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funcionamiento del receptor.

MFI: Intensidad media de fluorescencia.



RESUMEN

Introduccidon: El cancer pulmonar es un importante problema de salud publica a
nivel mundial. El tratamiento por quimioterapia impacta directamente en la
viabilidad de células tumorales mientras que se ha considerado que el sistema
inmunoldgico tiene una pequeiia participaciéon. Diversos fdrmacos
quimioterapéuticos inducen la muerte de las células tumorales favoreciendo la
liberacion de sefiales de dafio (DAMPs) o bien disminuyen algunas poblaciones
inmunosupresoras, este fendmeno podria llevar a la activacién de la respuesta
inmunoldgica en contra de células tumorales residuales. Por lo anterior,
consideramos importante evaluar si el tratamiento convencional empleado en los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar favorece la activacién de la respuesta
inmunoldgica y si esta respuesta se asocia a la sobrevida de los pacientes.
Objetivo: Comparar los linfocitos T CD8", las distintas subpoblaciones de linfocitos
T CD4", asi como las citocinas asociadas a estas poblaciones celulares, entre sujetos
sanos y pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Ademas, evaluar si el tratamiento
con quimioterapia convencional a base de cisplatino induce cambios en los
pardmetros mencionados anteriormente.

Metodologia: El estudio empled muestras de pacientes con diagndstico confirmado
de adenocarcinoma pulmonar que recibieron 6 ciclos de tratamiento por
guimioterapia convencional, asi como muestras de sujetos sanos fumadores y
sujetos sanos no fumadores. A partir de la sangre periférica de los grupos
mencionados anteriormente se colectaron el plasma y las células mononucleares
(PBMCs). En el plasma se cuantificaron IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL17 y
TGF-B. En las PBMCs se determinaron los porcentajes de linfocitos Thi (T-bet®), Th2
(CRTH2%), Th17 (RORy") y Treg (CD25°CD127), asi como el porcentaje de linfocitos
T CD8" y la expresién de granzima B y perforina. Ademas, en los linfocitos T CD4" y
CD8" se determind el fenotipo naive (CD45R0O*CD27°), efector (CD45ROCD27°), de
memoria central (CD45RO'CD27") y de memoria efectora (CD45RO*CD277). Los

parametros estudiados se asociaron con la sobrevida de los pacientes.



Resultados: El grupo de pacientes presenté una mayor concentracion de IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, y TGF-3, mayores porcentajes de linfocitos Th17 y Treg, asi como una
mayor proporcién de linfocitos T CD4" con fenotipo efector comparado con los
sujetos sanos fumadores y no fumadores. En los pacientes, la concentracién de las
citocinas, asi como los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T fueron
similares antes del tercer y sexto ciclo de tratamiento comparados con su nivel
basal (antes del primer ciclo de tratamiento). Con respecto a la sobrevida media
(12 meses), los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses presentaron un mayor
porcentaje de linfocitos T CD8", asi como una mayor proporcién de CTLs granzima
B'perforina®. Los linfocitos T CD8" mostraron principalmente fenotipo efector.
Empleando el método de Kaplan-Meier, los pardmetros que se asociaron a la
sobrevida total de los pacientes fueron la proporcion de CTLs que expresaban
granzima B y perforina, asi como el porcentaje de linfocitos T CD8" con fenotipo
naive.

Conclusiones: En el grupo de pacientes, el perfil de citocinas tipo Th2 encontrado
pudiera favorecer el incremento de los linfocitos Thl7 y Treg detectado, sin
embargo, este fendmeno no afectd el porcentaje de CTLs, el cual fue similar al de
los sujetos sanos no fumadores. El tratamiento por quimioterapia convencional a
base de cisplatino y paclitaxel no modificé los parametros evaluados a lo largo del
tratamiento. Sin embargo, considerando la sobrevida media de los pacientes,
aquellos con sobrevida mayor a la media tendieron a modificar el perfil de citocinas
hacia un perfil pro-inflamatorio que pudiera favorecer la presencia de linfocitos T
CD8" con fenotipo efector, asi como la produccién de granzima B y perforina por
parte de estos linfocitos. Con lo anterior podemos sugerir que los pacientes que
presentan las caracteristicas mencionadas anteriormente previo al tratamiento
podrian presentar una mayor sobrevida media. Ademads, con base a los valores de
corte que nos indican asociacidn con la sobrevida total, podemos proponer

parametros que podrian ser considerados como factores pronésticos.



ABSTRACT

Introduction. Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide.
Chemotherapy treatment directly impacts on the viability of tumor cells and the
immune system has been considered to have a small participation. Several
chemotherapeutic drugs induce the death of tumor cells supporting the release of
damage associated molecular patterns (DAMPs) or reduce some
immunosuppressive populations, this phenomenon could lead to the activation of
the immune response against residual tumor cells. Therefore, we consider it
important to evaluate whether the conventional treatment used in lung
adenocarcinoma patients favors the activation of the immune response and
whether this response is associated with patient’s survival.

Objective. To compare the CD8" T lymphocytes, the different subpopulations of
CD4" T lymphocytes, as well as the cytokines associated with these cell populations,
between healthy subjects and lung adenocarcinoma patients. In addition, assess
whether treatment with conventional cisplatin-based chemotherapy induces
changes in the parameters mentioned above.

Methodology. The study used samples from patients with a confirmed diagnosis of
lung adenocarcinoma who received 6 cycles of treatment by conventional
chemotherapy, as well samples from healthy smokers, and healthy non-smokers.
From peripheral blood of the groups mentioned above, plasma and mononuclear
cells (PBMCs) were collected. In the plasma IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL17
and TGF-B were quantified. The percentages of Thl (T-bet®), Th2 (CRTH2"), Th17
(ROR*) and Treg (CD25'CD127) lymphocytes were determined in the PBMCs, as well
as the percentage of CD8" T lymphocytes and granzyme B and perforin expression.
In addition, we determined the naive (CD45RO*CD27’), effector (CD45RO°CD27),
central memory (CD45R0'CD27"%) and effector memory (CD45R0*CD27°) phenotype
of CD4" and CD8" T lymphocytes. The parameters studied were associated with

patient’s survival.



Results. The group of patients had a higher concentration of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
and TGF-B, higher percentages of Th17 and Treg lymphocytes, as well as a higher
proportion of CD4" T lymphocytes with effector phenotype with respect to healthy
smokers and healthy non-smokers. In patients, cytokine concentrations as well as
percentages of T cell subpopulations were similar before the third and sixth cycles
of treatment compared to baseline (before the first treatment cycle). With respect
to average survival (12 months), patients with survival greater than 12 months had
a higher percentage of CD8" T lymphocytes, as well as a greater proportion of
granzyme B'perforin® CTLs. These CD8" T lymphocytes mainly showed effector
phenotype. Using the Kaplan-Meier method, the parameters that were associated
with the total patient survival were the proportion of CTLs expressing granzyme B
and perforin, as well as CD8" T lymphocytes with naive phenotype.

