que induce apoptosis por la via de las caspasas es TRAIL (ligando
inductor de muerte asociado a TNF), que se une a su receptor TRAILR, ambos
expresados en los linfocitos T efectores.
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Linfocitos T CD4+ y subpoblaciones
Los linfocitos T se dividen de acuerdo al tipo de cadenas que conforman a su receptor,

en linfocitos Ta y en linfocitos Tyd. Estos ultimos se encuentran principalmente en las
mucosas y en baja proporcién en la circulacion sanguinea. En cambio, los linfocitos T
o se encentran en la circulacion y se dividen en linfocitos T CD8+ y CD4+.(1: 19)

Los linfocitos T cooperadores (CD4+) actian coordinando la respuesta inmunitaria de
otras células del sistema inmunoldgico, a través de la sintesis y secrecion de diversas
citocinas, asi como también coordinan la producciéon de anticuerpos.®

La activacion de los linfocitos T CD4+ se da en los ganglios linfaticos cuando un
linfocito T naive reconoce, a través de su TCR, a un péptido derivado de un antigeno
que fue asociado a una molécula de clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), el cual esta presente en la superficie de las células
presentadoras de antigenos (APC). A este proceso de reconocimiento se le conoce
como la primera sefial para la activacion de los linfocitos T CD4+. La segunda sefial
se lleva a cabo por ciertas moléculas que estan situadas en la superficie de las APC,
a estas moléculas se les conoce como “moléculas coestimuladoras”, ya que funcionan,
junto con el péptido presentado, a estimular la activacion de los linfocitos T CD4+. Sin
esta segunda sefial, que es realizada por las moléculas coestimuladoras, los linfocitos
T que se encuentran con el antigeno no responden y mueren por apoptosis o entran
en un estado de falta de reactividad llamado anergia. (30 59 Finalmente, una vez que
el linfocito T CD4+ esta activado, necesita de la presencia de citocinas y factores de
crecimiento que estimulen su proliferacion celular y la diferenciacion a las distintas

subpoblaciones de linfocitos T CD4+. 5

Linfocito Thl
La funcion principal de los linfocitos Th1l es la activacion de macrofagos, células

dendriticas y células NK. Para llevar a cabo la diferenciaciéon de un linfocito T naive a
un linfocito Th1l, se necesita de la presencia del IFNy y la IL-12.3%

El IFNy se une a su receptor que esta constituido por las cadenas IFNy-RI e IFNy-RII
gue se encuentra ubicados en la superficie de los linfocitos T CD4+ (asi como en otras
células del sistema inmune), cuando la unién se lleva a cabo se activa al factor de

transcripcion STAT1, que a su vez estimula la expresion de T-bet que promueve la
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produccion de IFNy. El factor T-bet se considera el regulador maestro de diferenciacién
a células Thl. @® Por otro lado la IL-12 también contribuye a la diferenciaciéon de los
linfocitos Thl. El receptor para la IL-12 es un heterodimero conformado por las
cadenas IL-12p35 e IL-12p40. Al unirse la IL-12 a su receptor se activa una cascada
de sefializacion que activa al factor de transcripcion STAT4 que incrementa la
produccion de IFNy. (28 55)

Con respecto al cancer, se ha reportado que los linfocitos Thl participa liberando IFNy.
La cudl es una citocina que favorece la expresion de la molécula del MHC de clase I.
Por otra parte se ha reportado que el IFNy es capaz de activar a los CTL’s y a las
células NK, las cuales destruyen a las células tumorales. 23

Linfocito Th2
Los linfocitos Th2 reconocen antigenos derivados de microbios, asi como antigenos

gue despiertan una reaccion alérgica, sin causar una inflamacién persistente ni la
produccion de citocinas pro-inflamatorias. También el linfocito Th2 promueve el cambio
de isotipo y la produccion de IgE en los linfocitos B. @

Los linfocitos Th2 se diferencian a partir de los linfocitos T CD4+ por la activacion de
los factores de transcripcion GATA3 y STAT6. Las citocinas efectoras que son
producidas por Th2 son IL-4, IL-5 e IL-13. (28

La IL-4 activa al factor de transcripcion STAT6 que induce la activacion del factor de
transcripcion maestro para esta poblacién, conocido como GATA-3. Una vez que se
activa GATA-3 se induce la produccién de las interleucinas antes mencionadas.

La IL-5 es un factor de crecimiento para los eosinéfilos y la IL-13 induce a las células
epiteliales a producir moco, debido a que estas células expresan al receptor de la IL-
13 sobre su superficie. @ Con respecto a los linfocitos Th2 en cancer, se ha reportado
gue estos linfocitos al sintetizar y secretar IL-4 e IL-13 contribuyen a la activacion de
los macréfagos M2, los cuales contribuyen a la progresion del tumor. Esto se debe a
que los macrofagos M2 secretan factores solubles, como VEGF que promueven la

angiogénesis tumoral.*3
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Linfocitos T Reguladores (Tregs)
La principal funcion de los linfocitos Tregs es la de inhibir la proliferacion y la funcién

efectora de otras células del sistema inmunolégico. @
Existen dos poblaciones de linfocitos Tregs, aquellos que se originan a partir de los
linfocitos T CD4+ que se encuentran en el timo, a los cuales se les conoce como
linfocitos T reguladores naturales (nTregs) y aquellos que se originan a partir de los
linfocitos T CD4+ que se encuentran en la periferia, a los cuales se les conoce como
linfocitos T reguladores inducidos (iTregs). ® Los linfocitos nTregs se originan debido
a que presentan una alta afinidad entre su TCR y el péptido presentado por las células
estromales del timo. La segunda sefal de activacion esta dada por las células
dendriticas CD11c+ que son reclutadas y activadas por el TSLP (Linfopoyetina
Estromal Timica), una citocina que es secretada en los corpusculos de Hassall. Las
células dendriticas CD11c+ favorecen la expresion de Foxp3 en los linfocitos T CD4+,
los cuales adquieren una funcién reguladora. Por otro lado los linfocitos iTregs son una
subpoblacién de linfocitos T CD4+ cuyo desarrollo, mantenimiento y diferenciacion,
depende de la estimulacion via TCR y de las citocinas TGF- e IL-2. ®
Los linfocitos Tregs se caracterizan por presentar los factores de transcripcion STAT5
y Foxp3, este ultimo factor es el factor de transcripcion maestro para los linfocitos
Tregs. (830,59
Foxp3 es un miembro de la familia de factores de transcripcion forkhead box (FOX),
gue se caracterizan por poseer un dominio de union al ADN. Este gen codifica para
una proteina conocida como Foxp3, que se expresa principalmente en los linfocitos
Tregs. La funcion que lleva la proteina Foxp3 es la de asociarse a factores de
transcripcion que codifican para los genes de CD25, CTLA-4 y GIRT; moléculas que
favorecen la funcion supresora por parte de los linfocitos Tregs.(18)
Los linfocitos T reguladores (nTregs como iTregs) llevan a cabo su funcion
inmunosupresora a traves de:

» La sintesis y liberacion de citocinas inmunosupresoras como la IL-10 y TGF-§3,

que inhiben la activacion de linfocitos T, macrofagos y células dendriticas.
»  La capacidad que tienen los linfocitos Tregs para inhibir a las APC mediante la

expresion de la molécula CTLA-4 que interacciona con B7-1y B7-2 (moléculas
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expresadas en las APC). Al interaccionar la molécula CTLA-4 con B7 (1 0 2) se
origina una via de sefializacién negativa que da como resultado que las APC ya
no sean células funcionales, y por ende no se lleve a cabo una correcta
activacion de los linfocitos T.

