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RESUMEN

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo y que de manera geneérica se caracteriza
por la proliferacion anormal y desordenada de un grupo de células. Se estima que una de

cada cuatro muertes esta relacionada con el cancer.

El cancer pulmonar es uno de los tumores malignos mas frecuentes a nivel mundial. En
México el cancer de pulmén se encuentra entre las tres principales causas de muerte por

tumores malignos en adultos mayores de 35 de afnos.

El desarrollo del cancer depende en gran medida, de la capacidad de las células
tumorales de aprovechar los procesos fisiolégicos normales para su beneficio. Uno de
estos procesos es la regulacion del sistema inmune. La activacién de las células del
sistema inmune promueve la erradicacion del tumor, mientras que su activacion crénica

beneficia el desarrollo tumoral.

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos granulares grandes que cumplen funciones
efectoras del sistema inmune innato, como la defensa contra patégenos. Estas células
tienen la habilidad de matar directamente células blanco y mediar la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos a través de los receptores de membrana de la porcion Fc de
la 1I9G (FcyRIIlI (CD16)). Estas células son capaces de eliminar células anormales a través
de las via Fas-Fas-L. Esta via esta dirigida especificamente a células blanco que
expresen el receptor Fas en su superficie. Una vez que el receptor Fas se une a su
ligando Fas-L, se inicia una cascada de sefializacion que da como resultado la activacion

de la via de las caspasas, induciendo apoptosis en la célula blanco.

Diversos estudios demuestran que la expresion de Fas en linfocitos de sangre periférica
de pacientes de diversos carcinomas presenta un incremento con respecto a sujetos

sanos.

La funcién de las células NK esta determinada por la integracion de sefales derivadas de
la participacion de diferentes receptores con ligandos especificos en la célula blanco. Los
receptores de las células NK pueden dividirse en receptores de activacion e inhibicion.

Los receptores de inhibicion ayudan a discriminar a células sanas de aquellas que sufren



un proceso de trasformacién a través del reconocimiento de moléculas del Complejo

Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) clase I.

En el presente trabajo se evalué la expresion de los marcadores de CD95, CD178,
CD158b, CD158e, CD56 al igual que la expresién intracelular de Interferon-y en muestras
sanguineas provenientes de pacientes con adenocarcinoma pulmonar estadio 1V libres de

tratamiento.

Al analizar los porcentajes de células NK en pacientes con cancer de pulmén
encontramos una disminucién en la frecuencia de estas células en los pacientes. Ademas,
nuestros resultados indican un incremento en la expresion de Fas, pero no asi de FasL,
en pacientes con adenocarcinoma comparados con controles sanos. Simultaneamente se
demostré un incremento en la expresion del receptor CD158b, pero no asi en el receptor

CD158e, en pacientes con cancer de pulmon.

A pesar de que las células NK fueron estimuladas con PMA e ionomicina, estas fueron
incapaces de producir IFN-y, lo que podria interferir en la transcripcion de sefales

inmunomoduladoras y antiproliferativas que benefician al desarrollo del tumor.

La suma de estos factores puede potencialmente afectar la actividad y expansién de

células NK, lo que beneficiaria el desarrollo tumoral.



INTRODUCCION

El cancer de pulmoén es el tipo de cancer mas extendido en ambos sexos a nivel
mundial(1). En México representa la segunda causa de muerte por cancer y a pesar de
los esfuerzos por detectarlo tempranamente, generalmente éste se diagnostica en
estadios avanzados con un prondstico pobre para los pacientes(2). El cancer de pulmén
es la manifestacion fenotipica de la acumulacién de cambios genéticos que conducen a la
activacion de protooncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores que dan
como resultado del crecimiento anormal de células en el tejido pulmonar(1).Este
crecimiento maligno puede derivar en metastasis e infiltrar a otros tejidos del cuerpo,

teniendo por encima de otros tipos de cancer, un alto grado de malignidad(3).

El sistema inmune es una red interactiva de érganos linfoides, células, factores humorales
y citocinas, que tienen la funcion de defender al organismo de alteraciones que causan un
desequilibrio en la homedstasis(4). La respuesta inmune se divide en dos grupos, la
respuesta innata y la respuesta adquirida. La respuesta innata es la primera linea de
defensa a través de mecanismos de defensas celulares y moleculares. Uno de los

principales componentes de la inmunidad innata son las células NK.

Las células NK son linfocitos que eliminan de forma espontanea células tumorales o
células infectadas. Estas células constituyen alrededor del 15% de la poblacion linfoide,
son distintas de los linfocitos T y B por lo que no muestran un re-arreglo del receptor de la
linea germinal, sus funciones efectoras se rigen por combinaciones de receptores
activadores e inhibidores (5).Las células NK son efectoras de la inmunidad innata y
adaptativa, participan en la regulaciéon de la respuesta inmune a través de la produccién

de varias citocinas y quimiocinas (6).

Las células tumorales que expresan moléculas asociadas al estrés celular o con
deficiencias en las moléculas de MHC clase | son reconocidas por las células NK y son
eliminadas por apoptosis a través de citotoxicidad limitada o por la produccién de algunas
citocinas que bloquean la formacién de nuevos vasos sanguineos dentro del tumor e

inducen la muerte en células tumorales (7).

La habilidad de las células tumorales para sobrevivir es determinada no solo por la

velocidad de proliferacion celular, también por la tasa de eliminacién celular. Esta



resistencia a la muerte celular es adquirida por las células tumorales a través de

mutaciones en genes de regulacion pro-apoptotica.

La apoptosis es un proceso regulado que involucra la activacién de una cascada de
eventos moleculares que derivan en la muerte celular. El proceso apoptético se
caracteriza por cambios morfologicos, las células se encogen y se vuelven circulares, la

cromatina y proteinas asociadas se condensan en el nucleo y se degradan.

Durante el proceso carcinogénico las células tumorales adquieren resistencia a las
sefales de induccion de apoptosis. Uno de los mecanismos de evasion de muerte es la
expresion y secrecion de moléculas tipo Fas, estas moléculas provocan que las células
tumorales sean capaces de contraatacar a los linfocitos citotdxicos conduciéndolos a

apoptosis(8).

El objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la expresién de Fas (CD95) y FasL
(CD178) en células natural killer de pacientes con carcinoma pulmonar. De igual forma
evaluamos la expresion del receptor CD56, CD158b y CD158e, al igual que la expresién
de IFN-y.



.  ANTECEDENTES

1.1 Cancer

Cancer es un término genérico que se designa a un amplio grupo de enfermedades que
afectan cualquier parte del organismo, se caracteriza por la rapida multiplicacion de
células que se extienden mas alla de sus limites habituales y puede invadir partes
adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos en un proceso conocido como
metastasis (OMS).

El cancer es una enfermedad genética, que implica la alteracién de genes que suprimen o
estimulan el ciclo celular; donde la mutacion, perdida o inactivacion de ciertos genes

genera una division celular descontrolada (9).

Se considera que el cancer es la proliferacion anormal de una sola célula que crece por
miles, luego por millones y billones, conformando una masa tumoral o neoformacion
conocida como neoplasia, que tiene la capacidad de invadir los tejidos vecinos, irrumpir
en el torrente circulatorio y recorrer el organismo hasta llegar a diversos sitios(10). La
capacidad de invasion y metastasis permite a las células tumorales liberarse del tumor
primario y colonizar nuevos sitios en el organismo donde no exista limitacion de

nutrientes.

Las alteraciones celulares en el cancer son el resultado de interacciones entre factores
geneéticos, como las lesiones en el DNA durante la replicacion o el ataque de especies

reactivas de oxigeno, y los agentes externos como los carcinégenos fisicos y bioldgicos

(11).

Las principales alteraciones del DNA son en tres tipos de genes: los protooncogenes, los

genes supresores de tumores y los genes de estabilidad (12).

Los protooncogenes son genes que codifican para proteinas involucradas en la
progresion del ciclo celular, cuando ocurre una mutacién en alguno de estos genes, se
desencadena un estado de activacion permanente que aumenta el potencial oncogénico y
se denominan entonces como oncogenes. La inactivacién de genes supresores de

tumores y de genes de estabilidad, genera inestabilidad y variabilidad genémica que



resulta en células mutantes con ventajas selectivas. La suma de estas modificaciones
genéticas produce una proliferacion tumoral descontrolada y la extension de clonas de

células transformadas capaces de generar tumores malignos(10).

1.1.1 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; en el 2008, causo6
7.6 millones de defunciones (aproximadamente 13% del total) y se prevé que las muertes
por cancer aumenten en todo el mundo hasta alcanzar la cifra de 13.1 millones de

defunciones por esta enfermedad en el 2030 (13).

Esta enfermedad es la segunda causa de muerte a nivel global, tan solo detras de las
enfermedades cardiovasculares. Los tumores malignos representan aproximadamente el
15% de las defunciones mundiales, correspondiendo a cerca de 8 millones de muertes
por afio, de las cuales mas del 70% se registran en paises en vias de desarrollo
(Figura1)(14).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer en el mundo. Casos estimados de incidencia de
cancer y muerte por cancer (miles) en hombres y mujeres de paises desarrollados y en vias de
desarrollo en 2012. (Editada de GLOBOCAN 2012.)

En México, cada afio se diagnostican en el pais cerca de 100 mil nuevos casos, de los
cuales aproximadamente dos tercios fallecen por deteccién tardia o fracaso en el
tratamiento(2). Las cifras convierten a este padecimiento en una de las principales causas
de muerte en la poblacién mexicana. La tendencia actual indica que esta enfermedad
incide aproximadamente en un 55% de mujeres, mientras que un 45% hombres(15).
Ademas en nuestro pais, la tasa de defuncién por tumores tiende a aumentar. De 1998 a
2008, la tasa de mortalidad por cancer se incrementd, pasando de 57.7 a 66.6 por cada
100 mil habitantes; entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil
habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes. En
2008, el cancer de traquea, bronquios y pulmén presentoé la tasa mas alta para tumores

malignos en poblacién de 60 afios o mas (60.19 por cada 100 mil habitantes) (2).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad por cancer en México. Casos estimados de incidencia de cancer
y muerte por cancer (miles) en México en 2012. (Editada de GLOBOCAN 2012.)

1.2 Cancer de pulmén

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

cada ano (14).



El cancer de pulmon es el tumor maligno mas frecuente en el mundo. En México, al igual
que en los paises desarrollados, la evolucion y pronéstico de la enfermedad es mas grave
cuando se torna metastasico. Antes del siglo XX, el cancer pulmonar era una entidad
patolégica muy rara. A partir de 1930, su frecuencia aumenté y se estima que para el afio
2025 se incrementara el numero de muertes en mas de 80%, es decir, a tres y medio

millones de defunciones en paises en vias de desarrollo (2).

El cancer de pulmoén es una enfermedad que se genera a partir de alteraciones genéticas
en el epitelio pulmonar, generalmente por la acumulacion de compuestos quimicos,

mutagénicos y carcinogénicos (16).