Conclusions. In the group of patients, the profile of Th2 type cytokine could favor
the increase of Th17 and Treg lymphocytes detected, however, this phenomenon
did not affect the percentage of CTLs, which was similar to percentage of healthy
non-smokers. Treatment with conventional cisplatin-based chemotherapy did not
modify the parameters evaluated throughout the treatment. However, considering
the average survival of patients, those with a survival greater than the average
tended to modify the cytokine profile to a pro-inflammatory profile that could favor
the presence of CD8" T lymphocytes with effector phenotype, as well as the
production of granzyme B and perforin by CD8" T lymphocytes. With the above, we
can suggest that patients with these characteristics before treatment could present
a higher average survival. In addition, based on the cut-off values that indicate
association with total survival, we can propose parameters that could be

considered as prognostic factors.



INTRODUCCION
Cancer Pulmonar

El cdncer pulmonar es un importante problema de salud publica a nivel mundial,
siendo la principal causa de muerte por cancer. El cdncer ha sido definido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad multifactorial que
puede afectar cualquier parte del organismo, se caracteriza por una replicacidon
descontrolada de células malignas que se extienden mds alld de sus limites

habituales y pueden invadir tejidos adyacentes o propagarse a otros érganos.

En el afio 2012 se registraron a nivel mundial 8.2 millones de defunciones debido a
los distintos tipos de cancer. Considerando ambos géneros, el cdncer con mayor
mortalidad fue el cancer de pulmoén representando el 19.4% del total de

defuncionesl: [6LOBOCAN 2012]

. En México, varios autores han reportado un incremento
en la incidencia y mortalidad por cancer pulmonar; en el periodo de 1979 a 1993,
el incremento en la tasa de mortalidad pasé de 5.01 a 7.25 por cada 100,000
habitantes” . En el periodo de 1998 al 2004 del total de muertes debidas a
neoplasias malignas, el 11.5% correspondieron a cancer pulmonar® y hasta el afio

2010 esta patologia se mantuvo como la primera causa de muerte por cdncer

considerando ambos géneros”.

El cdncer pulmonar se divide en dos grandes grupos, los carcinomas pulmonares de
células pequeias (SCLC por sus siglas en inglés) y carcinomas pulmonares de células
no pequenas (NSCLC por sus siglas en inglés), este ultimo grupo a su vez se
subdivide en 3 tipos histoldgicos, carcinomas de células grandes, carcinoma de
células escamosas o epidermoide y adenocarcinoma, siendo este ultimo el mas

frecuente en la poblacion (62% aproximadamente)3' 36,

El tabaquismo es el principal factor de riesgo asociado al cancer pulmonar, ya que

7,8, 9

el humo de cigarro es responsable del 85-90% de los casos . Las tres clases



principales de carcinogénicos contenidos en el humo del cigarro son: hidrocarburos

9,10, 11,12 " F| asbesto es el factor

policiclicos, nitrosaminas y aminas aromaticas
ocupacional mds comun relacionado con la incidencia de cdncer pulmonar. Otro
factor ocupacional y ambiental incluye la exposicién a raddn, arsénico, cromo,

niquel y radiacidn ionizante” > > 1

. Por otro lado, enfermedades pulmonares no
malignas preexistentes como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
fibrosis pulmonar idiopatica y tuberculosis también se asocian con el incremento

en el riesgo de desarrollar cancer pulmonar” ®°.

La mayoria de los agentes genotdxicos son metabolizados por enzimas
detoxificadoras (principalmente de la familia del citocromo p450) para evitar que
los metabolitos provenientes de estos agentes afecten al material genético™.
Algunos individuos portan variantes génicas de estas enzimas detoxificadoras, que
poseen una menor actividad, lo que incrementa la vida media de los metabolitos
altamente reactivos favoreciendo su unién a proteinas y acidos nucleicos®™. Lo
anterior conlleva a la formacién de aductos que inducen mutaciones,

especialmente del tipo de transversiones G-T*' % 12,

La permanencia de las
mutaciones inducidas por los agentes genotdxicos marca la iniciacion del proceso
denominado carcinogénesis, el cual involucra tres etapas: iniciacion, promocién y

progresion.

La iniciacién se lleva a cabo cuando la célula es afectada por algin agente

genotoxico (quimico, fisico o bioldgico), ocasionando mutaciones en proto-

oncogenes O en genes supresores de tumorll’ 12,15, 16, 17, 18, 19

. Los primeros son
genes dominantes que codifican proteinas que participan en la proliferaciéon y
diferenciacién celular o en la inhibiciéon de la apoptosis; los segundos son genes
recesivos que codifican proteinas involucradas en regulacién o inhibicién de la

12, 18, 19

proliferacidn celular . Mutaciones en cualquiera de estos genes favorecen la

proliferacidn celular descontrolada, caracteristica del cancer.



La promocidn se lleva a cabo cuando la célula iniciada continlda expuesta a
carcinégenos que inducen mutaciones y, ademads, en el medio se encuentran
promotores que inducen proliferacién celular, por lo que estas células

16, 17, 19

transformadas acumulan mutaciones generacidén tras generacion Como

resultado de esta etapa, la célula transformada puede ganar autonomia e

independizar su proliferacion de las sefiales reguladoras del microambiente® *°. L

o)
anterior explica la heterogeneidad celular observada en los tumores. La
acumulacion de las células transformadas origina un tumor primario o carcinoma

in situ.

La progresién implica la dispersién de las células del tumor hacia los tejidos

adyacentes, fenémeno conocido como invasién'® /.

En esta etapa, las células
transformadas manifiestan alteraciones en el patron de expresidon de las moléculas
del complejo de adhesidn celular E-cadherina-cateninas, el cual también es
responsable en parte de mantener la arquitectura tisular y el fenotipo celular

diferenciado® 8

. Las alteraciones en la expresidon o funcidon de las proteinas de este
complejo, o de sus reguladores, provoca la pérdida de adhesion intercelular,
alteraciones morfoldgicas e incremento en la motilidad celular. Aunado a esto, las
células neoplasicas sintetizan enzimas proteoliticas con las que degradan la
membrana basal y entran a circulacién sanguinea y/o linfatica, para distribuirse a

otros érganos del cuerpo® 7 1819

. Durante este proceso cerca del 99% de las células
malignas mueren; las que sobreviven pasan a través de la capa de células
endoteliales que revisten el interior de la pared capilar y penetran en la matriz
extracelular adyacente de algln 6rgano “blanco” por distante que esté, y generar

17, 18, 19

en él un tumor secundario . Este proceso se denomina metastasis y es una

caracteristica de los tumores malignos.
Inflamacidén crénica y cancer

Un proceso inflamatorio agudo es precedente de una respuesta protectora en

contra de infecciones por patégenos o en la resolucién de eventos traumaticos?’.



Por otra parte, hace aproximadamente 150 afos, Virchow postuld que la
inflamacion es un factor asociado con el desarrollo del cdncer. Esta hipdtesis se
basd en que observd que los tumores se generaban en sitios de inflamacidn crénica
y que en los tumores resecados existia una alta infiltracién de células del sistema

inmunoldgico®®.