»  Otro mecanismo de supresion que llevan a cabo estos linfocitos, es el consumo
de IL-2 presente en el microambiente. Los linfocitos Tregs presentan el receptor
para IL-2 (CD25) con alta afinidad. Por lo que la disminucion de esta citocina
conduce a la apoptosis de células efectoras. @ 30.55)

Por otra parte, se ha observado la presencia de los linfocitos Tregs en diversos tipos
de cancer. Este fendmeno ha sido asociado a que las células tumorales reclutan por
medio de la quimiocina CCL22, a los linfocitos Tregs como mecanismo de evasion del

sistema inmunitario, favoreciendo la progresién del tumor.

Linfocito Th17
La funcién principal que llevan a cabo los linfocitos Th1l7 es la de estimular

respuestas inflamatorias ricas en neutréfilos que eliminan bacterias extracelulares y
hongos. ®
Para gue se lleve a cabo la diferenciacion de los linfocitos T naive hacia linfocitos Th17,
se necesita la combinacion de varias citocinas pro-inflamatorias. Se ha reportado que
la presencia de la IL-1B, la IL-6 y la IL-23, asi como el TGF-f favorecen el desarrollo
de los linfocitos Th17. Estas citocinas en cooperacion inducen la activacién de los
factores de transcripcion STAT3 y RORVyt; siendo este ultimo factor, el factor de
transcripcion maestro para los linfocitos Th17.
RORYyt es miembro de la superfamilia de receptores nucleares de esteroides. El papel
fundamental que lleva a cabo RORyt es la transcripcion de los genes que codifican
para la IL-17A, IL-21 e IL-22 que son las citocinas que sintetizan y secretan los
linfocitos Th17. (28.30.31.55,58) | 3 funcién que llevan a cabo estas citocinas son:
» La IL-17A se une a sus receptores IL-17RA e IL-17RC los cuales son
expresados en la superficie de las células epiteliales, fibroblastos, macrofagos,
y neutrofilos. La IL-17A induce a estas células a producir citocinas (IL-1, IL-6 y
TNF-a) y metaloproteinasas, las cuales promueven el proceso de

inflamacion.GV
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» La funcion de la IL-21 es bloguear la expresion de Foxp3 evitando que las
células se diferencien hacia linfocitos T reguladores. ¢V
» LalL-22 forma parte de la familia de IL-10, sus receptores son IL-22R e IL-10R2
gue se encuentran expresados en células epiteliales y endoteliales. La funciéon
que realiza la IL-22 es la de inducir la expresion de péptidos antimicrobianos en
células epiteliales. @Y
En estudios recientes se ha observado que los linfocitos Th17 tienen una participacion
critica en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes y han sido identificados como
linfocitos importantes en la inmunopatogénesis de la inflamacion. Con respecto al
cancer, se ha observado la presencia de los linfocitos Th17 en el ambiente tumoral;
sin embargo, la funcibn que estos linfocitos realizan frente al tumor adn es
controversial, debido a que hay reportes que indican que los linfocitos Th17 realizan
una funcién pro-tumoral y por el contrario, hay reportes que indican que realizan una

funcién anti-tumoral. (30.31.55,58)
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ANTECEDENTES

Linfocitos T reguladores en cancer
En 1970, Gershon y Kondo demostraron por primera vez que existia una poblacion de

células que podian suprimir la respuesta de los linfocitos T efectores. Estos resultados
se obtuvieron al inducir tolerancia antigeno-especifica a ratones naive mediante la
transferencia de células T. ® A esta nueva poblacion de células las llamaron “células
supresoras”. Sin embargo, debido a que no se identificaron marcadores particulares
para este tipo de células, la importancia de esta poblacion disminuyd. Mas de 20 afios
después la idea de las células supresoras renacié. En 1995 Sakaguchi y cols. (/- 8 39
identificaron que estas células expresaban las moléculas CD4 y CD25. A esta
poblacion de células se les conoce como linfocitos T reguladores (Tregs).

La poblacion de linfocitos Tregs constituyen el 5% de los linfocitos T presentes en
sangre periférica de sujetos sanos. Su funcion es inhibir la activacién y la proliferaciéon
de diversas células del sistema inmunitario, asi como mantener la tolerancia frente a
lo propio. 2

Con respecto al cancer se ha observado que los linfocitos Tregs favorecen la
progresion del tumor. Jaberipour y cols. @ 27) demostraron una relacién proporcional
entre el porcentaje de linfocitos Tregs (CTLA-4+Foxp3+) y los estadios avanzados que
presentaban los pacientes con cancer de mama. Concluyendo que la presencia de los
linfocitos Tregs en estadios tempranos son de mal prondstico para el desarrollo de la
enfermedad. De forma similar Xiang-Liang Yuan y cols. ® reportaron que en sangre
periférica de pacientes diagnosticados con cancer gastrico, se observo un incremento
del 8% de linfocitos Tregs (CD4+Foxp3+) comparados con sujetos sanos. Este
fendmeno fue asociado con la presencia de TGF- (una citocina necesaria para la
diferenciacion hacia linfocitos Tregs) en el ambiente tumoral. Por otro lado, Conrad y
cols. @D atribuyeron el aumento en el porcentaje de linfocitos Tregs a la alta expresion
del ligando ICOS sobre la superficie de las células dendriticas. Al llevarse a cabo la
interaccion entre ICOSL/ICOS (expresada en la superficie del linfocito T), se
incrementa la diferenciacion al fenotipo regulador, ademés del aumento en la sintesis

y liberacién de la IL-10, por este tipo de linfocitos.
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También se ha reportado que en lineas leucemicas, la presencia de la prostaglandina
E2 estimula la activacion del factor de transcripcion Foxp3, que favorece la
transcripcion de los genes para la molécula CD25. Esto permite que los linfocitos T
(CD4+CD25-) tengan la capacidad para convertirse en linfocitos T reguladores
(CD4+CD25+Foxp3+), y asi lleven a cabo su funcién inmunosupresora.®® Por otra
parte en un modelo de ratdon con glioma se demostré que al bloguear la molécula
CTLA-4, (expresada sobre la superficie del linfocito T regulador) y suministrar IL-12,
se disminuia la funcion supresora de los linfocito Tregs y se incrementaba la funcién
efectora de los linfocitos T, lo que favorecia la respuesta inmunitaria frente al cancer.®%
Estos resultados sugieren que en el ambiente tumoral la diferenciacién y el incremento
de los linfocitos Tregs, podria favorecer el desarrollo de las células tumorales dando

paso a la progresion de la enfermedad.
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Linfocitos T reguladores (Tregs) en cancer pulmonar
En el cancer pulmonar también se ha observado la presencia de los linfocitos Tregs.