La causa mas importante relacionada al cancer de pulmon es el humo de cigarro. Se han
identificado mas de 4,000 sustancias quimicas en el humo del cigarro, de las cuales 60
son carcinogénicas. Estos compuestos se clasifican de acuerdo a su accion. Los
compuestos de accion directa no requieren transformacion quimica para tener efecto
carcinogénico. Los compuestos de accion indirecta requieren de ser matabolizados in vivo
para producir reactivos que inducen cambios genéticos y epigenéticos en células del

epitelio pulmonar (16).

En México, como en muchos otros paises, el cancer pulmonar representa un problema de
salud publica. La mayoria de los casos se diagnostica en etapas avanzadas para las que
no existen tratamientos con fines curativos; y pese a que existen notables avances en el
conocimiento de factores de riesgo, fisiopatologia, alteraciones genéticas y tratamiento de
quimioterapia citotéxica, asi como el desarrollo de nuevas terapias blanco, el beneficio

alcanzado en términos de supervivencia a largo plazo es poco satisfactorio (3).

1.2.1 Epidemiologia del cancer de pulmoén

El cancer de pulmén constituye la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial.
De acuerdo con datos de la OMS, hubo un total de 7.9 millones de defunciones por
cancer en 2007. Para 2011, se esperaron 1, 665, 300 nuevos casos y 1, 378, 400 muertes
por cancer de pulmon a nivel mundial (Figura 3). Desde 1970 se observa un incremento

en la incidencia por el aumento en el tabaquismo, en particular entre las mujeres (3)(13).
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Figura 3. Mortalidad por cancer. El cancer pulmonar es la principal causa de muerte por cancer en
el mundo. GLOBOCAN 2012.

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) de 1998 a 2004 se
registraron 397, 400 muertes por tumores malignos de los cuales, 45, 578 (11.5%)
corresponde a cancer de pulmon, donde las mayores tasas de mortalidad son en el norte
de México para ambos sexos y en los estados del centro para las mujeres (Figura 4) (1).

A pesar de que el tabaquismo se considera el principal factor de riesgo para desarrollar
cancer de pulmén en Estados Unidos y Europa; en México se le atribuye solo al 66% de
los casos (15). Algunos otros factores ambientales que contribuyen al proceso
carcinogénico en el pulmon son la exposicion al asbesto, la contaminacion atmosférica, el
radén, compuestos como el arsénico, cromo, radiacion ionizante y la exposicion crénica al

humo de lefa (17).
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Figura 4. Epidemiologia del cancer pulmonar en México. A) Mujeres. B) Hombres. (Modificado de
Ruiz-Godoy L, Rizo-Rios P, Sanchez-Cervantes F, Osornio- Vargas A, Garcia-Cuellar C, Meneses-

Garcia A. Mortality due to lung cancer in Mexico. Lung Cancer 2007; 58: 184-90.)
1.2.2 Etiologia del cancer de pulmon

Los principales factores de riesgo, por orden de importancia, son el tabaquismo activo o
pasivo, y la exposicion al humo de lefia. En México, 16% de las personas mayores de 15
afnos son fumadoras, y 16.4 millones de habitantes estan expuestos a humo de lefia
(censo 2010). La exposiciéon al humo de lefia por mas de 50 afios se ha relacionado con
cancer de pulmén en mujeres mexicanas no fumadoras. Otros factores de riesgo son la
exposicion a elementos como arsénico, silice, asbesto, acido crémico, éter, clorometilo,

niquel e hidrocarburos policiclicos aromaticos; asi como factores genéticos y la



contaminacion ambiental. Una causa poco conocida es la tuberculosis pulmonar, que
aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmon hasta 11 veces, en particular la del tipo

histol6gico adenocarcinoma (3).

En las personas no expuestas al humo del tabaco, la aparicién del cancer de pulmoén es el
resultado de una combinacion de factores genéticos y la exposicidon a carcindgenos. El
grupo de agentes carcinégenos que se asocian a la generacién de células cancerigenas
en el pulmén son de diversa naturaleza. El riesgo de padecer cancer se incrementa en
medida de los afios de exposicion a éstos agentes, y de manera especial cuando coexiste

el tabaquismo (18).

El raddn, asbesto y arsénico, son tres carcindgenos relacionados al desarrollo de
neoplasias pulmonares. El primero es un gas radioactivo liberado por la descomposicion
normal del uranio en las rocas y se encuentra en subterraneos y minas. Es invisible e
inodoro, se filtra a través del suelo y se difunde en el aire. Puede contaminar el agua,
principalmente en las norias, y liberarse mediante evaporacién (19)(20). En relacién con el
asbesto, se trata del carcinogénico ocupacional mas estudiado y al que los albaiiiles,
trabajadores de astilleros de barcos, los obreros de la industria de fabricacién de filtros y
aislamientos (que utilizan el amianto en tuberias y calderas) y los empleados en cartonaje,
textiles, reparacién de frenos y tintoreria industrial estan mas expuestos (21). El arsénico
es un metaloide que esta presente en forma sdlida, liquida y gaseosa. Se utiliza en la
fabricacion de vidrio, pigmento y juegos pirotécnicos. La exposicion mas prolongada

resulta por el consumo de agua contaminada (3).

Hasta el momento no existe un cuadro clinico especifico para el diagnéstico de cancer
pulmonar; sin embargo, sintomas como tos (presente en mas de 65% de los pacientes al
momento del diagndstico), hemoptisis, disnea, dolor toracico, pérdida de peso, y fatiga
son sintomas y signos que al persistir por mas de tres semanas se debe evaluar con

radiografia de térax (3).

La mayoria de los pacientes con cancer pulmonar son diagnosticados en una etapa muy
avanzada. El realizar una tomografia axial computarizada téraco-abdominal es
fundamental para una correcta estadificacion tumoral. El 87% de los pacientes con cancer

pulmonar son diagnosticados en etapas avanzadas, en esta etapa la tasa de



supervivencia a 5 afos es del 4%. Los lugares mas frecuentes de diseminacion son el

higado, el hueso, las glandulas suprarrenales y el cerebro(17).

1.2.3 Clasificacion del cancer de pulmén

Segun la localizacion, el cancer de pulmon puede dividirse en Cancer de pulmén central
para aquellos tumores que aparece a nivel de bronquios principales, lobares y
segmentarios correspondiendo a la primera, segunda y tercera generacién
respectivamente, hasta los de cuarta generacién, es decir, preferentemente en y
alrededor del hilio pulmonar(3). El origen traqueal es raro y practicamente no presenta
sintomatologia bronquial y son accesibles con el broncoscopio. Cerca del 75% de los
casos en este tipo de cancer incluye a los subtipos epidermoide y carcinoma

indiferenciado de células pequefas.

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

localizarse en areas muy alejadas, junto a la pleura.
1.2.3.1Clasificacion histopatoldgica

La clasificacion propuesta por la OMS divide al cancer de pulmén en dos grandes
categorias por sus caracteristicas histopatoldgicas. El carcinoma pulmonar de células
pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés) que comprende alrededor del 20% de los
carcinomas pulmonares y el carcinoma pulmonar de células no-pequefias (NSCLC, por
sus siglas en inglés) que comprende alrededor del 80%. Existe un tercer tipo de cancer de
pulmon de gran incidencia, el mesioteloma, que surge principalmente de la pleura y es

responsable del 3 a 4% de los canceres de pulmén(22).
1.2.3.1.1 Carcinoma pulmonar de células pequefias (SCLC)

El SCLC comprende aproximadamente del 10 al 25% de todos los casos de cancer
pulmonar a nivel mundial. EI SCLC se desarrolla usualmente en las células
neuroendocrinas que recubren los bronquios, por lo que ésta region es donde usualmente
inicia el desarrollo de este tipo de tumor. EI SCLC es la forma mas agresiva de carcinoma
pulmonar, este tipo de tumor se desarrolla rapidamente y forma grandes tumores. Las

células drenan a los nédulos del pulmén, para hacer metastasis rapidamente. Por su gran



capacidad metastasica temprana, los SCLC tienen mal prondstico. Estas células

cancerosas producen hormonas, que causan sindromes paraneoplasicos(22).
1.2.3.1.2 Carcinoma pulmonar de células no-pequefias (NSCLC)

El NSCLC comprende un grupo heterogéneo de diversos tipos histolégicos de cancer
pulmonar, los tipos mas frecuentes son adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas y carcinoma de células grandes. Todos comparten enfoques similares de

tratamiento y prondstico, pero tienen distintas caracteristicas histoldgicas y clinicas(22).
1.2.3.1.2.1 Adenocarcinoma pulmonar

El adenocarcinoma pulmonar deriva del epitelio de los alveolos y de las glandulas
mucosas bronquiales. Tienen una incidencia de alrededor del 40% de todos los casos de
cancer pulmonar. De acuerdo a la OMS, los adenocarcinomas pueden ser subclasificados
como papilar, acinar, bronquialveolar, adenocarcinoma mixto y adenocarcinoma sélido
con formacion de mucina. Los adenocarcinomas pulmonares son frecuentemente
heterogéneos y consisten en una mezcla de subtipos histologicos; sin embargo, la
produccién de mucina y la formacion de glandulas son caracteristicas que distinguen a los
adenocarcinomas de los demas carcinomas pulmonares. Los subtipos acinares
(glandular) y papilar son reconocibles por el patron de crecimiento celular e invasion. Este
tumor es de localizacion periférica, afectando incluso a la pleura o pared toracica. Es de
lento crecimiento y puede tomar afios en desarrollarse de un cancer confinado a un

cancer metastasico(22).

Las células cancerosas de adenocarcinoma son largas cilindricas y forman patrones
glandulares reconocibles. Por inmunohistoquimica, el diagndstico de adenocarcinoma se
obtiene mediante el resultado positivo a los marcadores de transcripcion tiroideo (TTF-1,

por sus siglas en inglés) y citoqueratina 7 (CK-7) (22).
1.2.3.1.2.2 Carcinoma epidermoide o de células escamosas

El carcinoma epidermoide o de células escamosas representa aproximadamente el 38%
de todos los casos de canceres pulmonares diagnosticados. Histologicamente se
caracteriza por presentar queratinizacion de células tumorales con formacion de perlas de

queratina y puentes intercelulares. Las células tumorales son delgadas y planas. Por lo



general se desarrollan en los grandes tubos bronquiales del centro de los pulmones, su

desarrollo en mas lento en comparacion con otros subtipos de canceres de pulmon(22).
1.2.3.1.2.3 Carcinoma de células grandes

El carcinoma de células grandes comprende alrededor del 9% de todos los canceres
pulmonares. Tiene un gran espectro de morfologia, la mayoria consiste en células con
abundante citoplasma y un gran nucléolo. Estos carcinomas también incluyen variantes

especificas, incluyendo el carcinoma neuroendocrino de células grandes(22).
1.2.3.1.3 Mesotelioma

El mesotelioma maligno es otro tipo de cancer pulmonar, las células cancerosas se
originan a partir de la transformacién tumoral de las células mesoteliales de la pleura (la

capa delgada de tejido que reviste la cavidad toracica y los pulmones).