Un proceso inflamatorio cronico se ha relacionado con las distintas etapas del
proceso de carcinogénesis. En la etapa de iniciacion, durante el proceso de
inflamacion se generan radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) vy
nitrégeno (RNS), afectando genes responsables de la proliferacién celular® 2% 23,
Durante la promocién, las células inflamatorias producen diversos factores de
crecimiento que promueven la proliferacidon de las células transformadas y, aunado
al estrés genotdxico, incrementan el numero de mutaciones en estas células®® *2.
Finalmente, en la etapa de progresién, algunas células inflamatorias producen
metaloproteasas y factores pro-angiogénicos que favorecen la invasién vy

metastasis® 2% 2% 23,

Sistema inmunolégico y cancer

Desde hace décadas existe gran controversia sobre la participacidon que puede tener
la respuesta inmunoldgica en el desarrollo de los tumores. En la Ultima década,
varios grupos de investigacién han aportado evidencia sobre la participacidon del
sistema inmunoldgico en el reconocimiento de las células pre-neoplasicas, asi como
en la progresidén tumoral participando en la modulacién de la inmunogenicidad de

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
los tumores”™ “7 <2 20 2% 27 2E

Inmunoedicion

La teoria de la inmunovigilancia, propuesta en los afios 70’s por Burnet y Thomas,
menciona que el sistema inmunolégico actla como centinela reconociendo y

eliminando células transformadas, evitando de esta manera el desarrollo de



tumores®®. Sin embargo, pronto se redefinié y extendié el concepto a la llamada
teoria de la “inmunoedicidon” para describir las interacciones entre el sistema
inmunoldgico y las distintas etapas que involucra el desarrollo del cdncer. Este

proceso dindmico comprende tres etapas: eliminacién, equilibrio y escape”' 29, 30,

31

En la etapa de eliminacidn, las células que han sido transformadas por algin agente
carcinogénico, expresan moléculas inducidas por estrés y antigenos tumorales en
el contexto de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
clase | y/o ligandos del receptor de célula NK grupo 2 miembro D (NKG2D)?"" 2% 31,
Estos ultimos son reconocidos por células asesinas naturales (Natural Killer [NK])

que inducen la apoptosis de las células tumorales®® 3" 32

. Por otra parte, células del
sistema inmunolégico innato como macrdéfagos y granulocitos, secretan factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), y especies reactivas del oxigeno (ROS) que favorecen la

eliminacion de las células tumorales?® 2°

. Las células dendriticas (DCs) fagocitan las
células tumorales en apoptosis y posteriormente presentan los antigenos
tumorales a los linfocitos T (incluidos los linfocitos NKT)?. Estos linfocitos efectores
liberan interferédn y (IFN-y) que inhibe la proliferacion de las células tumorales y en
etapas avanzadas evitan la angiogénesis®” 2°. Ademas, los linfocitos T CD8" (CTLs)
inducen la apoptosis de mas células neoplasicas mediante la interaccidon de ligandos
de muerte (Fas ligando [FasL] y ligandos inductores de apoptosis relacionados con
la familia del factor de necrosis tumoral [TRAIL]) o liberacién de perforinas vy
granzimas®>. En resumen, en la fase de eliminacidn se ve favorecida una respuesta
inmunoldgica anti-tumoral debido a la expresiéon de antigenos tumorales y el
receptor de muerte (Fas) en las células tumorales, asi como producciéon de

perforinas, granzimas, IFN-y, interleucina-1 (IL-1), IL-2 y TNF-a por parte de las

células del sistema inmunoldgico presentes en el microambiente tumoral.

En ocasiones, la eliminacion de las células tumorales no es completa y algunas

clonas presentan cambios genéticos y epigenéticos y debido a la constante presidn



por parte del sistema inmunoldgico surgen clonas con baja inmunogenicidad
(pérdida de antigenos tumorales o defectos en la presentacidon de antigenos) y/o
capaces de inducir inmunosupresién mediante la secrecién de factores solubles®®
> En esta etapa conocida como equilibrio, se presenta un balance entre citocinas
que favorecen una respuesta inmunoldgica anti-tumoral (IL-2, IFN-y) y citocinas que
favorecen la progresion tumoral (por ejemplo: IL-10, factor de crecimiento

transformante B [TGF-B]).

En la fase de escape, las células tumorales evaden el reconocimiento por parte de
las células del sistema inmunoldgico (pérdida de antigenos tumorales, moléculas
de clase | del MHC o moléculas de co-estimulacidn), expresan moléculas que evitan
la apoptosis (Bcl2), moléculas que favorecen la inmunosupresiéon (indolamina 2, 3
dioxigenasa [IDO], ligando de muerte programada 1 [PDL-1], CD39, CD73) vy
secretan citocinas que favorecen la angiogénesis (factor de crecimiento vascular
endotelial [VEGF], factor de crecimiento transformante B [TGF-B], IL-6, factor de

28, 29, 31, 33, 34, 35 p
. Ademas,

crecimiento celular de granulocitos y monocitos [GM-CSF])
las células mieloides supresoras (MDSC), macréfagos, DCs expresan moléculas
inmunoreguladoras (arginasa, IDO) y secretan citocinas (IL-10, TGF-B) que inhiben
a los linfocitos T efectores y favorecen la diferenciacién y reclutamiento de

linfocitos T reguladores (Treg)>> > 3*

. Durante la etapa de escape, el equilibrio se
inclina hacia la progresiéon tumoral debido a la presencia de factores solubles como
IL-10, TGF-B, VEGF y moléculas inmunosupresoras como IDO y PDL-1 y el sistema
inmunoldgico no es capaz de controlar a las células tumorales, las cuales forman

un tumor clinicamente detectable.
Mediadores solubles presentes en el microambiente tumoral

Como se menciond anteriormente, el paso de la etapa de eliminacidn a la etapa de
escape involucra una compleja interaccién de eventos en los que participan
factores solubles secretados tanto por células tumorales, células del sistema

inmunoldgico, asi como por células epiteliales cercanas al tumor. De este modo, las

10



citocinas presentes en el microambiente pueden favorecer un proceso anti-tumoral
0 un proceso pro-tumoral. A continuacién, se mencionan algunos mediadores

solubles presentes dentro del microambiente tumoral en cancer de pulmén.
Interferon y (IFN-y)

El IFN-y es secretado por células NK y NKT vy linfocitos T (CD4" y CD8") activados>®.
Durante la etapa de eliminacidn, el IFN-y es la principal citocina activadora de
macrofagos y favorece la presentacién de antigenos induciendo la expresién de