Se ha reportado que en muestras de sangre periférica de pacientes con cancer
pulmonar, el porcentaje de linfocitos Tregs se encuentra incrementado con respecto al
porcentaje de linfocitos Tregs en sangre periférica de sujetos sanos. Hui Li y col.(®®)
asociaron este fendmeno con el incremento en la cantidad de linfopoyetina timica
estromal (TSLP), la cual podria favorecer la activacion de los linfocitos Tregs
(CD4+CD25+). Por otro lado, Woo y cols.®% observaron que en biopsias de pacientes
con cancer pulmonar (en estadios | y 1), se presentaba un incremento en el porcentaje
de linfocitos Tregs (CD4+CD25+) infiltrantes del tumor, con respecto al porcentaje de
los linfocitos Tregs de sangre periférica de los mismos pacientes. Identificaron que los
linfocitos Tregs infiltrantes del tumor incrementaron la expresion de la molécula CTLA-
4. Concluyendo que en los estadios iniciales del cancer pulmonar, los linfocitos Tregs
llevan a cabo su funcién inmunosupresora a través de la expresion de la molécula
CTLA-4, lo que podria estar favoreciendo la progresion de la enfermedad.

Por otro lado, existen pocos estudios sobre los linfocitos Tregs presentes en el derrame
pleural de pacientes con cancer pulmonar. En estos estudios han identificado a esta
poblacion de linfocitos por medio de los fenotipos CD4+CD25+54 'y
CD3+CD4+CD25+CD45+(14, También han reportado que el porcentaje de los
linfocitos Tregs, provenientes del derrame pleural causado por cancer pulmonar, es
mayor en comparacion al porcentaje de los linfocitos Tregs en sangre periférica, o en
comparacion a los derrames pleurales causados por mesotelioma.¥ La presencia de
los linfocitos Tregs en el derrame pleural ha sido asociado con el incremento de las
quimiocinas CCL17 y CCL22 que reclutan a esta poblacion linfocitaria.*® Los estudios
previos sugieren que el ambiente tumoral es supresor, debido a la presencia de los
linfocitos Tregs; los cuales al llevar a cabo su funcion, inhiben a las células del sistema
inmunitario, lo que favorece la progresion del tumor. Sin embargo se desconoce si la
presencia de los linfocitos Tregs en el ambiente tumoral se pueda deber al proceso de

inflamacion por el cual esta cursando la enfermedad, o a la presencia de las células
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tumorales que pudieran favorecer el reclutamiento de los linfocitos Tregs para su

beneficio.

Linfocitos Th17 en Cancer
Los linfocitos Th17 fueron identificados en el 2005 como una subpoblacion de linfocitos

T CD4+, que sintetizan y secretan IL-17 mediante la activacion de su factor de
transcripcion RORyt.(58)
Se ha observado que los linfocitos Th17 regulan la respuesta inmunitaria frente al
cancer. Zhan y cols ©2, reportaron que en pacientes con cancer gastrico en estadios
avanzados, se presentd un incremento en el porcentaje de los linfocitos Thl7
(CD4+1L17+). De forma similar Su y cols, “8 también observaron un incremento en el
porcentaje de linfocitos con el fenotipo CD4+IL17+, de pacientes con diagndstico de
cancer de mama, melanoma y colon. Estos resultados se asociaron a la presencia de
las quimiocinas CCL2 (MPC-1) y CCL5 (Rantes), presentes en el ambiente tumoral.
Miyahara y cols,®® reportaron en pacientes con cancer de ovario un incremento en el
porcentaje de linfocitos Th17 que expresaron los receptores CCR6 y CCRA4, los cuales
son receptores de diversas quimiocinas. Ademas, en este mismo estudio se identifico
la presencia de las citocinas IL-1B, IL-6 y TGF-B (citocinas necesarias para la
diferenciacion a linfocitos Th17). Los estudios previos sugieren que en el desarrollo del
cancer, la generacion y el reclutamiento de linfocitos Th17 pueden ser inducidos por
factores presentes en el microambiente tumoral; sin embargo, la funcion biolégica que
llevan a cabo estos linfocitos adn es controversial. Algunos reportes, en modelos
murinos, indican que estos linfocitos realizan una actividad pro-tumoral:

e Numasaki y cols “9 reportaron que la IL-17A estimula la produccién del factor
angiogénico VEGF por fibroblastos y células endoteliales, promoviendo asi el
crecimiento tumoral. Asi mismo, Lian Wang y cols ©Y demostraron que la IL-17
puede estimular a las células dendriticas y fibroblastos a producir IL-6. Dicha
citocina activa al factor de transcripcion Stat3, lo que confiere a las células
tumorales la capacidad proliferativa, antiapoptética y la expresién de diversas

moléculas con actividad angiogénica.
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Por otro lado otros reportes, en modelos murinos, indican que estos linfocitos tienen

actividad anti-tumoral:

e Martin—Orozco y cols. ¢7) demostraron que la IL-17 estimula la secrecion de las
quimiocinas CCL22 y CCL20 que participan en el reclutamiento de las células
dendriticas y leucocitos al sitio tumoral. También observaron que la IL-17 estimula
la sintesis de la IL-12 que ayuda a la activacion de los linfocitos T citotoxicos (CTLS)
y de los linfocitos Thl. Kryczek y cols.®? encontraron que los linfocitos Th17,
provenientes de pacientes con cancer de ovario, inducen junto con la presencia de
IFNy, a los linfocitos Thl a secretar quimiocinas como CXCL9 y CXCL10 que

reclutan a mas células efectoras al sitio de inflamacion.
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Figura 5. Reclutamiento y diferenciacion de linfocitos Th17 en el microambiente tumoral.

Se ha observado que los linfocitos Th17 se encuentran presentes en el ambiente tumoral debié: 1) al
reclutamiento mediado por las quimiocinas MCP-1, RANTES y CCL20 que han sido secretadas por
células tumorales, y 2) por la presencia de diversas citocinas como la IL-1B, IL-6, IL-23 y TGF- que
estan presentes en el microambiente tumoral . Modificado de la referencia 8

19



Linfocitos Th17 en cancer de pulmén
En pacientes con cancer pulmonar se ha reportado la presencia de linfocitos Th17; sin

embargo, la funcidn que estos linfocitos realizan aun es controversial. Hamai y cols.
(20) reportaron que los linfocitos T CD4+ al ser estimulados por el antigeno tumoral
MAGE-A3, se diferencian a linfocitos Th17 (RORy+IL-17+), lo que explica el aumento
en la produccion de IL-17. Por otro lado, en lineas celulares de cancer pulmonar, se
ha observado que la IL-17 promueve la progresion de las células tumorales por medio
de la activacion de la via IL-6/STAT3.

Con respecto a los linfocitos Th17 provenientes de los derrames pleurales ocasionados
por cancer pulmonar, se conoce poco. Zhian-jian Ye y cols.® reportaron que en los
derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar, el porcentaje de linfocitos Th17
(CD3+CD4+IL-17+) es alrededor del 4%, en comparacion al porcentaje de los linfocitos
Th1l7 provenientes de sangre periférica de sujetos sanos (0.6%). Estos resultados
fueron asociados a la presencia de las citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, IFNy y
TGF-B) y a las quimiocinas (CCL20 y CCL22), en los derrames pleurales.