Mientras que el habito tabaquico es considerado como la causa primordial de los
carcinomas pulmonares, el asbesto es la causa primordial del mesotelioma maligno;
aunque el habito tabaquico y el asbesto tienen un efecto sinérgico en la patogénesis del
cancer pulmonar. Aproximadamente el 80% de los casos de mesotelioma maligno esta
asociado con exposicidén a asbestos y se estima que cerca del 5% de los trabajadores de

la industria del asbesto desarrollan mesotelioma (23)(24).

La patogénesis del mesotelioma ocurre cuando las fibras de asbesto alcanzan la region
alveolar, la respuesta inicial del cuerpo es fagocitar y remover dichas fibras del pulmon,
aunque, si dichas fibras son demasiado largas no se remueven. Las fibras de asbesto
alcanzan la pleura a través de los bazos linfaticos o por penetracion directa y causa
fibrosis, placas pleurales y genera un mesioteloma. Una vez que las fibras alcanzan la
pleura, causan cambios mutagénicos a través de una interaccion fisica directa o
indirectamente por la produccion de especies reactivas de oxigeno, tales como los
radicales hidroxilo y aniones superéxido, dando lugar a rupturas de la cadena de DNA y a
deleciones en el material genético. Las particulas de asbesto afectan la funcién de los
genes que regulan el ciclo celular y que estan alterados en varios tipos de cancer

humano, como los genes supresores de tumores TP53 y Rb(25).



El mesiotelioma maligno es una enfermedad localizada regional y agresiva, con una
supervivencia medio de 9 a 17 meses. Sin embargo, el pronéstico depende de la etapa en
que se diagnostica el tumor, la edad del paciente y si la cirugia es o no una opcion para el

paciente(25).

El desarrollo del cancer depende en gran medida, de la capacidad de las células
tumorales de aprovechar los procesos fisioldgicos normales para su beneficio (26). Uno
de estos procesos es la regulacion del sistema inmune. La activacion de las células de
este sistema promueve la erradicacién del tumor, mientras que su activacion crénica

benefician el desarrollo tumoral (26).

1.3 Sistema inmune y cancer.

A pesar de que los tumores provienen de células propias, expresan antigenos tumorales
que pueden ser reconocidos por células del sistema inmune. El reconocimiento de estos
antigenos provoca la eliminaciéon de las células tumorales, en la mayoria de los casos
antes de que la formacién del tumor genere sintomatologia en el paciente. La capacidad
del sistema inmune de combatir células tumorogénicas originalmente fue propuesta por
Paul Ehrlich en 1900. En la década de los 50°s, Burnet y Thomas formularon la hipétesis

de “La inmunovigilancia del cancer”.

El sistema inmune selecciona, durante la formacién del tumor, variantes que estan mejor
adaptadas para sobrevivir en un ambiente inmunolégicamente intacto de una manera muy
parecida a lo que hace con virus, bacterias y parasitos. Por ejemplo, los tumores que se
forman en hospederos inmunocompetentes son menos inmunogénicos que los tumores
que se desarrollan en ausencia de un sistema inmune intacto(27)(28). De esta manera en
los tumores que se generan bajo la presion del sistema inmune se seleccionan células
mas resistentes a los mecanismos efectores citotdxicos y predominan variantes tumorales
con inmunogenicidad reducida o que adquirieron otros mecanismos que les permiten
evadir o suprimir el ataque inmune, con mas probabilidades de sobrevivir en el hospedero

inmunocompetente(27).

Robert Schreiber postuld la hipotesis de inmunoedicion del cancer, de acuerdo con esta
hipotesis el proceso de inmunoedicién del cancer se divide en tres fases denominadas

eliminacion, equilibrio y escape(28).



En la primera fase de eliminacién, una vez que los tumores sélidos alcanzan cierto
tamafio e invaden zonas adyacentes, requieren de una mayor provision de sangre. El
incremento en el flujo sanguineo llega como consecuencia de la produccion de proteinas
del estroma tisular y factores angiogénicos por parte de tumor. Ciertas moléculas en
células transformadas son reconocidas por células linfoides, éstas promueven la
produccién de IFN-y incrementando la actividad citotéxica que elimina a las células
tumorales(4,28-30).

En la fase de equilibrio, el sistema inmune y cualquier variante de las células tumorales
que haya sobrevivido al proceso de eliminacién, entran en un equilibrio dinamico. En esta
fase, las células T y el IFN-y producido por otros tipos celulares ejercen una potente
presion de seleccion sobre las células tumorales, suficiente para contener pero no para
eliminar totalmente el nicho tumoral, el cual posee células inestables genéticamente y con

alta tasas de mutacion.

En la tercera fase, denominada escape, las variantes tumorales que sobrevivieron,
comienzan a expandirse de forma descontrolada. Esto resulta en una enfermedad
maligna observable clinicamente que, si se deja avanzar, resulta en la muerte del

hospedero.

Sin embargo, a pesar del rol del sistema inmune como efector de una respuesta inmune
antitumoral, los tumores crecen en hospederos inmunocompetentes debido a una gran
variedad de mecanismos de escape y contra-ataque tumoral que les permite evadir la
respuesta inmune montada por el organismo. Por este motivo, una vez que un tumor esta
establecido y es clinicamente detectable, la regresion espontanea es un evento

infrecuente.

El crecimiento invasivo causa alteraciones menores en el tejido circundante e induce
sefiales inflamatorias que llevan al reclutamiento de células de la inmunidad innata. Las
células NK forman parte de las poblaciones linfocitarias efectoras que infiltran tumores y

ejercen una respuesta citotoxica anti-tumoral.



1.4 Células Natural Killer (NK)

Las células NK son linfocitos granulares que cumplen importantes funciones efectoras del
sistema inmune innato. Constituyen del 10 al 15% de los linfocitos de sangre periférica,
las células maduras se caracterizan por expresar en la superficie el marcador CD56 (6).
Funcionalmente las células NK son una fuente importante de citocinas inmunoregulatorias
que interactuan con otras células del sistema inmune desencadenando respuestas
antigeno especificas. Estas células tienen la habilidad de matar directamente células
blanco y mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos a través de los
receptores de membrana de la porcion Fc de la IgG (FcyRIIlI (CD16)). Las células NK son
capaces de eliminar células tumorales sin necesidad de reconocer antigenos especificos

de tumores (6).

Las células NK representan una poblacion heterogénea, donde las células que se
encuentran en sangre periférica expresan el receptor de activaciéon CD161 (NKR-P1A).
Diversos estudios han identificado dos poblaciones distintas de células NK humanas,
basados en la densidad de expresion de CD56. Aproximadamente el 90% de las células
NK presentan una baja expresion del marcador CD56 (CD56%™) y altos niveles de
expresion del receptor Fcylll (CD16); las células restantes se caracterizan por una alta
expresion de CD56 (CD56"") y baja expresion de CD16 (CD169™"e9). Hasta el momento,
la funcién biolégica de CD56 se desconoce. Las diferencias entre estas poblaciones no se
limitan en el perfil de expresidon de marcadores de superficie, ya que las dos tienen
patrones de secrecion de citocinas, potencial citotoxico y propiedades proliferativas
diferentes (6)(31).

Las células NK CD569" se caracterizan por producir citocinas inmunoregulatorias como
IFN-y, Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a, por sus siglas en inglés) TNF-3, factor
estimulante de colonia macréfago granulocito (GM-CFS, por sus siglas en ingles),
Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-13 (IL-13), al igual que altos niveles de expresion en
superficie del receptor de quimiocinas tipo-7 (CCR7, por sus siglas en ingles) y L-selectina
(CD62L). (6)Células NK CD569™ tienen baja expresion de L-selectina y CCR7, pero
expresan altos niveles del Antigeno de Funcién Linfocitaria-1 (LFA-1, por sus siglas en
ingles) y PEN5 (Figura 6). Estos patrones sugieren diferencias marcadas en el potencial

de migracion a diversos sitios (31).
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Figura 5. Subtipos de células NK humanas. Las células NK CD56P19ht son predominantemente
inmunoregulatorias, se caracterizan por producir altas concentraciones de citocinas. Generalmente
se identifican como CD16'°¥. Las células NK CD569™ son esencialmente células citotdxicas que
producen bajos niveles de citocinas. (Adaptado de Cooper MA et al. Human natural killer cells: a
unique innate immunoregulatory role for the CD56 (bright) subset. Blood. 2001; 97:3146-3151)

Las células NK reconocen las dos clases del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, por sus siglas en ingles) en células blanco a través de los receptores celulares NK
(NKR). Las células NK pueden matar selectivamente células autélogas que han perdido la
expresion de moléculas MHC clase 1. Los receptores de superficie cumplen funciones de
regulacion en las células NK, ya que pueden inhibir o activar diversas funciones (Figura 7)
(31).
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Figura 6. Regulacién de la respuesta de células NK a través de receptores de inhibicion y
activacién. La respuesta de células NK esta regulada por un balance en las sefiales de activacion e
inhibicion (a) en ausencia de receptores de activacion, la lisis celular se inhibe por receptores de
inhibicion (receptores tipo KIR) que reconocen moléculas de HLA clase I. (b) La lisis ocurre cuando
receptores de activacion se encuentran con sus ligandos en la célula blanco, al igual que por la
ausencia de receptores de inhibicion. (c) Las interacciones entre los receptores de activacion y sus
ligandos son mucho mas fuertes que las interacciones de receptores de inhibicién y sus ligandos,
lo que resulta en la activacion de células NK vy lisis de las células blanco. (d) En el caso de que
haya un mayor niumero de interacciones de inhibicion resultara en una sefial negativa que no
permitira la lisis celular. (Modificado de Farag SS et al., Natural killer cell receptors: a new biology
and insights into the graft-versus-leukemia effect. Blood. 2002; 100:1935-1947)

Existen 3 superfamilias de receptores celulares descritas en células NK. Los receptores
tipo inmunoglobulina killer (KIR, por sus siglas en ingles), que reconocen moléculas MHC
clase1; la superfamilia de receptores tipo lectina-c que reconocen moléculas no clasicas
MHC clase 1y 2; y por ultimo los receptores citotdxicos naturales de los cuales poco se

sabe de sus ligandos (6).



1.4.1 Receptor tipo inmunoglobulina killer

Los receptores tipo inmunoglobulina killer son la superfamilia mejor conocida de
receptores de células NK. Llevan a cabo funciones que podrian tener aplicaciones en la
inmunoterapia contra el cancer. Este conjunto de receptores de activacion e inhibicion se
caracterizan por tener uno de los dos dominios extracelulares KIR2D ¢é KIR3D, que
reconocen especificamente moléculas HLA clase 1 (HLA-A, HLA-B, HLA-C)(32). Estos
receptores se clasifican de acuerdo al tamafo de las regiones citoplasmaticas; tipo long
(KIR2DL y KIR3DL) y tipo short (KIR2DS y KIR3DS), estas colas citoplasmaticas
determinan las propiedades funcionales del receptor. El receptor tipo long regula senales
inhibitorias en presencia de ITIM's (abreviado del inglés, immuno receptor tyrosine-based
inhibition motif). Existendos representantes de este grupo de inmunoreceptores de
inhibicién, CD158b y CD158e. Los receptores tipo short esta asociado con sefales de
activacion por la asociacién con ITAM's (abreviado del inglés, Immuno receptor Tyrosine-
based Activation Motif)(Figura 8)(6).
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Figura 7. Receptores de la familia tipo inmunoglobulina killer. En la figura se muestran algunos el

de los receptores de activacion e inhibicion. De color verde se muestra el ligando para el que son



especificos. De forma genérica se muestra el mecanismo de sefializacion tras la unidén especifica
del ligando (Modificado de P Roda-Navarro. E Fernandez-Ruiz Extracto de Medicine.
2005;09:2174-80).