3637 "E] IFN-y inhibe la produccién de factores

moléculas del MCH clase | y clase Il
inmunosupresores como el TGF-B y prostaglandina E2 (PGE2)?’. Por otra parte, en
la fase de escape la produccion de IFN-y es inhibida por la IL-4, IL-10 y TGF-B
producidos por linfocitos Th2, Treg, macréfagos M2 o células tumorales, esta
disminucidn afecta de manera negativa la expresidon de las moléculas del MHC, lo

que se asocia con la reducida inmunogenicidad del tumor®” 32,

Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

El TNF-a es producido por macréfagos y DCs como respuesta a un estimulo pro-
. . 37 .. .. ., .

inflamatorio™. El TNF-a participa durante la etapa de eliminacién favoreciendo la
activacion de monocitos y neutréfilos, favorece el reclutamiento de células del
sistema inmunolégico a sitios de inflamacidn induciendo la expresion de moléculas
de adhesidén para neutrdfilos, monocitos y linfocitos por parte de las células

endoteliales?® 37 37

. En la etapa de escape se ha reportado una disminucién en la
concentracidon de esta citocina, lo que se asocia a una supresion del sistema
inmunoldgico®®. Por otra parte, las células tumorales pueden secretar pequefias
cantidades de TNF-a que genera permeabilidad de los vasos sanguineos lo que

promueve la formaciéon de derrame pleural en pacientes con cancer pulmonar®” **,

11



Especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)

En una respuesta inflamatoria se generan ROS y RNS a través de la induccién de
NADPH oxidasa y Oxido nitrico sintasa (NOS) por parte de macréfagos vy

polimorfonucleares (neutréfilos)*® *3.

Ambas especies reactivas favorecen la
eliminacién de células tumorales induciendo estrés oxidativo y dafio en lipidos,
proteinas y DNA*. Sin embargo, estas especies reactivas también pueden
incrementar el dafio al DNA sin causar la muerte celular, en este caso, las células
tumorales incrementan sus mutaciones generando una mayor heterogeneidad
tumoral. Ademas, en la etapa de escape el incremento de estas especies reactivas
puede favorecer la proliferacion del tumor a través de la activacion del factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), asi como favorecer la remodelacién tisular y

angiogénesis®® 23,

Interleucina 1 (IL-1)

La familia de la IL-1 consiste en dos moléculas agonistas (IL-1a e IL-1B) y un receptor
antagonista (IL-1Ra) que al unirse a la IL-1 preformada no genera ninguna sefal de
activacion®®. La expresién de IL-1PB es regulada a través de un proceso de activacion
mediada por el inflamasoma®®. En la etapa de eliminacion, la IL-1p tiene un papel
similar al descrito para TNF-a®’. Por otra parte, en la etapa de escape el incremento
en la concentracion de IL-1 se ha asociado con angiogénesis y metdstasis ya que
favorece la sobre-expresion de la molécula 1 de adhesién endotelial (ICAM-1), la

molécula 1 de adhesién vascular (VCAM-1), VEGF y TGF-B en las células tumorales®”

46

Interleucina 2 (IL-2)

La IL-2 es secretada principalmente por linfocitos T CD4+ activados y CD8+ naive,

36, 37

asi como por DCs . En la etapa de eliminacién, la IL-2 actla como un potente

estimulador de la respuesta inmunoldgica, es un factor de crecimiento para los

12



linfocitos T, responsable de la expansidn clonal en respuesta al reconocimiento de
antigenos tumorales. También estimula la proliferacién y diferenciacién de las

s 36, 37,47, 48
células NK™ =" ™%

. En la etapa de escape, la IL-2 puede ser captada por las células
Treg que expresan la sub-unidad a del receptor de IL-2, esta sub-unidad presenta
una alta afinidad por la IL-2, lo que provoca una disminucidén en la concentracidn
de IL-2 y por consecuencia no se genere una adecuada respuesta inmunoldgica

37,4930 Ademds, en nuestro grupo de trabajo hemos

mediada por linfocitos T
detectado células tumorales que expresan la molécula CD25 y estds podrian captar
la IL-2 restante para su crecimiento, favoreciendo con ello la progresiéon tumoral y

por ende un mal prondstico para los pacientes con NSCLC.
Interleucina 4 (IL-4)

La IL-4 es considerada una citocina anti-inflamatoria, producida por linfocitos T

36,51, 52 No se ha

activados (Th2), mastocitos, baséfilos, eosindfilos y células NKT
descrito su participacidon en la etapa de eliminacién, pero en la etapa de escape la
IL-4, al unirse a la sub-unidad a de su receptor (IL-4Ra) induce la expresién del
factor de transcripcion GATA3 lo que favorece la generacién de linfocitos Th2, a la
vez que suprime la polarizacién hacia un perfil tipo Th1 (silenciando la expresién

de IL-12 e IFNy*® *!. Ademds, la IL-4 también participa en la induccién de linfocitos

T reguladores (Treg) en periferia favoreciendo la progresién tumoral®>.
Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina producida por macrdéfagos, linfocitos Th2, células

36,37 La IL-6 favorece el reclutamiento de neutréfilos,

endoteliales y fibroblastos
promueve la migracidn, proliferacion y activacidon de linfocitos Ty junto con el TNF-
a estimula a los linfocitos T CD8" favoreciendo una potente actividad citolitica lo

363739 Sin embargo, la IL-6 puede

que lleva a la eliminacidn de las células tumorales
tener un papel negativo en la etapa de escape, inhibe la diferenciaciéon de DCs,

favorece la induccién de macrofagos tipo M2, es un regulador positivo de las células
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mieloides supresoras (MDSC) reclutadas en el sitio del tumor, induce la produccidon

de metaloproteasas (MMP) y favorece la angiogénesis y metdstasis®’" >*.

Interleucina 8 (IL-8)

La IL-8 es un miembro de la familia de quimiocinas CXC, actia como ligando de
receptores acoplados a proteinas G y es producida por fibroblastos y macréfagos

como respuesta a un estimulo mediado por TNF-a e IL-1% 3’

. Al igual que IL-6, la
IL-8 participa tanto en la eliminacién como en el escape de las células tumorales,
en la eliminacion favorece le reclutamiento de neutréfilos, los cuales junto con la
IL-8 activan a las células NK3®. Por otra parte, en la etapa de escape las células
tumorales producen IL-8 y la acumulacion de ésta favorece procesos

angiogénicos®’" >°.

Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10 es una potente citocina anti-inflamatoria, es secretada por linfocitos Th2 y

Treg, linfocitos B, monocitos, macréfagos, granulocitos, keratinocitos y DCs3% 37 L

a
IL-10 participa en la etapa de escape y afecta principalmente a macréfagos y DCs
inhibiendo su diferenciacidn y sus caracteristicas de células presentadoras de
antigenos (APC), disminuyendo la expresion de moléculas del MHC clase Il y de las

moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86>> % 37

. Adem3s, evita la produccién de
citocinas de tipo Th1 (IL-2, IFN-y)*” *®. En los pacientes con céncer se ha reportado
que el incremento en la concentraciéon de IL-10 se asocia con un prondstico
negativo, ya que favorece la sobre-expresién de la molécula BCL-2 en las células

tumorales, evitando de esta manera la apoptosis®” °%.