A partir de estos resultados se puede concluir que, en los derrames pleurales
producidos por cancer pulmonar, se encuentran presentes los linfocitos Th17 que han
sido reclutados o que han llevado a cabo su diferenciacion en este sitio de tumor, por
lo que estos resultados podrian sugerir que el ambiente tumoral es inflamatorio. Sin
embargo se desconoce si la presencia de los linfocitos Th17 en el ambiente tumoral
se pueda deber al proceso de inflamacién por el cual esta cursando la enfermedad, o
a la presencia de las células tumorales que pudieran favorecer el reclutamiento de los

linfocitos Th17 para su beneficio. Por lo que se necesita profundizar en el tema.

Relacion entre linfocitos Tregs 'y Th17
Al estudiar las citocinas necesarias para la diferenciacion tanto de los linfocitos Tregs

como de los linfocitos Th17, se encontré que ambas subpoblacién de linfocitos T CD4+
necesitan de la presencia de TGF-$ para llevar a cabo su diferenciacion; este fue el
primer indicio que relacioné a estas dos subpoblacion de linfocitos T CD4+. El TGF-
es una citocina que regula a Foxp3 (factor de transcripcion maestro para los linfocitos
Tregs), y al factor de transcripcion ROR-y, que caracteriza a los linfocitos Th17. Lo que

conlleva a que TGF-B pueda suprimir la respuesta inmunitaria, debido a la generacién
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de los linfocitos Tregs, o pueda promover el proceso de inflamacion por medio de los
linfocitos Th17. 3D

Ademas los linfocitos Tregs y Th17 llevan a cabo el proceso de plasticidad celular. En
un estudio reciente, en pacientes diagnosticados con cancer de eséfago, se reporto la
presencia de linfocitos Tregs infiltrantes del tumor con el fenotipo Foxp3+, capaces de
producir IL-17. ?233) De la misma manera, se encontré en muestras provenientes de
pacientes con cancer de mama“® y de ovario®®), la presencia de linfocitos Th17 con
fenotipo RORyt+Foxp3+, que realizan una funcién supresora. A este fenbmeno se le
conoce como plasticidad celular. El proceso de plasticidad celular ha sido atribuido al
cambio en el perfil de citocinas, presentes en el microambiente tumoral. Esto origina
gue los linfocitos Tregs, asi como los linfocitos Th17, re-programen su diferenciacion,
debido a la regulacion en sus factores de transcripcion.

Con respecto a las funciones que estos linfocitos llevan a cabo, se podria decir que
realizan funciones antagénicas. Mientras los linfocitos Tregs inhiben la respuesta
inmunoldgica por medio de la secrecion de la IL-10; los linfocitos Th17, a través de la
IL-17, reclutan y activan a las células del sistema inmunitario.

Se puede concluir que la relacién que se presenta entre los linfocitos Tregs y Th17
esta mediada por las citocinas presentes en el microambiente, lo que ocasiona que

estos linfocitos se diferencien y por ende realicen o no su funcion biolégica.
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JUSTIFICACION

Se ha reportado que en los derrames pleurales causados por cancer pulmonar el
porcentaje de los linfocitos Tregs se encuentra incrementado, con respecto a esta
poblacién linfocitaria en muestras provenientes de sangre periférica. Los linfocitos
Tregs suprimen a la respuesta inmunitaria, como mecanismo de evasion de las células
tumorales. Ademas en estos estudios se llevo a cabo la identificacion de los linfocitos
Tregs por medio del fenotipo CD4+CD25+; sin embargo CD25 no es un marcador
exclusivo de estos linfocitos. Con respecto a los linfocitos Th17 hay reportes que los
identifican mediante los marcadores CD4+IL-17+, dicha poblacion también se ha
reportado que se encuentra incrementada en los derrames pleurales de pacientes con
cancer pulmonar, y que promueven el proceso de inflamacion. Por lo que existe
controversia si el ambiente tumoral que se presenta en el derrame pleural es
inflamatorio o supresor.

Por tal motivo, en este estudio se determind los porcentajes de los linfocitos Tregs y
Th17 en los derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar, por medio de una
combinacion de marcadores celulares que nos permitio caracterizar mas estrictamente
a estas poblaciones linfocitarias. De esta manera se observo la relacion que los
linfocitos Tregs y Th17 llevan a cabo en el ambiente tumoral.
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HIPOTESIS
Si en los pacientes con cancer pulmonar hay un proceso de inflamacién crénica

entonces en el derrame pleural maligno se encontrara un aumento en el porcentaje

de linfocitos Th17 con respecto a los linfocitos Tregs.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el porcentaje de linfocitos Tregs y Thl7 empleando diferentes

marcadores celulares en muestras de pacientes con cancer pulmonar que han

desarrollado derrame pleural.

OBJETIVOS PARTICULARES
Identificar el porcentaje de linfocitos Tregs por medio de los marcadores celulares

CD25, CD127 y Foxp3.

Identificar el porcentaje de linfocitos Th17 por medio de los marcadores celulares
CD4 y RORYy.

Determinar el fenotipo de los linfocitos Th17 por medio de los marcadores
moleculares CCR6 y CD127.

Purificar los linfocitos T CD4+ provenientes de los derrames pleurales de pacientes
diagnosticados con cancer pulmonar y tuberculosis.

Estimulacion poblacional de los linfocitos T CD4+ purificados, a traves de perlas de
activacion.

Determinar el perfil de citocinas Thl, Th2 y Th17, producido por los linfocitos T

CD4+ provenientes de derrames pleurales malignos.
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MATERIALES Y METODOS
Estrategia experimental
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Material Bioldgico

Se incluyeron muestras de 25 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma pulmonar
y de 3 pacientes con mesotelioma; ambos tipos de pacientes desarrollaron derrame
pleura. La edad promedio de los pacientes fue de 58 afios con un intervalo de edad de
40 a 76 afios. Como grupo de comparacion se incluyeron 7 muestras de pacientes con
tuberculosis que desarrollaron derrame pleural. La edad promedio fue de 50 afios con un
intervalo de edad de 30 a 70 afios. Las muestras fueron recolectadas antes de que los

pacientes recibieran tratamiento.

Separacion de células mononucleares (CMN)

Los derrames pleurales fueron obtenidos por toracocentesis aséptica realizada por
personal médico del INER. Los derrames fueron recolectados en matraces con heparina.
El liquido fue centrifugado a 2500 rpm por 15 min. Del paquete celular obtenido se
separaron las células mononucleares (CMN) y las células tumorales provenientes del
liquido pleural mediante gradientes discontinuos de Ficoll (Lymphoprep, Axis-Shield),
centrifugando a 1500 rpm por 30 min. Tanto las CMN como las CT (células tumorales)
fueron recolectadas de cada interface y lavadas dos veces con medio RPMI-1640 (Medio
Roswell Park Memorial Institute-1640). Las CMN se congelaron en nitrégeno liquido

hasta su posterior uso.