1.4.2 Receptores tipo lectina-C (CD94/NKG2)

Los receptores tipo lectina-C estan conformados por la subunidad CD94 unido a una
cadena NKG2, este receptor esta codificado por un gen de la familia de lectinas de tipo-C.
El receptor CD94 carece de un dominio citoplasmatico para la transduccién de sefiales
intrinsecas, la especificidad funcional del receptor se determina por los dominios
extracelulares y citoplasmicos de las moléculas de NKG2 (33). La familia de receptores
NKG2 incluye a NKG2A; unico receptor de inhibicion; NKG2C, NKG2E y NKG2F (figura
9); como receptores de activacion. Su principal funcién es el controlar la internalizacion de

microorganismos que expresen los ligandos y promover la secrecion de citocinas (6).
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Figura 8. Representacion esquematica de los receptores tipo lectina-C. Representacion
esquematica del mecanismo de sefnalizacion tras la unién especifica del ligando. Las iniciales m y h
indican ratdon y humano respectivamente. PI3K indica fosfatidilinositol 3 cinasa. Para la union de
PI3K es necesario que el motivo se fosforilice tras la union especifica del ligando (Modificado de
Extracto de Medicine. 2005;09:2174-80. P Roda-Navarro. E Fernandez-Ruiz.).



1.4.3 Complejo de receptores de citotoxicidad natural

Los receptores citotoxicos naturales (NCR, por sus siglas en inglés) son receptores de
activacion que participan en el reconocimiento y lisis de células tumorales. Se han
descrito tres NCR, de los cuales dos (NKp46 y NKp30) (Figura 10) se expresan
constitutivamente en todas las células NK de sangre periférica. EI receptor (NKp44) se
expresa solo en células NK activadas por IL-2. Los ligandos para estos receptores son

desconocidos (6).

NKp46 NKp44 NKp30
(NCR1/CD335)  NCR2/CD336 NCR3/CD337

Figura 9. Estructura de los NCRs. Estructura molecular de NKp46, NKp30 y NKp44. Se observa la
presencia y numero de dominios extracelulares y el tipo de molécula adaptadora (Modificado de
Hudspeth K, Silva-Santos B and Mavilio D (2013) Natural -cytotoxicityreceptors:
broaderexpressionpatterns and functions in innate and adaptiveimmunecells. Front. Immunol. 4:69.

doi: 10.3389/fimmu.2013.00069).

1.4.5 Citotoxicidad de las células NK

Las células NK son capaces de eliminar células tumorales a través de la secrecién de
moléculas formadoras de poros transmembranales en células blanco. Las serin proteasas
granzima A y granzima B, al igual que la perforina, son los componentes mas importantes

de estos granulos citotoxicos (34).



La granzima B es capaz de escindir proteinas que contengan residuos de aspartato y
activar a la procaspasa-10 y liberarla de factores como el Inhibidor de caspasaDNAsa
activada (ICAD, por sus siglas en ingles). Esta granzima utiliza la via mitocondrial para
amplificar las sefiales de muerte celular a través de escisiones especificas y la induccion y
liberacion de Citocromo C. De igual forma la granzima B activa directamente a la caspasa-
3(34).

La granzima A es un importante inductor de apoptosis a través de la activacion de vias
independientes de caspasa. Una vez dentro de la célula la granzima A activa DNAsas
como NM23-H1, degradando el DNA. Normalmente el ensamblaje del nucleosoma SET
inhibe la actividad de la molécula NMZ23-H1, pero la granzima es capaz de escindir al

nucleosoma permitiendo la degradacion del DNA por accién de NM23-H1.

1.4.6 Receptores asociados a ITAM

1.4.6.1 CD16 (FcyRIll)

El receptor CD16 es una molécula miembro de la superfamilia de las Inmunoglobulinas.
Es el receptor de membrana mejor caracterizado, responsable de mediar la lisis en
células blanco. CD16 es un receptor que se une a las porciones Fc de la IgG. Mediante la
union con la inmunoglobulina dirige la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA) en células infectadas. Sefnaliza a través de las cadenas CD3( y FczRly. Si bien
CD16 es uno de los principales receptores de activacion (35), para ejercer su accion
requiere de anticuerpos especificos (IgG) contra antigenos de superficie de las células

tumorales o infectadas.

1.5 Poblaciones inmunosupresoras

Las células neoplasicas y las células del estroma asociadas al tumor liberan multiples
factores solubles que perturban a distintas poblaciones, entre ellas poblaciones de células
mieloides. Diversas citocinas como el factor estimulante de colonias de
granulocitos/macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés), Factor de células madre
(SCF, por sus siglas en inglés), el VEGF y la IL-13 promueven la mielopoyesis y

contribuyen a un bloqueo en la maduracién de estas células. Las células mieloides tienen



un papel crucial en la promocion, angiogénesis tumoral, metastasis, invasién celular y
alteracion de la respuesta inmune en la patogénesis del cancer (36).

Las células supresoras de origen mieloide constituyen una poblacion mieloide
heterogénea (granulocitos, células dendriticas y macrofagos) en un estado inmaduro con
capacidad de suprimir la respuesta inmune del huésped. Durante estados patolégicos,
traumas, inflamacion, trasplantes y otras condiciones de estrés, estas células supresoras
se expanden en médula 6sea y viajan al torrente sin haber madurado correctamente,
acumulandose en o6rganos linfoides periféricos, donde se expanden y migran a sitios
blancos (37).

Las MDSC expresan factores supresores como la arginasa-1, especies reactivas de
oxigeno y la enzima éxido nitrico sintasa, estas moléculas tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion, citotoxicidad y activacion de poblaciones linfocitarias como las células NK y
células T (38)(39).

Mientras que en individuos sanos los niveles de MDSCs permanecen en niveles casi
imperceptibles, durante el desarrollo del cancer estas y otras poblaciones supresoras
aumentan en numero y se acumulan para establecer una plataforma que permite al tumor
evadir la respuesta inmune. De esta forma, ya sea por supresion directa, contacto célula-
célula y la produccion de factores solubles pueden inhibir la funcién y disminuir el nimero
de poblaciones linfocitarias como las células NK a través de la induccion de la apoptosis.
(40)

1.6 Muerte celular inducida

Las células tumorales deben superar barreras intrinsecas y extrinsecas para llevar a cabo
la progresion tumoral. Durante este proceso las células tumorales adquieren diferentes

caracteristicas denominadas mecanismos de evasion tumoral (30).

Algunos de los mecanismos moleculares que permiten a las células cancerosas evadir el
sistema inmune son: perdida o disminucion en la expresién de las moléculas MHC de
clase |, alteraciones en la via de procesamiento de antigenos, secrecion de citocinas

inmunosupresoras y la sefializacién defectuosa en la apoptosis (30).



La apoptosis se define como un tipo de muerte celular programada, que involucra la
eliminacion de una célula genéticamente determinada. El término apoptosis se usé por
primera vez en 1972 para describir una forma de muerte celular morfolégicamente distinta

a las ya conocidas (8).

En sus primeras fases, las células apoptéticas pierden el contacto con las células
adyacentes generando condensacion del citoplasma y alteracion en la membrana
plasmatica debido a la translocacién de la fosfatidilserina. Una vez que las células
comienzan el proceso de apoptosis la cromatina nuclear se condensa y fragmenta y se
inicia la formacion de protuberancias en la superficie celular que dan origen a los cuerpos

apoptéticos, que seran fagocitados por células del sistema inmune (8).

La muerte celular programada es una parte esencial de la vida para cualquier organismo
multicelular. En vertebrados, la apoptosis se requiere para el remodelamiento de tejidos,
la reparacion de lesiones y el combate contra infecciones. Por otro lado, las células estan
expuestas a adquirir mutaciones que generan defectos en la regulacion de los programas
de muerte celular. Estos defectos son la base de la tumorogénesis, la invasion de células
tumorales y de la metastasis. Sin embargo, las células son capaces de utilizar la muerte
celular como mecanismo de defensa contra las células neoplasicas. Una forma de lograrlo

es a través del acoplamiento de vias de proliferacion celular y apoptosis (41).

La muerte celular es el estado por defecto de todas las células de los metazoos, este
estado debe ser continuamente impedido por sefiales de supervivencia como citocinas,
hormonas solubles, conexiones sinapticas y la adhesién directa a la matriz extracelular.
Las células requieren de diferentes combinaciones de senales de supervivencia,
presentes solo en el sitio donde éstas se desarrollan, de esta forma la supervivencia de

las células depende completamente de su microambiente (41).

1.6.1 Receptores de muerte celular

Los receptores de muerte celular son miembros de la superfamilia de receptores tipo TNF,
comprenden alrededor de 20 proteinas que tienen diversas funciones bioldgicas
incluyendo la regulacion de la supervivencia y muerte celular, la diferenciacion celular y la

regulacion del sistema inmune. Los miembros de la familia de TNF comparten dominios



extracelulares ricos en cisteina, estos receptores estan definidos por dominios
citoplasmaticos de aproximadamente 80 aminoacidos llamados “dominios de muerte” (42).
Los receptores de muerte mejor caracterizados son CD95 (APO-1/Fas), receptor TNF-1
(TNFR1), TRAIL-R1 y TRAIL-R2 (42).