Interleucina 17 (IL-17)

La familia de IL-17 incluye la IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (también llamada
IL-25) e IL-17F. La IL-17 es producida principalmente por linfocitos Th1l7, y en

pequefias cantidades por linfocitos Ty§, células NKT, células NK, neutrdfilos y
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eosino6filos3® % 60

. La participacidn de esta citocina en el proceso de inmunoedicidn
no se ha descrito del todo, pero puede participar durante la fase de equilibrio y
escape. En la fase de equilibrio, la IL-17 induce la producciéon de factor de
crecimiento de granulocitos-monocitos (GM-CSF), factor de crecimiento de
granulocitos (G-CSF); quimiocinas como CXCL-1, CXCL-8, lo que favorece el

reclutamiento de neutréfilos y macréfagos®® ®*

. También induce la produccién de
IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1B, este microambiente pro-inflamatorio favorece la activacion
de los linfocitos T CD8*®*. Por otra parte, en la etapa de escape ademads de las
citocinas mencionadas anteriormente, la IL-17 induce la produccién de MMP y VEGF

favoreciendo la invasidn y metastasis de las células tumorales®® ®%.

Factor de crecimiento transformante 8 (TGF-8)

El TGF-B es una citocina que presenta tres isoformas distintas TGF-B1, TGF-B2 vy
TGF-B3, siendo la primera la mas abundante. El TGF- se secreta en una forma
latente, la cual se activa al disociarse del péptido de latencia asociado a TGF-3 (LAP-
TGF-B)°* °3. EI TGF-B1 es un potente estimulador de la quimiotaxis, ya que estimula
la migracion de monocitos, neutréfilos, fibroblastos y linfocitos® °>. El TGF-B ha
sido considerado como el principal factor inmunosupresor secretado por las células
tumorales, favorece la expresidon de IL-10 y suprime la produccién de IL-2, asi como
la proliferacién de linfocitos T inducida por IL-2, en los linfocitos T CD8" y células

NK inhibe la produccién de IFN-y, granzimas y perforina> >’

. Ademas, es un factor
importante en la diferenciacién de linfocitos Th1l7 y linfocitos T reguladores

(Treg)®®.
Factor de crecimiento epitelial vascular (VEGF)

El VEGF es un factor de crecimiento importante para la angiogénesis, promueve la
proliferacion de células endoteliales y la permeabilidad vascular. El VEGF presenta
cinco isoformas distintas (VEGF-A, B, C, D y E), siendo el VEGF-A (VEGF) la mas

comun®’. En la etapa de escape, la sobre-expresién de VEGF promueve la
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replicacién de DNA, proliferacién, mantenimiento de las células tumorales®’.
También, promueve la pérdida de uniones intercelulares y produccidon de éxido
nitrico (NO) que incrementa la permeabilidad vascular, induce la expresion de
metaloproteasas (MMP) que degradan la matriz extracelular (ECM), seguido del

35, 67, 68

reclutamiento de células endoteliales . Adem3ds, el VEGF favorece la evasion

tumoral inhibiendo la maduracién de DCs, también induce la expresién de CXCL12
favoreciendo la infiltracién de monocitos y macréfagos dentro del tumor®* ®’. El
incremento en la produccién de VEGF es sinergizado por el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), HIF-

la, TGF-B, IL-1 e IL-62% 7.
Poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral

Ademds de los factores solubles presentes mencionados anteriormente, es
importante reconocer que dentro de ese microambiente existe una compleja
heterogeneidad celular que puede modular el microambiente y la arquitectura
tumoral. A continuacién, se mencionan algunas poblaciones celulares presentes

dentro del microambiente tumoral en cancer de pulmon.
Células asesinas naturales (Natural Killer [NK])

Las células NK son parte del sistema inmunolégico innato y se localizan en sangre
periférica, bazo y médula 6sea. No expresan el receptor de linfocitos T (TCR) y no

47,89 | as células NK

poseen la capacidad de desarrollar memoria inmunolégica
participan de manera importante en la eliminacidén de células tumorales, mediante
un repertorio de receptores de inhibicién y activacién modulan su actividad®2. Los
receptores inhibitorios de célula NK tipo inmunoglobulina (KIR), los receptores de
activacion de citotoxicidad natural (NCR) y los receptores de célula NK grupo 2
miembro D (NKG2D), son los receptores involucrados en el reconocimiento de

células transformadas con una baja expresién de MHC clase | y/o que expresen las

moléculas MIC-A y MIC-B (ligandos del receptor NKG2D)>> ** 7,
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Una vez activadas, las células NK eliminan a las células tumorales mediante la via
dependiente de grdnulos, liberando granzimas y perforinas. También expresan de
manera constitutiva ligandos inductores de apoptosis relacionados con la familia
del TNF (TRAIL) y el ligando de Fas (FasL) induciendo la apoptosis de la célula blanco
por la via mediada por receptores®?. Ademds, las células NK favorecen la interaccidn
entre DCs y linfocitos T a través de la liberacidén de IFN-y, el IFN-y liberado por las
células NK estimula la maduracién de las DCs y la produccién de IL-12, que da como
resultado una potente respuesta anti-tumoral mediada por linfocitos T CD8*®°. Sin
embargo, en la fase de escape se presenta una disminucién en la actividad y
reclutamiento de las células NK, debido al microambiente tumoral con

caracteristicas inmunosupresoras>> ’°.

Neutrofilos

Los neutrdfilos, también conocidos como polimorfonucleares (PMN), son células
del sistema inmunoldgico innato que participan en infecciones microbianas y la
reparacidn tisular*®. En cancer, se ha reportado que los neutréfilos son reclutados
al sitio del tumor (neutréfilos asociados al tumor [TAN]) y éstos pueden tener una

43,5171 | 5s neutréfilos N1 contienen

actividad anti-tumoral (N1) o protumoral (N2)
grandes concentraciones de serin-proteasas (incluidas MMP), péptidos
antimicrobianos (defensinas), son capaces de secretar ROS y favorecer la

eliminacién de células tumorales*® %,

Por otra parte, los neutrofilos N2 secretan factores pro-angiogénicos como el VEGF,
CCL2 e IL-8". En la etapa de escape, las células tumorales reclutan neutréfilos N2,
via ligando de CXCR2 (CXCL2), estos neutréfilos secretan citocinas que suprimen la
respuesta inmunoldgica anti-tumoral (TGF-B, I1L-10, MCP/CCL2, MIP1-B/CCL4, asi

como factor inhibitorio de migracién (MIF)* > 7%,
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Macrofagos (M1/M2)

Los macrofagos son células del sistema inmunolégico innato con un papel
importante en la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa en contra de
patdgenos, mantenimiento de la homedstasis, presentacién de antigenos, asi como
en la resolucion de un proceso inflamatorio®. En cancer, los macréfagos son
reclutados al sitio del tumor (macréfagos asociados al tumor [TAM]) por
guimiocinas derivadas por células tumorales, interaccionan con las células
tumorales y se localizan preferencialmente en regiones con una baja tensién de
oxigeno, esta infiltracion es asociada con un prondstico desfavorable en el cancer