Fenotipificacién de linfocitos Th17 y Tregs por la técnica de cantidades minimas
de anticuerpos (Microescala)

El fundamento de la técnica de microescala se basa en que la cantidad promedio de
antigenos en una célula oscila entre 10,000 a 100,000 moléculas, por lo que si se agregan
0.2 ug de anticuerpos (que representa alrededor de 8x10'! moléculas de anticuerpos), se
encontraria en exceso la cantidad de anticuerpos dirigidos a antigenos blanco presentes
en 2 millones de linfocitos.“% La técnica de microescala tiene como objetivo disminuir la
cantidad de anticuerpos como el volumen final de tincién, utilizando 0.2 ug de cada
anticuerpo en un volumen final de 20 pL. Con este procedimiento se obtuvo un patron

similar de fluorescencia y la misma distribucion de conjuntos celulares que al utilizar la
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metodologia estandar, donde se colocaba 1 pg de cada anticuerpo en un volumen final
de 100 pL. “9

Las CMN fueron descongeladas y lavadas en medio RPMI-1640. Se ajustd la
concentracion celular a 5x10° células/mL. Las células se lavaron a 2000 rpm durante 4
min con solucién salina amortiguadora de fosfatos conteniendo 1% de albumina sérica
bovina (BSA) y 0.1% de NaNs (PBS/BSA). Se retir0 el sobrenadante y el botén celular
fue resuspendido. Posteriormente se llevd a cabo la tincion para los antigenos de
membrana utilizando la técnica de microescala. Los anticuerpos utilizados y sus

combinaciones fueron:

e Para identificar a los linfocitos T CD4+ se utilizaron los anticuerpos anti-CD3 PE-
TEXAS Red (clona 7D6, Invitrogen, USA) y anti-CD4 Alexa 700 (clona OKT4,
BioLegend, San Diego CA)

e Paradistinguir a los linfocitos Tregs se utilizaron los anticuerpos anti-CD25 PercP5.5
(clona BC96, BioLegend, San Diego CA), anti-CD127 Alexa 647 (clona 0323,
BioLegend, San Diego CA) y anti-Foxp3 Alexa 488 (clonal50D, BioLegend, San
Diego CA)

e Para distinguir a los linfocitos Th17 se utilizaron los anticuerpos anti-CCR6 Alexa
488 (clona TG7/CCR6, BioLegend, San Diego CA), anti-CD45RA PECy7 (clona
DREG-56, BioLegend, San Diego CA) y anti-RORyt PE (clona AFKJS-9,
eBioscience, Santa Clara CA)

e Se emplearon los correspondientes controles de isotipo para los marcadores CD25,
CD127, Foxp3 y RORyt. También se incluyeron controles adicionales para delimitar
las regiones correspondientes de los linfocitos utilizando FMQO’s (Fluorescence
Minus One) para cada marcador.

Las muestras fueron incubadas en oscuridad, a temperatura ambiente (TA) y con agitacion
constante, durante 30 min. Posteriormente las células fueron lavadas con buffer PBS/BSA.
El boton celular fue resuspedido en 200 uL de la disolucion de permeabilizacion Foxp3
Fix/Perm 1x (BioLegend, San Diego CA). Las muestras fueron incubadas en las mismas
condiciones antes mencionadas durante 5 min. Pasado el tiempo, las muestras fueron
lavadas con PBS/BSA y posteriormente se les realizé un segundo lavado con 500uL de la
disolucion Foxp3 Perm Buffer 1x (BioLegend, San Diego CA). El boton celular obtenido
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fue resuspendido en 200 pL de la disolucién antes mencionada y se incub6 bajo las
mismas condiciones, durante 15 min. Posteriormente se retird el sobrenadante y se llevo
a cabo la tincion contra antigenos intracelulares utilizando los anticuerpos: anti-Foxp3 y
anti-RORyt, que distinguen a los linfocitos Tregs y Th17 respectivamente. Las muestras
fueron incubadas durante 30 min y posteriormente lavadas con PBS/BSA. Finalmente se
fijaron con 250 yL de paraformaldehido al 1%. Las muestras se analizaron por citometria

de flujo.

Purificacion de los linfocitos T CD4+

A partir de las CMN (provenientes de los derrames pleurales) se purificaron los linfocitos
T CD4+ mediante seleccién negativa empleando el kit CD4+ T cell Isolation Kit Il human
(MACS). Este kit esta conformado por dos tipos de componentes:

e Biotin Antibody Cocktail, el cual contiene los anticuerpos: anti-CD8, anti-CD14,
anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56, anti-CD123 y glucoforinas, que estan
conjugados con biotina.

e Anti-biotin Microbeads, el cual contiene anticuerpos anti-biotina que estan
absorbidos a microperlas de latex.

A las CMN se agregaron 10 pL del reactivo (Biotin Antibody Cocktail, MACS) y 40 uL de
la disolucion salina amortiguadora de fosfatos conteniendo 0.5% de albumina sérica
bovina (BSA) y 2 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), ahora denominado
PBS/BSA/EDTA. Se incub6 en obscuridad con hielo y agitacion constante, durante 10
min. Posteriormente se adicionaron 20 uL del reactivo (Anti- biotin Microbeads, MACS) y
30 pL de la disolucion de PBS/BSA/EDTA. La muestra se incubd bajo las condiciones
antes mencionadas, durante 15 min. Las células fueron lavadas y el boton celular se
resuspendid en 500 uL de la disolucion PBS/BSA/EDTA. A continuacion se coloco la
muestra en una columna magnética donde las CMN marcadas por los anticuerpos se
guedaron retenidas en el campo magnético de la columna, dejando pasar a los linfocitos
T CD4+. Finalmente, se llevaron a cabo varios lavados con la solucion PBS/BSA/EDTA,
se retird la columna del magneto y por fuerza mecanica se recolectd la fracciéon
correspondiente a las células CD4-. A patrtir de los linfocitos T CD4+ purificados, se llevo

a cabo la estimulacion a través de perlas de activacion.
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Estimulacion de linfocitos T CD4+

La estimulacién de los linfocitos T CD4+ purificados, se realizd mediante perlas de
activacion empleando el kit T Cell Activation/Expansion (Milteng Biotec). Para llevar a
cabo la preparacion de las perlas de activacion se colocaron 50 pL de cada uno de los
anticuerpos (anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28) marcados con biotina, posteriormente se
adicionaron 250 pL de perlas de latex recubiertas con anti-Biotina (MACS Bead) y se
agregaron 100 pL de PBS estéril. Finalmente, la preparacion se incubd en agitacion
constante, durante 2 h.

Para llevar a cabo la estimulacién, se ajust6 la concentracion de los linfocitos T CD4+
purificados a 5x10° células, después se agregaron 10 pL de las perlas de activacion
(anteriormente preparadas) y se llevé a un volumen final de 500 yL con medio RPMI-
1640. Las muestras se colocaron en placas de 48 pozos y se incubaron en atmosfera
hameda con 5% de CO2 a 37°C durante 72 h. Cada 24 h se tomaron 100 uL del
sobrenadante y se agregé 100 pL de medio RPMI-1640 fresco, para reestablecer el

volumen de la placa. Esta accion se llevé a cabo hasta completar las 72 h de incubacion.