1.6.2 Via intrinseca de la apoptosis

La via intrinseca de la apoptosis implica estimulos que producen sefiales intracelulares
que actuan directamente dentro de la célula y son dependientes de eventos que ocurren
en la mitocondria. Los estimulos que inician la via intrinseca producen sefales
intracelulares positivas 0 negativas. Las sefales negativas implican la ausencia de
factores de crecimiento, hormonas y citocinas esto activa los programas de muerte,
iniciando asi la apoptosis. Los estimulos que actuan de una manera positiva son la
radiacion, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y radicales libres. Todos estos
estimulos provocan cambios en la membrana mitocondrial interna que provoca una
apertura del poro de la membrana, esto permite la permeabilidad mitocondrial, la pérdida
del potencial de transmembranal mitocondrial y la liberacion de las proteinas pro-
apoptéticas, Smac/DIABLO vy la serina proteasa HirA2/Omi, al citosol. Estas proteinas
activan la via mitocondrial dependiente de caspasas. Ademas, existe un cofactor pro-
apoptotico llamado citocromo C, el cual se une y activa Apaf-1, asi como la procaspasa-9,
formando un complejo conocido como apoptosoma. La agrupacion de procaspasa-9 de
activa a la caspasa-9. Smac/DIABLO y HtrA2/Omi inhiben a las moléculas IAP’s
(proteinas inhibidoras de apoptosis), y comienza el proceso apoptético. Las proteinas pro-
apoptdticas, tales como Bax, Bad, Bak, Bim y Bik, se traslocan del citosol a la membrana
mitocondrial, provocando la formacion de poros en la membrana, permitiendo la salida de
factores pro-apoptéticos y con ello la activacion de las caspasas efectoras. De esta

manera se fragmenta el DNA y se condensa la cromatina nuclear periférica(8,43)

Los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 controlan y regulan la apopotosis
mitocondrial. Esta familia de proteinas incluye a Bcl-2, Bcl~, Bcl-«, Bcl-x,, los cuales
pueden ser pro-apoptéticos o anti-apoptéticos ya que regulan la permeabilidad de la

membrana mitocondrial (44).

1.6.3 Via extrinseca de la apoptosis



La via extrinseca de la apoptosis se desencadena a través de la interaccion de receptores
y ligandos transmembranales. Esta via involucra a los receptores de muerte miembros de

la superfamilia de receptores del TNF (34).

La secuencia de eventos que definen la fase extrinseca de la apoptosis estan mejor
caracterizadas en los modelos de FasL/Fas y TNF-a/TNFR1. En estos modelos se
caracterizan por la agrupacién de los receptores y la unién con ligandos homélogos
trimétricos. La unidon de Fas ligando con el receptor Fas genera el acoplamiento de la
proteina de dominio de muerte asociado a Fas (FADD, por sus siglas en ingles) y la union
del ligando TNF con el receptor de TNF resulta en el ensamblaje de la proteina
adaptadora TRADD. Una vez ensambladas estas proteinas se forma un complejo de
induccién de sefales de muerte (DISC, por sus siglas en ingles), que promueve la
activacion catalitica de la procaspasa-8 (34). Cuando la caspasa-8 se activa, inicia el

proceso de apoptosis.

La apoptosis mediada por receptores de muerte se puede inhibir por diversas proteinas
como c-FLIP, la cual es capaz de unirse a FADD y a la caspasa-8 inactivando sus
funciones. Otra proteina involucrada en la regulaciéon de la muerte celular es la molécula
Toso, esta molécula es capaz de bloquear la induccién de apoptosis por la via Fas en

linfocitos T a través de la inhibicion de la caspasa-8 (34).
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Figura 10.Via extrinseca de la apoptosis. 1) FasL y TRAIL: después de la unién del ligando, DR4,
DR5 y Fas se someten a cambios conformacionales que resultan en el ensamblaje del complejo de
sefalizacion de muerte inducida (DISC). Los receptores DcR1, DcR2 y DcR3 se unen al ligando
con gran afinidad pero no inducen muerte celular. DR4, DR5 y Fas reclutan al dominio de muerte
asociado a Fas (FADD) a través de dominios de muerte complementarios. FADD puede reclutar a
caspasa 8 a través de sus dominios de muerte complementarios (DED’s, por sus siglas en ingles).
El reclutamiento de caspasa 8 al DISC conduce a una escisidon autoproteolitica, liberando dos
subunidades que forman la enzima activa. En las células tipo 1 la caspasa 8 escinde y activa a las
caspasas efectoras 3, 6 y 7 para que se acoplen a la respuesta apoptética. En las células tipo 2 la
caspasa 8 escinde a Bid que a su vez estimula Bax y Bak que liberan factores de la mitocondria
incluyendo citocromo C, activando asi la via intrinseca de la apoptosis y los niveles de caspasa 8.
2) TNF: TNF se une a TNF-R1 reclutando a TNFR-DD a través de sus dominios de muerte y un
complejo de proteinas que contienen a la proteina del receptor de interaccion (RIP, por sus siglas
en ingles) y al Factor asociado a TNFR 2 (Complejo 1). El complejo 1 puede activar inhbidores del
complejo Factor nuclear (NF)-Kp. Liberando de esta forma a (NF)-KB para que entre al nucleo y
comience la transcripcion de genes anti.apoptéticos, incluyendo a la proteina inhibidora FLICE
(FLIP) y clAP1/2. El complejo 1 se disocia de TNF-R1 donde se une a FADD y a la caspasa 8
(Complejo 2). Si es abundante FLIP puede bloquear a la caspasa 8 del complejo 2 para evitar la

autoactivacion.



1.6.3.1 Via Fas/FasL

El receptor CD95 y su ligando (CD95L) estan involucrados en una ruta de sefalizacion
que regula la muerte celular en diversos tipos celulares. CD95 es un receptor
transmembranal que se expresan en linfocitos activados, en tejidos de origen linfoide y en
gran numero de células tumorales. La expresion de CD95L se relaciona con la evasion de
la respuesta inmune por parte de las células tumorales, los tumores son capaces de
activar mecanismos que les permiten eliminar a linfocitos citotoxicos a través de la
induccién de apoptosis via CD95/CD95L (42).

Fas fue identificado hace mas de dos décadas usando anticuerpos que inducen apoptosis
en células tumorales. La activacion de Fas induce cambios en la membrana plasmatica,
condensacion nuclear y la activacion de la via de las caspasas, que es comun encontrar
en células sometidas a apoptosis después de la induccion con agentes

quimioterapéuticos, glucocorticoides o radiacion y (8).

La molécula Fas es una glicoproteina transmembranal de 399 aminoacidos, se caracteriza
por tener tres regiones extracelulares con dominios de cisteina y una regién de 80
aminoacidos en el dominio intracelular, este llamado “death-domain” es critico para la
sefalizaciéon de la apoptosis. La expresidén de Fas se incrementa en presencia de

interferén-y, TNF-a y linfocitos activados (32)(33).

La apoptosis mediada por Fas se desencadena por su ligando natural FasL. Esta
molécula se expresa de manera mucho mas restringida que el receptor. FasL es una
proteina de membrana de 40 KiloDaltons que puede escindirse proteoliticamente para
formar un trimero soluble activo. FasL puede asociarse con microvesiculas lipidicas que la
estabilizan y prolongan su vida media. Existen tres formas biolégicamente activas de
FasL, de membrana, soluble y asociado a microvesiculas, generalmente su expresion es
regulada por el factor nuclear de células T activadas (NFAT, por sus siglas en ingles) y
por NF-KB. FasL se expresa constitutivamente en pulmodn, intestino delgado, testiculo y

algunas estructuras de los ojos (41)(45).

Después de la unién con FasL, Fas se asocia con dos proteinas especificas, FADD y

FADD caspasa-8, formando a DISC. FADD recluta a la caspasa-8 al complejo de



senalizacion de Fas. La caspasa-8 activa directa o indirectamente a otros miembros de la
familia de las caspasas, escidiendo proteinas estructurales y reguladoras de la célula y

por lo tanto en la induccion de la apoptosis (41).

Una vez reclutado DISC, la caspasa-8 se somete a un procesamiento autocatalitico
produciendo la proteasa caspasa-8. En algunos tipos celulares, la apoptosis inducida por
Fas también esta regulada por la maquinaria mitocondrial y los miembros de la familia de
BCI2.(41) Esta via de sefalizacion involucra a la caspasa-9 (45). Los miembros de la
familia BCI2 estimulan a la mitocondria para liberar citocromo C, que forma un complejo
con el factor de activacion de proteasa y apoptosis 1 (APAF-1, por sus siglas en ingles).
La caspasa-9 es activada por el complejo citocromo C/APAF-1 y esta a su vez activa a la

procaspasa-3, principal degradador de la membrana nuclear (46).

En el segundo modelo sobre la sefializacion de Fas, se describen dominios de unién de
ensamblaje a pre-ligandos extracelulares (PLADS, por sus siglas en ingles). En este
modelo se describe que los PLADS se agregan a los receptores antes de la union del
ligando. Actualmente no es claro si el modelo de DISC o PLADS se complementan uno a

otro, o son eventos independientes capaces de generar por si solo apoptosis (41).

Existen inhibidores endégenos de Fas que regulan la via, incluso la activacién de las
caspasas Yy la muerte celular. FLIP es capaz de inducir cambios conformacionales en la
caspasa-8, y competir con ella por la uniéon a DISC. FLIP se ha relacionado con la
resistencia a apoptosis en células T virgenes y en lineas celulares de melanoma. Las
proteinas inhibidoras de apoptosis, inactivan las funciones de las caspasas -3, -7 y -9 a
través de interacciones directas, mientras que BCI-2 y BCI-X. inhiben la redistribucion del
citocromo C de la mitocondria al citosol. La expresién de las IAP’s esta regulada por el

factor de transcripcién nuclear NF-K(3 (46).



Il. Planteamiento del problema

El cancer pulmonar es un problema de salud publica a nivel mundial en la actualidad. En
México el cancer de pulmon es uno de los mas frecuentes entre hombres y mujeres. La
tendencia indica que en los préximos anos la incidencia y mortalidad por este tipo de

cancer aumentara en nuestro pais.

Las células NK son efectores importantes del sistema inmune innato que poseen la
habilidad de lisar células transformadas o infectadas por virus, independiente de la
presencia o ausencia de moléculas de MHC. Estas células circulan en sangre periférica y
una vez activadas son capaces de infiltrarse hacia tejidos para eliminar células infectadas
o transformadas. Existen evidencias sobre la disminucion en la actividad de las células NK
en diversos carcinomas(47—49)incluso se ha demostrado que la actividad de las células
NK es un indicador independiente del prondstico de los pacientes con carcinoma
gastrico(47).Sin embargo, los mecanismos responsables de las alteraciones en la
activacion y funcién de las células NK en pacientes con cancer de pulmoén no estan

definidas.

Uno de los posibles mecanismos responsables de la disminucion en la eliminacion de
células tumorales y produccion de citocinas por parte de células inmunes en pacientes
con cancer es el incremento en la apoptosis células T y NK(50). Las células tumorales
expresan FasL y B7-H1, moléculas capaces de inducir apoptosis en linfocitos T y células
NK, se ha sugerido que la via Fas/FasL tiene un papel importante en el establecimiento
de tumores a través de la inducciéon de apoptosis en linfocitos cititdxicos que infiltran

tumores(51).

Se han descrito diversas alteraciones en la actividad de las células NK en varios tipos de
cancer(48)pero la expresion de Fas y su impacto en la funcionalidad de células NK de

pacientes con cancer de pulmon no se ha estudiado.



lll. Objetivos
Objetivo general
Evaluar la expresion del marcador de superficie CD95 y CD178 asi como su impacto en la
funcionalidad de células Natural Killer de sangre periférica en pacientes con cancer de
pulmon.

Objetivos particulares

*Medir la frecuencia de células NK en pacientes con cancer de pulmon sin tratamiento y

sujetos sanos.

*Evaluar la expresién de los receptores CD95, CD178, CD56, CD158b y CD158e en

células NK de pacientes con cancer de pulmon y sujetos sanos por citometria de flujo.