42,72,73
pulmonar™ "% 7,

Los macréfagos como otras células del sistema inmunolégico presentan distintos
fenotipos dependiendo del microambiente tumoral: macréfagos M1 (activados de
manera cldsica) y macréfagos M2 (activados de manera alternativa)’®. Los
macrofagos M1 favorecen una respuesta inmunoldgica anti-tumoral durante la
etapa de eliminacién, son polarizados en respuesta a un estimulo inmunoldgico
mediado por IFN-y y TNF-a’?. Los macréfagos M1 secretan grandes cantidades de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23), asi como quimiocinas
(CXCL9 CXCL10 y CXCL15) que promueven el reclutamiento de linfocitos Thi,

42,73

linfocitos T CD8+ y células NK
En contraste, los macréfagos polarizados hacia el fenotipo M2 participan durante
la fase de escape, favoreciendo un microambiente inmunosupresor favorable para
el crecimiento tumoral’®. Los macréfagos M2 son polarizados a partir de la
estimulacién de citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-13), IL-10 y TGF-B’>. Los macréfagos M2
secretan citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B, quimiocinas como CCL17,
CCL22 y CCL24, favoreciendo el reclutamiento de linfocitos Th2, linfocitos Treg.
Ademas, secretan VEGF, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), FGF, MMP-2 y

MMP-9 que promueven la angiogénesis y metastasis*® ’>.
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Células Dendriticas (DC)

Las DCs son conocidas como las células presentadoras de antigenos (APC) mas
potentes y se localizan en tejidos periféricos, asi como en érganos linfoides como
. , , . . sy 75 . .
el timo, médula dsea, bazo, ganglios linfaticos y placas de Peyer’>. La principal
funcién de las DCs, en la etapa de eliminacién es reconocer, fagocitar y presentar

25 73,75 " A través de la presentacién de

antigenos tumorales a los linfocitos T
antigenos, las DCs forman un puente entre la respuesta inmunolégica innata y
adaptativa, por lo que presentan un papel critico en la generacidén de una respuesta

inmunoldgica anti-tumoral antigeno-especifica® ’°.

Por otra parte, en la etapa de escape el microambiente tumoral inhibe Ia
maduracién de las DCs, lo que ocasiona que no se lleve a cabo una correcta
presentacion de antigenos, por falta de moléculas de co-estimulacién, lo que da

como resultado la anergia de los linfocitos T CD4* y cD8*""" 72,

Células Mieloides Supresoras (MDSC)

Las MDSC son células con una actividad inmunosupresora, tienen un progenitor
comun con las DCs*>. En la etapa de escape, las MDSC son una parte importante del
infiltrado tumoral. La ciclooxigenasa (COX2), PGE2 e IL-6 tienen un papel
preferencial en la diferenciacién y proliferacion de las MDSC??. Las MDSC afectan
el balance entre macréfagos M1 y M2, favoreciendo la polarizaciéon hacia
macréfagos M2 mediante la secrecion de altas concentraciones de IL-10°Y 72,
También polarizan la respuesta inmunoldgica a un perfil tipo Th2%°. Ademds, las
MDSC son capaces de inhibir la proliferaciéon de linfocitos T CD4" y CD8", bloquear
la activacién de células NK a través de la secrecién de arginasa-1 (ARG-1) 6xido
nitrico sintasa 2 (NOS2), la ARG-1 disminuye los niveles de L-arginina y favorecen
la actividad de NOS2 generando ROS y RNS** ’°. Las MDSC también favorecen la

expansion de los linfocitos Treg dependiente de TGF-B e IL-107% 8.
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Linfocitos T CD4*

Los linfocitos T CD4" o linfocitos Th son una poblacién capaz de diferenciarse hacia
distintas subpoblaciones dependiendo del antigeno presentado por las APCy de las
citocinas presentes en el microambiente. Cada subpoblacién de linfocitos T CD4"
expresa un factor de transcripcién “maestro”, moléculas transductoras de
sefializacion y activadoras de la transcripcién (STAT), asi como un patrén de

secrecion de citocinas.
Linfocitos Th1/Th2

Las primeras subpoblaciones descritas fueron los linfocitos Thl y Th2, los linfocitos
Thl necesitan de IL-12 e IFN-y para diferenciarse, expresan el factor de
transcripcidon T-bet y las moléculas STAT1 y STAT4, ademds secretan IFN-y y TNF-

25, 81
a

. Por otra parte, los linfocitos Th2 se diferencian en un microambiente con IL-
4 y la linfopoyetina estromal timica (TSLP), expresan el factor de transcripcién

GATA-3, la molécula STAT6 y secretan IL-4, IL-5 e IL-14%> %,

Una vez activados los linfocitos Thl secretan grandes cantidades de IFN-y, TNF-a e
IL-12, asi como niveles bajos de IL-4 e IL-5, estas citocinas colaboran con la funcidn
citotdéxica de los linfocitos T CD8", favorece el incremento de la presentacién de
antigenos en el contexto de moléculas del MHC clase | y clase Il por parte de las
APCs*> 3182 Ademds, los linfocitos Th1 favorecen la expansién y mantenimiento de

25, 83
* 7. En

linfocitos T CD8" antigeno-especificos mediante la produccién de IL-2
cancer pulmonar, los linfocitos Thl tienen un papel importante en la respuesta
inmunoldgica anti-tumoral de manera directa a través de la secrecién de IFN-y y
TNF-a, y de manera indirecta a través de la activaciéon y expansién de linfocitos T
CD8". En contraste, en la etapa de escape, los linfocitos Th2 secretan grandes
cantidades de IL-4, IL-5 IL-6 IL-19 e IL-13 que inducen la anergia de los linfocitos T,

82, 84

inhiben la citotoxicidad mediada por linfocitos T . Debido a esto, una respuesta
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de tipo Th2 favorece el crecimiento tumoral al inhibir la citotoxicidad mediada por

linfocitos T.

En afios recientes, se han descrito otras subpoblaciones de linfocitos T CD4+, entre

las que se encuentran los linfocitos T reguladores (Treg) y los linfocitos Th17.
Linfocitos Th17

Los linfocitos Th17 requieren de la IL-6 y TGF-[ para su diferenciacidn, expresan el
factor RORy y la molécula STAT3 y producen citocinas de la familia de la IL-17,

25, 81

principalmente la IL-17A e IL-22

Se ha reportado que las células tumorales, o los fibroblastos derivados del tumor
secretan MCP-1 (ligando de CCR2 o CCR4) y RANTES (ligando de CCR1, CCR3 o CCR5),
ambas moléculas tienen un efecto quimioatrayente en los linfocitos Th17, quienes

son reclutados de la periferia al sitio del tumor®® ®°

. Las células tumorales y células
del estroma secretan IL-1B, IL-6, IL-23 y TGF-B, estas citocinas generan un
microambiente pro-inflamatorio dptimo para la diferenciacién y expansiéon de los
linfocitos Th17%. Sin embargo, su participacién dentro de los NSCLC es limitada vy
controversial, debido a que la actividad de los linfocitos Th17 se ha asociado tanto

a un efecto anti-tumoral como a un efecto pro-tumoral®" 2.