Determinacion de citocinas Thl, Th2 y Th1l7 en sobrenadantes
Se determind la concentracion de citocinas presentes en los sobrenadantes obtenidos a
diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) durante la estimulacion de los linfocitos T CD4+.
Se empled el kit de CBA Cytometric Bead Array Human Th1/Th2/Th17 Citokine Kit (BD
Biosciences), el cual captura las citocinas solubles presentes en los sobrenadantes a
través de perlas que contienen anticuerpos especificos contra IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-
a, IFNy e IL-17A, y son detectadas por medio de un reactivo revelador que incluye
anticuerpos conjugados con PE, dirigidos contra las citocinas solubles.
Se colocaron 50 pL de cada perla de captura, 50 uL del sobrenadante y 50 uL del reactivo
revelador y se incubo por 3 h a TA en oscuridad. Posteriormente se agregaron 300 uL del
buffer proporcionado por el kit.
Las muestras fueron adquiridas a través del citbmetro de flujp FACSCanto Il, y los
resultados fueron analizados por el programa FacsArray para conocer la concentracion de

cada una de las citocinas.
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Anélisis de muestras por citometria de flujo

Las muestras fueron adquiridas a través del citometro de flujo FACSCanto Il, y los
resultados fueron analizados por el programa FlowJo. En todas las muestras se realizaron
las graficas de:

e Tamafio ancho (FCS-W) vs tamarfio area (FCS-A), a partir de la cual se delimité la
region correspondiente a las células individuales eliminando los agregados. A partir
de la region seleccionada como células individuales, se grafico tamafio (FCS-A) vs
complejidad (SSC-A) y se delimito la region correspondiente a los linfocitos. A partir
de esta region se realizo la grafica de CD3 vs CD4, donde se ubicé a los linfocitos
T CD4+ como CD3+CD4+. Se determind el porcentaje de linfocitos Tregs como
CD25+CD127-, a partir de esta region se observo la expresion del factor de
transcripcion Foxp3. Por otro lado a partir de la region CD3+CD4+ se determind el
porcentaje de linfocitos Th17 como RORy+CD4+ (Figura 6). Las regiones se
establecieron con respecto a los controles de isotipos o los FMQO’s para cada

marcador.

Anélisis estadistico

Para elegir las pruebas estadisticas adecuadas se determind la distribucion de las
poblaciones estudiadas, tanto en la determinacién de linfocitos Treg como de linfocitos
Th1l7. Las poblaciones mostraron una distribucién normal, por lo que las comparaciones
realizadas entre la poblacién de pacientes con cancer pulmonar asi como los pacientes
con tuberculosis, fueron mediante la prueba t-Student. Se consideré una p < 0.05 como

nivel de significancia estadistica.
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Figura 6. Analisis representativo para la determinacion de los porcentajes de linfocitos Treg y Th17 en derrames pleurales de pacientes con cancer
pulmonar y tuberculosis. Los cuadrantes fueron establecidos con respecto a los controles de isotipo y los FMO’s.

o -
200 =
[ |
rid }
—
c"I I ¥ L [ ]
b m e 1mak ook zak
FSC-A
."‘-)r'-
200K =
L i
(=]
“
(7]
oas =
ar = Linfocitos
X T0%
Dﬂ"' i IRLELALE BB B R B
o v oK gy 200w 250

FSC-A

CD3+CD4+

g 57%

[ S

g

8

kY

P

-3

LS R |

" CD3 (PE- Texas Red)

CD127 (Alexa-647)

Linfocitos Tregs

9 '!"
3 CD25+CD127-
" 2.12%

CD25+CD127-
 1.05%

CD25 (PereP 5.5)

CD4 (Alexa-T00)

30

Linfocitos Th17

3 RORy+CD4+
o 9.50%

: Cancer
EE s Pulmonar

RORy+CD4+
;ﬂ‘ 3.23%

Tuberculosis
RORy (PE)



RESULTADOS

Determinacion del fenotipo de los linfocitos T reguladores (Tregs)

A partir de la poblacién de linfocitos T CD3+CD4+ se determiné el porcentaje de los
linfocitos T reguladores (Tregs) presentes en los derrames pleurales provenientes de
pacientes diagnosticados con cancer pulmonar y tuberculosis, (grupo incluido para
evaluar si la presencia de los linfocitos Tregs y Th17 se debe al proceso de inflamacion
cronica o a la patologia maligna).

La identificacion de los linfocitos Tregs se llevo a cabo por medio de la molécula CD25;
no obstante, ya que esta molécula no es un marcador especifico de los linfocitos Tregs
también se empled la molécula CD127, debido a que se ha reportado que los linfocitos
Tregs expresan este receptor en bajas cantidades. 9 Se detectd a nuestra poblacion
de interés con el fenotipo CD3+CD4+CD25+CD127-. A partir de esta poblacién, se
corroboro la expresion del factor de transcripcion Foxp3 por los linfocitos Tregs. El

analisis representativo se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Identificacion de los linfocitos Tregs. Se identificé a los linfocitos en funcién de sus
caracteristicas, tamafio (FCS-A) vs complejidad (SSC-A); se seleccion6 el cuadrante
correspondiente a los linfocitos T (CD3+CD4+) y finalmente se identificaron a los linfocitos Tregs
CD25+CD127-. A partir de esta poblacion se corroboré la expresion de Foxp3+. En el histograma se
renresenta. en color roio al control de isotino v en color azul a los linfocitos Treas.
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Los resultados del porcentaje de linfocitos Tregs provenientes de los derrames
pleurales de origen maligno y tuberculoso muestran que en ambas enfermedades los
linfocitos Tregs fueron similares (ver Figura 8). Se observdé una tendencia no

significativa a presentar mas linfocitos Tregs en el grupo de cancer con respecto a

tuberculosis.
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pacientes con cancer pulmonar (n=16) y con
tuberculosis (n=7) que desarrollaron derrame
Cancer Tb pleural. Se indica la media y el error estandar.

% de linfocitos T
CD3+CD4+CD25+CD127-

=Y
1

Determinacion del fenotipo de los linfocitos Th17
Para la identificacion de los linfocitos Th17 provenientes de los derrames pleurales de
origen maligno o tuberculoso, se emple6 al factor de transcripcion RORyt, ya que se

ha considerado un marcador exclusivo de estos linfocitos T © (Figura 9).
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Figura 9. Identificacion de los linfocitos Th17. A partir del grafico tamafio vs complejidad
(FCS-A vs SSC-A), se seleccion6 a la poblacion correspondiente a los linfocitos T debido a que
expresan el fenotipo CD3+CD4+. Finalmente se identificé a los linfocitos Th17 por el fenotipo

RORy+CD4+.
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Posteriormente se realizd la comparacion de los porcentajes de linfocitos Thl7
(CD4+RORyt+) presentes en ambos grupos de estudio. En la figura 10 se observé que
el porcentaje de linfocitos Th17, provenientes de los derrames pleurales ocasionados
por cancer pulmonar, fue alrededor del 10%. Este porcentaje no fue significativamente

diferente al presentado por el grupo de tuberculosis.
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Adicionalmente las medias de los porcentajes obtenidos en la identificacién de los
linfocitos Tregs y los linfocitos Th17 fueron comparados en los pacientes con cancer
pulmonar y tuberculosis (Figura 11). Observandose que el porcentaje de linfocitos
Thl7 fue mayor con respecto al porcentaje de linfocitos Tregs en ambas

enfermedades, lo que sugiere que el proceso de inflamacion crénica se esta viendo

favorecido.
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Posteriormente se determind el fenotipo que los linfocitos Th17 presentaron en los
derrames pleurales de cancer pulmonar y tuberculosis, esto se llevo a cabo por medio
de la identificacion de los marcadores CCR6 (receptor de la quimiocina CCL20) y
CD127 (molécula expresada en la superficie de los linfocitos T naive y en los linfocitos

T de memoria). Los resultados se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Fenotipo de los linfocitos Th17. A partir de la poblacion de linfocitos T CD4+RORyt+
se observé la expresion de los marcadores moleculares CCR6 y CD127; tanto en pacientes con
cancer pulmonar (n=16) como en Tuberculosis (n=7). Se graficé la media y el error estandar.