*Evaluar la produccion de IFN-y en células NK de pacientes con cancer de pulmoén vy

sujetos sanos por citometria de flujo.

*Medir la concentracion plasmatica de CD178 en pacientes con cancer de pulmén y

sujetos sanos por ELISA.



IV. Hipétesis

. Las células NK de pacientes con cancer de pulmén sobreexpresan los marcadores

CD95, CD158b y CD158e en su activacién y produccién de citocinas.



V. Metodologia

5.1 Poblacion de estudio

Se seleccionaron 10 sujetos con diagndstico confirmado de cancer de pulmoén de la
estirpe histologica adenocarcinoma, reclutados para este estudio en colaboracion con el
Instituto Nacional de Cancerologia. Se estudié un grupo control y un grupo de pacientes
en estadio Ill y IV. Los pacientes incluidos en el estudio fueron reclutados y clasificados
segun la estirpe histolégica y el estadio de la enfermedad, de acuerdo con el sistema TNM
para la clasificacién del cancer de pulmén, recomendado por el Comité Americano para el
Cancer (52). El diagnéstico histoloégico de cancer pulmonar de células no pequenas
primario, se establecid de acuerdo a la clasificacion de tumores pulmonares de la
Organizaciéon Mundial de la Salud y de la Asociacion Internacional para el estudio del
Cancer de Pulmén. La evaluacion preclinica incluyd el examen fisico, pérdida de peso y
estado fisico general con un indice de <2 de acuerdo con las normas del ECOG (Eastern

Cooperative Oncologic Group Scale).

5.2 Pacientes

5.2.1 Criterios de inclusion

1. Se incluyeron solo pacientes que aceptaron y firmaron carta de consentimiento
informado.

2. Se incluyeron pacientes mayores de 18 afos con diagnostico histopatologico de
cancer de pulmoén y que no hubieran recibido radioterapia y/o quimioterapia previa a la
obtencion de las muestras a analizar.

3. Citologia positiva para malignidad en esputo, aspirado bronquial, cepillado bronquial,
puncién aspirativa pulmonar, liquido pleural o puncién de otras localizaciones
metastasicas.

4. Biopsia positiva para malignidad de origen bronquial, trasbronquial, pleural, pulmonar

percutanea, pulmonar por toracotomia o de localizaciones metastaticas.
5.2.2 Criterios de exclusion

1. Pacientes que retiren su consentimiento y no quieran continuar con la evaluacion del
estudio.

2. Pacientes con un tipo histolégico diferente al adenocarcinoma.



3. Pacientes que hayan recibido tratamiento quirdrgico, radiolégico o de quimioterapia
previo.
4. Pacientes con infecciones no controladas.

5. Pacientes con infeccion por VIH.

5.3 Sujetos sanos

5.3.1Criterios de inclusion

1. Se incluyeron aquellos sujetos que hayan entendido y firmado el consentimiento
informado.

2. Se incluyeron aquellos que no reporten habito tabaquico al menos en los ultimos 10
afos.

3. Se incluyeron sujetos sin sintomas de cualquier enfermedad respiratoria en las dos
semanas anteriores a la toma de la muestra.

4. Aquellos que presentaronespirometria normal.

5. Aquellos cuya evaluacion radiolégica sea considerada como normal.

6. Aquellos que presentaron valores normales en biometria hematica

Criterios de exclusion

1. Aquellos que tuvieran antecedentes familiares de cancer de pulmén.
2. Sujetos con otro diagndstico oncoldgico.

3. Sujetos con enfermedades autoinmunes (VIH, artritis, lupus, etc.)

4. Sujetos con enfisema pulmonar.

5.3.2 Criterio de eliminacion

1. Retiro del consentimiento informado.

5.4 Toma de la muestra y tratamiento

Se obtuvieron 8 ml de sangre venosa heparinizada de 10 pacientes y 5 controles. Las
células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s, por sus siglas en inglés) se
obtuvieron a partir de un gradiente de centrifugacion (Ficoll, Hypaque, Amsterdam), la
sangre se centrifugd a 2700 RPM durante 30 minutos. La fraccién de PBMC's se lavé dos
veces con PBS (Buffer Fosfato Salino) y se determind la viabilidad por microscopia éptica

con azul de tripano.



5.5 Caracterizacion fenotipica de células NK por citometria de flujo

La tincion con anticuerpos para citometria de flujo se realizd en 1x10° células
mononucleares de sangre periférica. Las células se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente con 10 pl de los siguientes anticuerpos monoclonales dirigidos
contra antigenos de superficie de células de humano: CD3 (PE-Cy5), CD56 (APC-Cy7),
CD95 (FITC), CD158b (FITC), CD158e (PE), CD178 (PE). Las células fueron adquiridas
en el citémetro de flujo FACSAria con el software FACS Diva 6.5. (BD Biosciences, San
José, Cal. USA) y se analizaron con el Software FlowJo V. X (Treestar, Inc, Ashland,Or,

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

5.6 Expresion intracelular de IFN-y

Se analizo la expresion intracelular de IFN-y en células NK de pacientes con cancer y
controles. Las se estimularon 1x10® células mononucleares de sangre periférica con PMA
(50 ng/ml) un potente activador de transduccién de sefiales de la enzima protein cinasa C
y ionomicina (1 ug/ml) ionéforo que incrementa el nivel de calcio, durante 5 horas en
presencia de inhibidores del transporte de proteinas (Brefeldina A y monensina),
posteriormente se incubaron con anticuerpos de superficie anti- CD3 (PE-Cy5) y anti-
CD56 (APC-Cy7) durante 20 minutos. Las células se lavaron con PBS y se
permeabilizaron con 450 ul solucion citofix/cytoperm (BD biosciences) durante 20 minutos,
se lavaron dos veces con PBS/BSA y se incubaron con el anticuerpo intracelular anti-IFN-
y (PE) durante 20 minutos. Se lavaron y resuspendieron en PBS para su analisis por

citometria de flujo como se describié anteriormente.
5.7 Cuantificacion de Fas-L por ELISA

Para medir la concentracién plasmatica de Fas-L en pacientes con cancer de pulmén, se
utilizé el kit Human Fas Ligand/TNFSF6 Quantikine ELISA de R&D Systems. Se utilizaron
los plasmas de 10 pacientes y 5 controles sanos. Los plasmas se obtuvieron
centrifugando los tubos con las muestras sanguineas 1500 rpm. Durante 10 minutos.

Posteriormente se congelaron 1 ml. De plasma hasta el momento de su uso.

5.8 Analisis estadistico

Los valores obtenidos en cada una de las pruebas fueron analizados mediante la prueba

estadistica Shapiro-Wilk para saber si los datos obtenidos presentan una distribucién



normal. Debido a que los datos no presentaban una distribucion gaussiana se realizé la
prueba de U de Mann-Whitney. Se considerd un valor significativo de p cuando éste sea <

0.05. Se utilizo el programa de andlisis estadistico GraphPad Prism V. 5.0.4.

5.9 Consideraciones éticas

Este protocolo asi como las Cartas de Consentimiento Informado para sujetos sanos y
pacientes se sometieron para su aprobacion por los Comités de Ciencia y Bioética de las

instituciones participantes.



VL. Resultados

Caracteristicas socio-demograficas y clinicas de los pacientes y controles

Se incluyeron en este estudio 10 pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefas, con una media de edad de 60+14 anos, 5 son mujeres y 5 hombres, El 30% de
los pacientes del grupo, presentaban antecedentes de tabaquismo y/o expuestos al humo
de lefia (Tabla 4). El 80% de los pacientes se encontraron en la etapa clinica 1V, todos
ellos pertenecientes al tipo histopatolégico de adenocarcinoma. El 60% de los casos
presentaron derrame pleural. EI 90% de los pacientes presentaban metastasis, 6
pacientes con polimetastasis y 4 con oligometastasis, mientras que 5 presentaban

metastasis en sistema nervioso central.

Tabla 1.Caracteristicas socio-demograficas.

Casos Controles P
n=10 n=5
% %
Sexo masculino 6/10 3/5 P<0.5
(60%) (60%) P<0.4
Edad 60+14 55+7
Exposicién humo de leha 3/10 0 P<0.06
Tabaquismo 3/10 0 P<0.06

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Caracteristica Porcentaje
Etapa clinica Ill/IV 2/8 80%
Histologia (adenocarcinoma) 10/10 100%
indice de masa corporal 25.63 (+3.4)

Metastasis (si/no) 9/1 90%
Polimetastasico/Oligometastasico 6/4 60%
Metastasis SNC 5/10 50%
Derrame pleural 6/10 60%




ECOG 2/1 1/9 10%
Karnofsky (media, +d.e.) 80 (+10)

Frecuencia de células NK

Se evalud el porcentaje de células NK CD3- CD56"presentes en 10 pacientes con cancer
de pulmén y 5 controles sanos. El anadlisis se realizé a partir de una ventana de los
parametros Forward Scatter (FSC) vs. SideScatter (SSC) seleccionando una regién de

linfocitos, posteriormente se compararon a los marcadores CD3 y CD56.
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Figura 11. Ejemplo comparativo del porcentaje de células NK entre un paciente con cancer de
pulmén y un sujeto control donde se muestra la disminucién en el porcentaje de estas células en

pacientes al compararlos con controles. CPCNP=cancer de pulmoén de células no pequerias
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Figura 12. Porcentaje de células NK CD3- CD56* en pacientes con cancer de pulmon y sujetos
control. Los resultados se expresan como medianas y rangos (25-75).U de Mann-Whitney
**p<0.0027

Como se muestra en la figura 13, los pacientes con cancer de pulmdén mostraron una
disminucion significativa en el porcentaje de células NK comparado con los controles
[pacientes: mediana 12.32% (rango, 9.7-14); controles: mediana 19.8% (rango, 15.72,
22.53). Observamos que en los pacientes con cancer de pulmoén existe un menor

porcentaje de células con fenotipo CD3'CD56*comparados con sujetos controles.

Frecuencia de la expresion del receptor CD95 en células NK

La evaluacién de la expresion de los marcadores CD95 y CD178 se realizé mediante
marcaje de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con cancer pulmonar

libres al tratamiento, asi como en sujetos sanos.

Los datos mostrados en la figura 14 representan porcentajes de células positivas en un
poblacion total de 100, 000 eventos para todas las muestras. El analisis de todas las
subpoblaciones estudiadas se realizé inicialmente a partir de una ventana que mostrara a
los tipos celulares por tamafio y complejidad (Forward Scatter (FSC) vs. SideScatter

(SSC)). Posteriormente se analizé la expresion independiente del marcador CD95 y



CD178 en la poblacién CD3- CD56*. Se muestra la distribucién de la frecuencia de este

receptor en pacientes y controles.
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Figura 13. Estrategia de anadlisis para la expresion del receptor CD95 y CD178 en células CD3-
CD56" en pacientes con cancer de pulmoén y sujetos control. Ejemplo representativo de un paciente

y un control. CPCNP=cancer de pulmén de células no pequefias

Se encontré un incremento significativo en células NK positivas para la expresion del
marcador CD95en los pacientes con cancer de pulmoén, comparados con el grupo control
[pacientes: mediana 45.45% (rango, 31.65-55.40); controles: mediana 13.9% (rango,
11.16-14.59)], (Figura 15A) (P<0.007).