Se ha reportado que linfocitos Th17 especificos en contra del antigeno tumoral
MAGE-A3 tienen un efecto anti-tumoral mediado por IFN-y in-vivo®’. Ademas de
este efecto directo de los linfocitos Th17 sobre células tumorales, se ha reportado
que la IL-17 promueve la maduracion de progenitores de DCs incrementando la
expresion de moléculas co-estimuladoras, moléculas del MHC clase Il, induce la
produccién de IL-6 e IL-12 por parte de los macrofagos y DCs, lo anterior da como
resultado una correcta presentacién de antigenos a los linfocitos T efectores
favoreciendo la induccidon de linfocitos T citotdxicos (CTLs) especificos en contra

85, 88

del tumor . Por otra parte, se ha reportado que los linfocitos Th17 inducen
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quimiocinas tipo Thl como CXCL9 y CXCL10, estas citocinas favorecen el

reclutamiento de células efectoras al sitio del tumor®> 2°.

El efecto pro-tumoral mediado por linfocitos Th1l7 e IL-17 ha sido reportado en
modelos murinos y en humanos®®. El mecanismo potencial responsable de esta
actividad involucra principalmente un proceso angiogénico y la induccién de un
microambiente favorable para la progresién tumoral. La IL-17 presente en el
microambiente tumoral induce la produccion de VEGF y PGE2 por parte de
fibroblastos y células tumorales; a su vez, el VEGF induce la produccién de TGF-j,
el cual favorece el incremento en la expresion del receptor para VEGF (VEGFR) en
las células endoteliales, lo que promueve la formacién de nuevos vasos

61, 85
. L

sanguineos®®. Ademas, la IL-17 también induce la produccién de IL-8 e IL-6 a

IL-8 promueve una respuesta angiogénica en las células endoteliales, incrementa la
proliferacidon, supervivencia y migracidon de las células tumorales, asi como una

infiltraciéon de macréfagos y neutréfilos®”” >°.

Por otra parte, la IL-6 activa la
sefalizacion de la molécula STAT3 en las células tumorales que da como resultado
la sobre-expresidn de genes pro-angiogénicos, asi como genes que favorecen la

37, 54

supervivencia de las células tumorales . Finalmente, la produccién crdénica de

TNF-a dependiente de IL-17 incrementa el reclutamiento de MDSC que contribuyen

a la progresion tumoral®® ®.

Linfocitos Treg

Los linfocitos T reguladores (Treg) se diferencian en microambientes donde esté
presente principalmente TGF-B, expresan el factor de transcripcién Forkhead box

P3 (FOXP3), la subunidad a del receptor de IL-2 (CD25) y secretan IL-10 y TGF-B*>

81

La acumulacién de linfocitos Treg dentro del tumor, asi como en sangre periférica

90, 91, 92

se ha asociado generalmente a un prondstico desfavorable en NSCLC . En este

contexto, los linfocitos Treg son considerados como un mecanismo principal de la
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evasion tumoral. En el microambiente tumoral estan presentes la quimiocina
CCL22, producida por las células tumorales y TAMs, asi como la quimiocina CCL28,
la cual estd asociada a la expresidén de HIF-1a, ambas quimiocinas reclutan linfocitos
Treg al sitio del tumor a través de sus receptores (CCR4 y CCR10, respectivamente)

93, 94

presentes en estos . Al llegar al sitio del tumor, el TGF-B, la IL-10 y la adenosina

presente en el microambiente tumoral promueve la expansidon y generacién de los

linfocitos Treg”® °°.

Los linfocitos Treg pueden contribuir al proceso angiogénico de manera indirecta
suprimiendo la actividad de los linfocitos Thl, evitando que estos produzcan
citocinas angiostaticas como TNF-a e IFN-y°°. Ademas, en condiciones de hipoxia,
los linfocitos Treg contribuyen al proceso angiogénico directamente a través de la
produccién de VEGF’*. Ademéas del efecto sobre el proceso angiogénico, los
linfocitos Treg actlan suprimiendo la respuesta inmunoldgica anti-tumoral a través
de la secrecién de citocinas como la IL-10 y el TGF-B, evitando la maduraciéon y

funcion de las DCs y linfocitos T efectores®® % %7,

Los linfocitos Treg presentan en su superficie las moléculas CD39 y CD73, estas
moléculas son ectoenzimas que generan adenosina pericelular, la cual, al unirse al
receptor de adenosina 2A (A2AR) presente en los linfocitos T efectores, induce
arresto celular, también favorece la diferenciacion de los linfocitos iTreg inhibiendo

20.97.98 Ademds, se ha

la produccién de IL-6 y promoviendo la producciéon de TGF-3
reportado que dada la alta expresion de la molécula CD25 en los linfocitos Treg,
estos linfocitos son capaces de consumir la IL-2 presente en el microambiente, lo

que da como resultado que los linfocitos T efectores entren en apoptosis®® °’.

Los linfocitos Treg pueden llevar a cabo su funcién efectora mediante el contacto
célula-célula gracias a moléculas presentes en su superficie. Se ha reportado que el
antigeno 4 asociado al linfocito T citotéxico (CTLA-4) expresado en los linfocitos
Treg interacciona con las moléculas CD80 y CD86 presentes en las DCs, esta

interaccién evita la maduraciéon de las DCs lo que disminuye su capacidad de
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20,9697 “Ademds, los linfocitos Treg

presentar antigenos a los linfocitos T efectores
promueven que las DCs secrete indolamina 2, 3 dioxigenasa (IDO), esta molécula
induce la inhibicién y apoptosis de linfocitos T efectores a través de metabolitos

°0.97 'Las moléculas galectina-1y

pro-apoptdticos generados a partir del triptéfano
neurofilina-1 también son expresadas en la superficie de los linfocitos Treg cuya
interaccién con las DCs induce, en el caso de la galectina-1, el arresto celular y
apoptosis de las DCs, mientras que la neurofilina-1 disminuye su capacidad de

%97 Finalmente se ha reportado que la molécula gen-3 de

presentar antigenos
activacion de linfocitos (LAG3 [CD223]) es capaz de bloquear la maduracién de las
DCs debido a que LAG3 al ser una molécula homdloga de la molécula CD4, se une

con una gran afinidad al MHC clase 11°% %7,

Linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8+ (CTLs) tienen un papel esencial en la respuesta inmunoldgica
contra virus y cdncer. En la etapa de eliminacién, los linfocitos T CD8" reconocen
péptidos tumorales unidos a la molécula del MHC clase | presentados por las APCs
dentro de un microambiente pro-inflamatorio y una correcta co-estimulacién
(interaccién CD28-CD80/86)*> ’®. Una vez activados los linfocitos T CD8" producen
IFN-y y pueden eliminar células tumorales mediante la via dependiente de grdnulos,
liberando granzimas y perforinas, o mediante la via mediada por receptores a través