Los resultados muestran que los linfocitos Th17 se encontraron presentes en ambas
enfermedades expresando un fenotipo predominantemente de memoria por la
ausencia del marcador CD45RA- (Datos no mostrados). Por otro lado, en ambos
grupos de estudio se identificaron los fenotipos CCR6-CD127+, CCR6+CD127- y
CCR6-CD127-; sin embargo, hubo un porcentaje significativamente menor de linfocitos

Th17 con fenotipo CCR6+CD127+ en cancer con respecto al grupo de tuberculosis.
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Citocinas ng/1x108 células

Determinacion del perfil de citocinas Thl, Th2y Th17 en los sobrenadantes
Se determind la concentracion de las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFNy e IL-

17 A, secretadas a partir de los linfocitos T CD4+ purificados y estimulados empleando

perlas recubiertas con anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 a diferentes. (Ver Figura 13).
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Figura 13. Determinacién de las citocinas secretadas por los linfocitos T CD4+ estimulados
con perlas de activacién. Se graficé la media y el error estandar; la poblacién de pacientes con
cancer pulmonar fue n= 11 y la poblacién de pacientes con tuberculosis fue de n= 5.
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Los resultados mostraron que la IL-2 fue secretada por los linfocitos T CD4+
provenientes de ambas enfermedades y su concentracion disminuyd con respecto al
tiempo de estimulacion. Por otro lado se observo que es minima la secrecién de IL-4
en ambos grupos de estudio. Con respecto a la IL-10, en el grupo de cancer se observo
que a las 72h de estimulacién, la concentracion de esta citocina disminuy6
significativamente, en contraste con el grupo de tuberculosis, en donde la secrecién
de la IL-10 fue constante a las 48 y 72h de estimulacién. De igual manera se observo
que en el grupo de cancer, la secrecion de la IL-6 por los linfocitos T CD4+, alcanza
su pico maximo de concentracion a las 48h de estimulacion, observandose que a las
72h estos linfocitos disminuyen la produccion de esta citocina. En contraste con el
grupo de tuberculosis donde se observé diferencia significativa en la concentracién de
la IL-6 a las 48 y 72h de estimulacién. Con respecto al TNF-a se encontré que es
secretado por los linfocitos T CD4+ provenientes de ambas enfermedades. Por otro
lado, se observd que la concentracion del IFNy aumenta con respecto al tiempo de
estimulacién; sin embargo, se observé que en el grupo de cancer la concentraciéon de
esta citocina tendié a aumentar con respecto al grupo de tuberculosis. Finalmente, se
encontré que a las 72h de estimulacion los linfocitos T CD4+ provenientes del grupo
de cancer, aumentaron significativamente la secrecion de la IL-17 A con respecto al

grupo de tuberculosis donde la secrecién de esta citocina fue minima.
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DISCUSION

Se ha reportado que una de las poblaciones celulares predominantes en los derrames
pleurales malignos son los linfocitos T CD4+.3 57) Anteriormente se habia considerado
que dentro de esta poblacion de linfocitos se encontraban predominantemente a los
linfocitos Th1 y Th2.67 Sin embargo, se ha encontrado que el 45% corresponden a
linfocitos Thl y el 1% corresponden a linfocitos Th2.¢4?) El porcentaje restante se ha
atribuido a otras subpoblaciones de linfocitos T CD4+. Por otro lado, se ha reportado
qgue los linfocitos Tregs y Th17, también llevan a cabo una funcién critica frente al
cancer.2 57.58) Por |o que el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de los
linfocitos Tregs y Th17 en los derrames pleurales de origen maligno.

En estudios recientes se ha observado que los linfocitos Tregs no solo desempefian
una funcién critica en el control de las enfermedades autoinmunes, sino que también
desempefian un papel clave en el desarrollo y la progresion de las células
tumorales.®? Dos pruebas que sustentan esta aseveracion son, en primer lugar, que
se ha encontrado que el porcentaje de los linfocitos Tregs, provenientes de sangre
periférica de pacientes diagnosticados con algun tipo de cancer se encuentra
incrementado con respecto al porcentaje de linfocitos Tregs provenientes de sujetos
sanos, ? %1y en segundo lugar, se ha asociado que la presencia de los linfocitos Tregs
en estadios tempranos son de mal pronéstico.? 27 Por lo que en los derrames
pleurales de los pacientes con cancer de pulmoén se habia propuesto que el ambiente
era predominantemente supresor. 654

DeLong y cols. ¥ reportaron un aumento en la poblacion de linfocitos Tregs
provenientes de los derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar con
respecto a derrames pleurales originados por cancer de mama y mesotelioma. Sin
embargo, en dicho estudio se fenotipificd a las células reguladoras como linfocitos T
CD4+CD25+. Chen y cols. @ también observé un fenémeno similar en derrames
pleurales de pacientes con cancer pulmonar, donde reportaron que los linfocitos Tregs
se presentaban alrededor del 20% de la poblacion linfocitaria, y se analizé la expresion

para el transcripto de Foxp3. Nuestros datos contrastan con lo previamente reportado
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puesto que la molécula CD25 no solo se expresa en los linfocitos Tregs sino que
también en linfocitos T activados. Por lo que en el presente estudio excluimos dicha
posibilidad utilizando una combinacion de marcadores mas estricta.

No existen a la fecha estudios previos que comparen la presencia de linfocitos Tregs
en derrames pleurales causados por cancer pulmonar con respecto a tuberculosis. En
ambas patologias se observé una baja proporcion de linfocitos Tregs, lo que sugiere
gue en el compartimiento pleural el proceso inflamatorio se esta viendo favorecido.
Por otro lado, los linfocitos Th17 son una subpoblacién de linfocitos T CD4+ que se
caracterizan por sintetizar y liberar IL-17. % %8 En los Gltimos afios se ha reportado la
presencia de los linfocitos Th17 en diversos tipos de cancer.(17:46.48.56) | g funcion que
llevan a cabo estos linfocitos aun es controversial, ya que su presencia se ha asociado
a procesos pro y anti-tumorales. ®8 Por lo que es necesario estudiar a esta poblacion
de linfocitos en el microambiente tumoral.