Al analizar el marcador CD178, no encontramos diferencias significativas entre pacientes
y controles [pacientes: mediana 7.89% (rango, 6.8-10.1); controles: mediana 8.76%
(rango, 15.72, 22.53)] (Dato no mostrado).
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Figura 14.A) Incremento en el porcentaje de expresion del receptor CD95 en células NK de
pacientes con adenocarcinoma (n=10) en comparacién con controles (n=5) Los resultados se
expresan como medianas y rangos. U de Mann-Whitney *** (p<0.0007). B) Incremento en la
intensidad media de fluorescencia en pacientes con cancer de pulmén en comparacion con sujetos
control Los resultados se expresan como medianas y rangos U de Mann-Whitney ** (p<0.0013).
Se observa un incremento significativo en las dos graficas en células CD3-CD56"* en el grupo de

pacientes al compararlos con los controles.

Se realizé también el analisis de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) del receptor
CD95 en células NK. Se encontrd un incremento significativo en la IMF en pacientes
[Mediana: 459.5 (rango, 384.3-609)] con cancer pulmonar libres de tratamiento
comparados con sujetos control [Mediana: 154 (rango, 120.5-301)] (Figura 15 B)
(P<0.0013).

Frecuencia de la expresién del receptor tipo inmunoglobulina killer CD158b en
células NK

El analisis de la expresion de los receptores tipo inmunoglobulina killer se realizé a partir
de la region de linfocitos en la ventana de FSC vs. SSC. Posteriormente se seleccion6 a
la poblacion CD3-CD56" para comparar la expresion de los receptores CD158b y CD158e
(Figura 16).



El analisis sobre la poblacion de células NK mostré un incremento significativo en la
expresion del receptor CD158b en pacientes con cancer pulmonar comparados con
sujetos control [pacientes: mediana 21.10% (rango, 18.40-29); Controles: mediana 7.8%
(rango, 6.05-9.2)] (Figura 17A).

No se identificaron diferencias estadisticas cuando se comparé la expresion del receptor
CD158e en pacientes con cancer de pulmén y en sujetos sanos [Pacientes: mediana
6.13% (rango, 5.21-7.86); Controles: mediana 7.1% (rango, 6.32-8.21)] (Dato no

mostrado).
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Figura 15.Estrategia de analisis para la expresion de los receptores CD158b y CD158e en
pacientes con cancer de pulmon y en sujetos control. Se observa un incremento en la expresion
del receptor CD158e en pacientes al compararlos con los controles, pero no asi en el receptor
CD158e. Ejemplo representativo de un paciente y un control. CPCNP= cancer de pulmén de

células no pequenas

De igual forma se realiz6 el andlisis de la IMF del marcador CD158b en la poblacion de

células NK de pacientes con cancer pulmonar comparandolo con sujetos sanos como



control [Pacientes: mediana 616% (rango, 398-813); Controles: mediana 113% (rango, 92-
132)]. (Figura 17 B).
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Figura 16. A) Incremento en el porcentaje de expresion del receptor CD158b en células NK de
pacientes con cancer de pulmén (n=10) en comparacién con controles (n=5) Los resultados se
expresan como medianas y rangos. U de Mann-Whitney ** (p<0.0022). B) Incremento en la
intensidad media de fluorescencia del receptor CD158b en pacientes con cancer de pulmén en
comparacion con sujetos control. Los resultados se expresan como medianas y rangos. U de
Mann-Whitney ** (p<0.002). Se observa un incremento significativo en las dos graficas en células

CD3-CD56* en el grupo de pacientes al compararlos con los controles.

Al analizar la IMF del marcador CD158b observamos un incremento significativo en
pacientes con cancer de pulmon comparado con los sujetos sanos. La IMF demuestra la

sobrexpresion del receptor CD158b en células NK de pacientes con cancer de pulmoén.

Evaluacion de la expresion de IFN-y en células NK

La medicion de la producciéon intracelular de IFN-y se llevé a cabo en células
mononucleares de sangre periférica de 10 pacientes con cancer de pulmén y 5 sujetos
sanos. Las células fueron estimuladas con PMA e ionomicina durante 5 horas y se realizd
una tincion intracelular para IFN-y. El andlisis se realizd a partir de la region de linfocitos
en la ventana de FSC vs. SSC. Posteriormente se seleccioné a la poblacién CD3-CD56*

para el analisis de la expresion de IFN-y.
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Figura 17.Estrategia de analisis para la expresion intracelular de INF-y en células CD3- CD56* de
pacientes con cancer de pulmén y sujetos control. Ejemplo representativo de un control y un

paciente. CPCNP=cancer de pulmén de células no pequenas

El analisis mostré una disminucién significativa en el nimero de células capaces de
producir IFN-y en pacientes con cancer de pulmén comparado con los sujetos control
[Pacientes: mediana 2.35% (rango, 1.51-3.69); Controles: mediana 15% (rango, 9.5-
16.12)] (Figura 19).
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Figura 18. Porcentaje de expresion intracelular de IFN-y en células NK de pacientes con
adenocarcinoma y sujetos control. ***Los resultados se expresan como medianas y rangos.U de
Mann Whitney (p<0.0007)

Cuantificacion del receptor soluble CD178 en plasma

Para medir la concentracién plasmatica de FasL soluble (CD178) se utilizd el kit Human
Fas Ligand/TNFSF6 Quantikine ELISA de R&D Systems. Se utilizaron plasmas de
112pacientes con adenocarcinoma y 30 sujetos control para la realizacion del

inmunoensayo.

Las concentraciones de FasL soluble en los 10 pacientes fueron 90.12+77pg/ml, mientras
que la concentracién de FasL soluble en los sujetos control fue de 31.19+43pg/ml y no se

encontraron diferencias significativas al comparar estas dos grupos.
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Figura 20. Concentraciéon plasmatica del receptor soluble CD178 en pacientes con
adenocarcinoma y sujetos control. Los resultados se expresan con medianas y rangos. No se

observan diferencias significativas. U de Mann Whitney (p<0.27)



VIL. Discusion

Las células NK representan la primera linea de defensa contra infecciones virales y
células malignas transformadas. Constituyen alrededor del 15% de los linfocitos de sangre

periférica y se distinguen por la expresion del marcador CD56 y la ausencia de CD3 (32).

El mecanismo a través del cual las células NK eliminan células tumorales no requiere de
activacion previa, aunque se sabe que citocinas como IL-2 e IL-12 incrementan la
citotoxicidad en contra de éstas. Las células NK estimulan la respuesta inmune adaptativa

a través de la secrecion de IFN-y, polarizando la respuesta hacia un perfil de tipo Th1
(48).

Las células NK participan en la inmunovigilancia del tumor, particularmente en leucemias,

neuroblastomas y tumores del estroma gastrointestinal(47).

Se sabe que alteraciones genéticas en oncogenes y genes supresores de tumores o
cambios epigenéticos en los tumores modulan el crecimiento de éste, al igual que la
invasion al tejido que lo rodea, provoca un infiltrado persistente que genera inflamacion.
Estos infiltrados celulares modulan el desarrollo y progresién del tumor. Las células
infiltradas varian en tamafio y composicion dependiendo en gran medida del estadio en el
que se encuentre el desarrollo del tumor. Estos infiltrados celulares son aprovechados por
el tumor para generar una respuesta inmune exagerada y a través de diversos
mecanismos, modular negativamente la respuesta inmune promoviendo la progresion

tumoral y metastasis (53).

En el presente estudio evaluamos la frecuencia de células NK en sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmoén. Los resultados demuestran que los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar presentan un numero reducido de células CD3- CD16* al

compararlos con controles sanos.

Una de las posibles causas que intervienen en la reduccién del numero de células NK, es
el incremento de poblaciones de células supresoras de origen mieloide (MDSCs, por sus
siglas en ingles), estas células representan una poblacién que tiene la capacidad de

suprimir la respuesta inmune.



En pacientes con cancer de pulmoén se ha descrito con anterioridad un incremento en
poblaciones con fenotipo supresor presentes en sitios del tumor asi como en sangre
periférica (53). Aun es relativamente pequefio el numero de estudios que correlacionan
con precision la disminucién de poblaciones de ceélulas NK con el incremento de
poblaciones con fenotipo supresor, pero se sabe que a través de distintos mecanismos
como la sintesis de citocinas, es posible regular negativamente el balance de sefales en
células NK(55).

Las MDSCs representan uno de los principales obstaculos para el éxito de las
inmunoterapias. Diversos estudios describieron que la eliminaciéon o inactivacion de las
MDSCs in vivo restaura la actividad antitumoral por parte de poblaciones linfocitarias en

diferentes carcinomas (39,53,56,57).

Evaluamos también la expresién de Fas y FasL como posible mecanismo responsable de

la disminucion en las poblaciones de células NK.

Fas se caracteriza por tener tres dominios extracelulares ricos en cisteina y una region
intracelular con un dominio de muerte, critico en la sefializacion de la apoptosis. La
expresion de Fas se induce a través de citocinas como IFN-y y TNF-a. El mecanismo
inductor de muerte celular en la via Fas/FasL inicia cuando estas dos moléculas se unen
formando un dominio de muerte llamado FADD en la células blanco. Al mismo tiempo se
activa la caspasa-8 que junto a FADD forma a DISC. La caspasa-8 activa directa o
indirectamente a otros miembros de la familia de las caspasas desencadenando la

apoptosis (58).

FasL induce apoptosis en células susceptibles a través de la unién con su ligando Fas.
Por lo general FasL se expresa en linfocitos T citotoxicos e infiltrados en el tumor y en
células NK. Se ha descrito que en varios tumores como melanoma, linfoma, carcinoma
esofagico, carcinoma gastrico y de colon sobreexpresan FasL como mecanismo de

evasion inmunoldégica (59).

Los organismos han desarrollado diversos mecanismos que aseguren una rapida y
selectiva eliminacion de células no deseadas, uno de estos mecanismos es la interaccion

en la superficie celular de Fas con su ligando FasL. (49). Como habiamos mencionado



antes, la apoptosis es esencial para remover el exceso de poblaciones linfocitarias como
parte de uno de los distintos mecanismos que se encargan de mantener la homeostasis
durante la respuesta inmune(8). Por lo cual observamos que este proceso normal, sufre

alteraciones en diversas patologias.

Nuestros resultados indican que las células NK de pacientes con carcinoma de pulmén,
sobre expresan el marcador CD95 (Fas) pero no asi el marcador CD178 (FasL) en

comparacion con los sujetos control.

Una de las funciones de Fas es la atenuacién de la respuesta inmune a través de la
deplecidn de linfocitos activados. Por el contario, en procesos patoldgicos, la expresion de
Fas en poblaciones linfocitarias favorece que estas entren en procesos apoptéticos (51).
De esta forma, el hecho de que las células NK sobreexpresen el receptor CD95,
representa un mecanismo a través de cual, las células son susceptibles a entrar en
procesos apoptéticos, lo que disminuiria su numero y capacidad de contrarrestar el
crecimiento tumoral. El incremento en la expresion de este receptor puede inducirse a
través de la secrecion de diversas citocinas por parte del tumor, lo que representaria un

mecanismo de evasion de la respuesta inmune por parte de las células tumorales.

En el caso del receptor CD178, no encontramos expresion del marcador en células NK en
pacientes con adenocarcinoma y tampoco en los controles. Algunos estudios indican que
al activar las células NK con PMA e ionomicina, en un periodo de tres horas, la molécula
FasL se escinde proteoliticamente de la membrana en un estado soluble(58). Esto nos
llevé a analizar los sobrenadantes de las células que fueron estimuladas con PMA e
ionomicina por ELISA. Sin embargo no encontramos concentracién de FasL en los
sobrenadantes de células de pacientes con adenocarcinoma de pulmén y tampoco en los
sujetos control. Lo que nos lleva a pensar que la molécula de FasL soluble se degradé

antes analizarlo por la prueba de ELISA.

Los mecanismos de supresion que ejercen células del sistema inmune asociadas a
tumores sobre células NK incluyen la secrecién de diversas citocinas y/o enzimas
producidas por las células T reguladoras (Treg), células dendriticas tolerogénicas,
macrofagos asociados a tumor (TAM's, por sus siglas en ingles), y MDSC’s. Una de esta

citocinas, es el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF- B, por sus siglas en ingles).



Estudios anteriores en nuestro laboratorio indican que en pacientes con adenocarcinoma
de pulmén los niveles plasmaticos de TGF-B son significativamente mayores al

compararlos con sujetos control (Datos no publicados).

La senalizacion de TGF-B involucra a las proteinas intracelulares de familia Smads, pero
también se ha descrito que incrementa la actividad de otras vias intracelulares que

incluyen a las MAPK, pequefias GTPasas de la superfamilia de Ras y el fosfoinositol 3
cinasa. Esta ultima via se ha relacionado ampliamente con el incremento en la expresion

de Fas y la disminucion en la expresion de FasL en células NK(62).

De esta forma pensamos que TGF-B podria ser el principal responsable de la induccion de
un estado de anergia en células NK (40), a través de la inhibicion de la expresion de
diferentes marcadores de activacion cruciales para el reconocimiento de células tumorales

y su eliminacion, al mismo tiempo que favorece el incremento de receptores de inhibicion.

En este mismo contexto, nuestros resultados indican que las células NK de pacientes con
cancer de pulmén son incapaces de generar y secretar IFN-y, aun con estimulos de
ionomicina y PMA. Se ha reportado con anterioridad la correlacion entre la acumulacion
de poblacién con fenotipo supresor que expresan y secretan TGF-B, con la disminucién en
la expresion de receptores de activacion y produccion de IFN-y por parte de las células
NK (40,63,64). De la misma forma algunas investigaciones refieren que la eliminacién de

las MDSCs restaura la citotoxicidad y produccion de IFN-y por parte de las células NK.

Es importante mencionar que una de las funciones del IFN-y es la regulacion positiva de la
expresion de Fas en varias lineas celulares tumorales, macrofagos y células del
parénquima in vitro. En estudios in vivo, se ha demostrado que la produccion de IFN-y en
diversos organos incrementa los niveles de RNAm de Fas en células epiteliales. Ademas
se ha demostrado que en ratones knockout para IFN-y la expresion de Fas se reduce

hasta en un 50% comparados con animales wildtype(65).

De esta forma, la atenuacion de las células NK, por parte de MDSCs o cualquier otra

poblacion con fenotipo supresor, a través de TGF-B, ya sea por contacto célula-célula o en



forma soluble; podria representar un mecanismo se evasion de la respuesta inmune por

parte de células cancerigenas en pacientes con adenocarcinoma de pulmon.

Por otra parte, el analisis de las concentraciones de CD95 y CD178 en plasma ha sido
utilizado con anterioridad para proveer informacion acerca del estado de metastasis y la
respuesta a quimioterapia en pacientes con cancer de pulmén de células pequefias. FasL
se forma a partir de la escisién por metaloproteinasas; es una proteina transmembranal
miembro de la familia de citocinas de factor de necrosis tumoral, éste se expresa en
células NK, células T y una gran variedad de tumores los cuales también son capaces de
expresar Fas. Se observaron altos niveles de FasL soluble en alteraciones
hematopoyéticas, cancer hepatocelular, cancer de colon, cancer esofaringeo y
pancreatico. El potencial citotdxico de FasL soluble es significativamente menor al FasL
que encontramos en la superficie celular, pero aun asi, es capaz de generar apoptosis en

la célula blanco (66).

El sistema Fas-FasL que predomina entre las células tumorales y el sistema inmune, es
altamente complejo. La expresién aberrante de FasL en una constante en células
tumorales, esta expresion aberrante incrementa las posibilidades de una mayor invasion a
los tejidos adyacentes, metastasis y facilita el escape a la respuesta inmune. La invasién y
metastasis por parte de las células tumorales genera una secrecién importante de
metaloproteinasas de matriz, las células tumorales rodean a las células estromales,
provocando una sintesis excesiva de metaloproteinasas que desestabilizan la integridad
del tejido. Algunos autores refieren a este mecanismo como responsable del aumento de

FasL soluble en plasma de pacientes con diversos carcinomas (66)(67).

Diversos inhibidores sintéticos de metaloproteinasas de matriz se utilizan actualmente
para impedir la remodelacion del tejido y angiogénesis por parte de las células tumorales,
aunque aun no se ha demostrado que este tipo de terapia influya directamente en los

niveles circulantes de FasL, debido principalmente a los pocos estudios realizados.

Se sabe que FasL se expresa con intensidad en la superficie de células tumorales en
pacientes con SCLC, y al igual que el FasL soluble, puede contrarrestar la respuesta
inmune del hospedero, incrementando las probabilidades de que células tumorales

escapen. Se ha propuesto que el sistema de sefalizacion Fas/FasL tiene un papel



importante en la apoptosis inducida por quimioterapia en algunos tipos de células en
carcinomas celulares. La expresion de Fas y FaslL, al igual que los niveles de
FasLsoluble, se incrementan en células de NSCLC después de la exposicion a agentes

anticancerosos(66).

El origen del Fas-L soluble aun no esta esclarecido, pero existen tres posibles rutas que
podrian relacionarse. Podria derivarse del sitio tumoral, de los linfocitos de sangre
periférica o del estroma que rodea al tejido tumoral en respuesta a la activacién de células
inmunes(68). Sin embargo, esta claro que el tratamiento de quimioterapia afecta a las vias

involucradas en la produccion de esta molécula soluble.

Aunqgue este estudio no tiene como objetivo determinar que la concentracion de Fas-L
soluble sea util como un marcador prondstico, el incremento de estudios donde se

incluyan un numero mayor de pacientes y controles podria lograr este objetivo.

Como se menciond anteriormente, las células NK expresan una gran variedad de
receptores pertenecientes a diferentes familias, que regulan tanto la actividad citotdxica
como la inhibicion de esta. Los receptores de tipo inmunoglobulina Killer (KIR),
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas, que se pueden clasificar en dos
grupos, los primeros con caracteristicas inhibitorias que se caracterizan por tener una cola
citoplasmatica tipo “Long” y dos o tres dominios tipo inmunoglobulina extracelulares,
senalizan a través de motivos inhibitorios ricos en tirosina(32). Los segundos, con
funciones de activacién poseen dos o tres dominios tipo inmunoglobulina extracelulares y
una cola citoplasmatica tipo “short”, estos receptores sefalizan a través de la molécula
adaptadora DAP12.

Los receptores KIR de inhibicidn se caracterizan por bloquear la actividad citotéxica de las
células NK a través de la union a moléculas HLA de clase |, sin embargo, la pérdida de
moléculas HLA por parte de la célula blanco activa a las células NK desencadenando una

respuesta citotdxica(33).

Como parte de este estudio, se evalud la expresion de los receptores CD158b y CD158e,
en células NK de pacientes con cancer de pulmon. Estos dos receptores se caracterizan

por inhibir la citotoxicidad de células NK y bloquear la lisis de la célula blanco. El



incremento en la expresiéon de CD158b en pacientes con cancer de pulmoén reduce
potencialmente la funcion citotoxica en presencia de moléculas HLA clase | que se

expresan en células tumorales (32).

Diversos estudios sostienen que la expresiéon de los receptores KIR es modulada por los
diferentes genotipos de HLA. Se ha observado que la frecuencia de células NK que
expresan los distintos KIR esta ampliamente relacionado al tipo de alelo HLA en las
células, de esta forma en células de donadores que poseen el alelo HLA-C2 el niumero de
células NK que expresan CD158e es mayor en comparacion con células de donadores
que han perdido el alelo HLA-C2. Para el caso del marcador CD158b, su expresion se

relaciona con el ligando HLA-C1(32).

Se ha demostrado que la expresion de los KIR en células CD16* CD56" incrementa
alrededor de un 10% después de ser incubarlas con IL-2+IL12+IL15 por 6 dias, de la
misma forma el estimulo con IL2+IL18 tiene la capacidad de incrementar la expresion de
CD158b y CD158e. Existe la posibilidad de que el incremento en los niveles de citocinas
in vivo sea la responsable del aumento en la expresion de los receptores CD158b vy

CD158¢€ en pacientes con cancer de pulmon(33).

En adicién a los defectos funcionales en las células NK de pacientes con cancer de
pulmon, el incremento en la expresion de CD158b por parte de estas células contribuye a
inhibir su funcién en presencia de moléculas HLA de clase 1. La disminucion en la
produccién de IFN-y puede, indirectamente, prevenir la activacion de células T contra el
tumor. Con todas estas disfunciones, las células NK son incapaces de migrar a sitios

tumorales y cumplir sus funciones efectoras.



VIIl. Conclusion

Nuestros resultados sugieren que las células NK de pacientes con cancer de pulmén son
fenotipica y funcionalmente diferentes comparadas con controles sanos. Las diferencias
encontradas son la disminucién en el porcentaje de células NK 'y en la producciéon de IFN-

vy, al igual que un incremento en la expresion de los receptores CD95 y CD158b.

La actividad antitumoral de las células NK las convierte en una herramienta para dirigir
estrategias terapéuticas para la inmunoterapia contra el cancer. Una de las principales
ventajas es que las deficiencias selectivas en las células NK son extremadamente raras,
por lo que el hecho de encontrar células NK infiltradas en los tejidos tumorales, se asocia
con una mejor prognosis en pacientes con diversos carcinomas. A pesar de esto, es un
hecho que las células NK sufren alteraciones bioldgicas debido al microambiente tumoral,
Por lo que conocer el estado de las células NK circulantes contribuiria al desarrollo de

nuevas inmunoterapias.
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