La determinacion de los linfocitos Th1l7, presentes en los derrames pleurales de
pacientes diagnosticados con cancer pulmonar, se llevd a cabo por medio de la
identificacion de su factor de transcripcion RORyt, debido a que su activacién permite
la diferenciacion de los linfocitos T naive hacia los linfocitos Th17.GD Zhi-Jiang y cols
previamente reportaron que los linfocitos CD4+IL17+ se encuentran incrementados en
los derrames pleurales malignos con respecto a los linfocitos encontrados en la sangre
periférica de los mismos pacientes. Los autores atribuyen dicho fendmeno a que el
tumor favorece la diferenciacion de las células Th17 en el compartimento pleural, asi
como la presencia de las quimiocinas CCL20 y CCL22 que reclutan a dicha
subpoblacion.®4 Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la presencia de los
linfocitos Th17 se debe al proceso inflamatorio méas que a la presencia del tumor, dado
gue encontramos porcentajes similares de células Th17 en el compartimiento pleural
de los pacientes con cancer pulmonar con respecto a los pacientes con tuberculosis.
Se ha reportado una relacion antagonica entre los linfocitos Th1l7 y los linfocitos
Tregs.®7- 60 En un microambiente en donde se ve favorecido la presencia de los
linfocitos Th17, la poblacion de linfocitos Tregs se ve disminuida. Nuestros resultados
sugieren que en el compartimiento pleural predomina un ambiente pro-inflamatorio

mediado por linfocitos Th17.
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El fenotipo que los linfocitos Th17 presentan en los derrames pleurales causados por
cancer, es predominantemente de memoria (CD45RA-). Ademas, se encontrdé una
subpoblacién de linfocitos Thl7 que expresaban el fenotipo CCR6+CD127+. Estos
linfocitos podrian corresponder a linfocitos Th17 de memoria que fueron reclutados al
compartimento pleural, este fenbmeno podria deberse a que se ha reportado una
concentracion elevada de CCL20, en las enfermedades que cursan por un proceso
inflamatorio.?1 37 59) Este fenémeno también se observé en los linfocitos Th17
provenientes de pacientes con tuberculosis. Por otro lado, en los derrames pleurales
de pacientes con cancer se observd la presencia de los linfocitos Thl7 con los
fenotipos CCR6-CD127+y CCR6-CD127-, los cuales podrian corresponder a linfocitos
de memoria diferenciados in situ, debido a que no expresaron el receptor CCRE.
Nuestros datos sugieren que los linfocitos Th17 presentes en los derrames pleurales
de los pacientes con cancer se estan diferenciando en el compartimento pleural,
mientras que los linfocitos Thl1l7 provenientes de los derrames pleurales de
tuberculosis se estan reclutando al compartimiento pleural.

Posteriormente, evaluamos la funcionalidad de los linfocitos T CD4+ provenientes de
ambos grupos de estudio, por medio del andlisis de la concentracion de citocinas
secretadas. Nuestros resultados indican que los linfocitos T CD4+ provenientes de los
pacientes con cancer pulmonar presentan un perfil pro-inflamatorio en contraste con
los linfocitos T CD4+ provenientes de los pacientes con tuberculosis.

En los derrames pleurales de los pacientes con cancer pulmonar se observé que el
proceso de inflamacion persiste. Esto se debido a que los linfocitos T CD4+ van
secretando, en mayor cantidad las citocinas TNF-a e IFN-y, con respecto el tiempo de
estimulacién. Ademas de que, en el grupo de cancer, se observé un aumento en la
concentracion de la IL-6, una de las citocinas indispensables para la diferenciacion de
los linfocitos Th17 (38 51.59) Por lo que el incremento de esta citocina en el ambiente
tumoral se podria asociar con el porcentaje elevado de los linfocitos Th17 en el grupo
de cancer. Aun cuando se observé la disminucion de los niveles de IL-6 a las 72h, este
resultado se podria asociar a que esta citocina esta siendo utilizada por los linfocitos
Th1l7 presentes en el cultivo, los cuales secretaron IL-17 después de las 72h de

estimulacién. Dicho fendmeno no se observé en los linfocitos T CD4+ provenientes de
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los derrames pleurales de los pacientes con tuberculosis. Por lo tanto la presencia de
IL-17, es un indicador méas de que los linfocitos Th17 se encuentran en el sitio del
tumor, y que se esta viendo favorecido el proceso de inflamacion.

Con respecto al grupo de tuberculosis, los linfocitos T CD4+ secretan en una cantidad
minima IL-6 e IL-17 A. Lo que podria explicar que en el grupo de tuberculosis, el
porcentaje de linfocitos Th17 es menor con respecto al grupo de cancer. Con lo que
respecta a la IL-10 se puede observar que los linfocitos T CD4+, provenientes de
ambos grupos de estudio, secretan esta citocina. Sin embargo, en el grupo de
tuberculosis la secrecion de la IL-10 es constante a las 48 y 72h de estimulacion, en
contraste con el grupo de cancer en la cual la secrecién de la IL-10 disminuye a las
72h de estimulacion, lo cual sugiere que los linfocitos Th17 estan inhibiendo a las
células productoras de IL-10. Dado que hay un reducido porcentaje de células Tregs
en ambos grupos de estudio, la secrecion de IL-10 podria deberse a la presencia de
linfocitos Th3.

En resumen, aun cuando por fenotipificacion el porcentaje de linfocitos Th17 y Tregs
es semejante en ambas enfermedades, al analizar el perfil de citocinas secretadas por
los linfocitos T CD4+ nuestros datos sugieren que en cancer, el tumor favorece un
ambiente pro-inflamatorio. La presencia de las quimiocinas (CCL20 y CCL22) y las
citocinas (IL-1, IL-6, TGF-B) en el ambiente tumoral, podrian reclutar y diferenciar a
mas linfocitos Th17 al sitio tumoral. Lo que sugiere que las células tumorales utilizan
a estos linfocitos para favorecer su crecimiento. Sin embargo, se necesita realizar
estudios complementarios para determinar la relacion de los linfocitos Tregsy Th17 en
estadios tempranos del cancer pulmonar. En ese sentido se esperaria observar y
entender cudl es la relacion de estos linfocitos en etapas tempranas y como se van
desarrollando conforme a la evolucion de la enfermedad. Esto podria permitir la

utilizacion de nuevas terapias bloqueando la presencia de los linfocitos Th17.

40



CONCLUSIONES

En los derrames pleurales, tanto de cancer pulmonar como de tuberculosis, se
observo un aumento en el porcentaje de linfocitos Th17 con respecto al porcentaje
de linfocitos Tregs.

El fenotipo que predominé en los linfocitos Th17 fue de memoria; sin embargo, se
observo una pequeia poblacién de linfocitos Th17 con fenotipo efector.

En cancer pulmonar los linfocitos T CD4+ favorecieron el proceso de inflamacién
debido a la secrecion de la IL-6, IFN-y, TNF-a y la IL-17A.

Estos resultados sugieren que en estadios avanzados del cancer pulmonar, el
proceso de inflamacion cronica favorecio la presencia de los linfocitos Th17 los

cuales podrian llevar a cabo una funcién pro-tumoral.
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