899 Sin embargo,

de la interaccidn del ligando de Fas (FasL) con su receptor (Fas)
en la etapa de escape, hay una disminucidon en la infiltracidon y actividad de los
linfocitos T CD8"% %% Esta disfuncion puede atribuirse a distintas causas, entre las
qgue destacan, una presentacion de antigeno deficiente por parte de las DCs,
disminucidon de citocinas tipo Th1 (IL-2, IL-12) un incremento en la concentracidn
citocinas inmunosupresoras del microambiente tumoral como la IL-10, el TGF-B, asi
como IDO y ARG-1 derivadas de poblaciones de MDSC y linfocitos Treg reclutados

33, 35, 100, 101

en el sitio del tumor . Adem3s, los linfocitos T CD8+ pueden presentar
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defectos en el complejo CD3g, un componente esencial del complejo CD3/TCR, que

evita la activacion de los linfocitos T CD8"1%2,
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ANTECEDENTES
Diagnostico y tratamiento

Para realizar el diagnéstico del cdncer de pulmdén se emplean los métodos mas
convenientes y menos invasivos posibles, entre estos destacan la evaluacién
radiolégica de térax y la tomografia por emision de positrones (PET). Adema3s, se
debe incluir la citologia del esputo, analisis de liquido bronco-alveolar, asi como de
liguido pleural. Finalmente, la confirmacién del diagndstico se realiza a través del
analisis de biopsias de tejido pulmonar y/o ganglios linfaticos obtenidos mediante

broncoscopia’®.

El tratamiento dependerd del estadio diagnosticado; cuando se detecta en estadios
| y Il, el paciente puede ser candidato a cirugia y posteriormente tratado con
guimioterapia; cuando se diagndstica en estadio llla, el paciente puede recibir
tratamiento por quimioterapia y si se reduce el tamafio del tumor, ser candidato a
cirugia; cuando el cdncer pulmonar es diagnosticado en estadios Illb o IV el paciente
sélo es candidato a quimioterapia paliativa, en estos estadios dificilmente el

paciente puede ser sometido a cirugia'®® 104 19> 10¢,

Desafortunadamente en México, los pacientes son diagnosticados en estadios Illb
y IV por lo que tienen un pobre prondstico. Para estos pacientes, el tratamiento
estdndar es la quimioterapia a base de compuestos platinados (cisplatino o
carboplatino) combinado con taxanos (paclitaxel o docetaxel). La quimioterapia

consta de 6 ciclos, uno cada 3-4 semanas'0®% 10> 107,108

Cisplatino/Carboplatino

El cisplatino o cis-diaminoetilcloroplatino fue el primer compuesto platinado
aprobado para su uso en 1978, posteriormente se aprobd el uso del carboplatino.
La dosis administrada dependera del compuesto platinado, el fdrmaco con el cual

sera combinado, asi como del estado general del paciente. El cisplatino es usado
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generalmente a dosis de entre 50 y 120 mg/m2 por ciclo, mientras que la dosis de

carboplatino depende de cada paciente'?’.

El efecto citotdxico de los compuestos platinados es mediado por la formacién de
aductos de guanina y adenosina, estas uniones detienen la replicacion del DNA e

inducen la apoptosis de las células'®® 107,109,110

. Los compuestos platinados atacan
indiscriminadamente todas las células que se encuentran en proceso de division
celular y un efecto adverso importante es la capacidad de inducir resistencia al
farmaco. Por otra parte, los efectos secundarios mas comunes son nauseas vomito,

mielosupresion, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad'®” %,

Taxanos (Paclitaxel/Docetaxel)

El paclitaxel fue el primer compuesto de la familia de los taxanos que presentd
actividad anti-tumoral y en 1995 fue aprobado su uso clinico en el tratamiento de

los NSCLC?® 111,

El paclitaxel y el docetaxel se unen a la subunidad beta de la microtubulina
favoreciendo su ensamblaje y estabilizando los microtubulos impidiendo su
despolimerizacion. Esto inhibe la reorganizacién normal de la red de microtibulos,
esencial para las funciones celulares en la fase G2/M interrumpiendo la divisién

108, 111

celular . Ambos compuestos generalmente son bien tolerados, sin embargo,

pueden generar toxicidad y efectos secundarios como alopecia, artralgias, mialgias,

reacciones de hipersensibilidad**?.

Muerte Celular Inmunogénica

La quimioterapia ha sido considerada como una estrategia que impacta
directamente en la viabilidad de las células tumorales, induciendo su muerte a
través de la via de la apoptosis (aunque también induce necrosis), la apoptosis se
ha considerado como tolerogénica por lo que la participacidn de la respuesta

inmunoldgica no se ha considerado relevante. Sin embargo, de manera reciente se
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ha reportado que una serie de cambios en la composicion de la superficie celular,
asi como liberacién de factores solubles por parte de las células tumorales en
proceso de muerte son capaces de inducir una respuesta inmunoldgica en contra
de antigenos asociados a estas células, considerando este tipo de muerte una

muerte celular inmunogénica (ICD por sus siglas en inglés)**® 4.

La inmunogenicidad de la muerte celular dependerd de moléculas llamadas
“patrones moleculares asociados a dafio” (DAMPs) o también llamadas alarminas.
Los DAMPs son moléculas intracelulares que adquieren propiedades
inmunoestimuladoras cuando son expresadas en la superficie de las células o

liberadas al ambiente extracelular®®’.

Los DAMPs caracteristicos de la ICD son:
relocalizacién de calreticulina en la membrana celular, liberacion de ATP y

secrecion de HMGB113 114 116

Como resultado del estrés inducido por el tratamiento, la calreticulina que se
encuentra normalmente en el reticulo se relocaliza en el exterior de la membrana
plasmatica, donde actia como una sefial de “cémeme” facilitando la fagocitosis de

las células tumorales por parte de las DCs'*? 114 116

. Al igual que la calreticulina, la
liberaciéon de ATP al medio extracelular puede ser inducida por el tratamiento
guimioterapéutico, esta molécula actia como una seiial quimiotactica o de
“encuéntrame” para macréfagos y DCs favoreciendo su maduracion e
incrementando la expresién de moléculas co-estimuladoras y moléculas de clase Il
del MHC*** % Ademads, la molécula HMGB1, gue normalmente se localiza en el
nucleo de las células, también es liberada al medio extracelular y actia como otra
molécula de “encuéntrame” y una vez captada por sus receptores presentes en

macréfagos y DCs desencadena una respuesta proinflamatoriat'® 114 16,

Quimioterapia y Sistema Inmunolégico

Ademads de la induccién de ICD, varios farmacos quimioterapéuticos empleados de

manera convencional en el tratamiento de distintos tipos de cancer, entre ellos los
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NSCLC, pueden favorecen la participacién de la respuesta inmunoldgica''’ 1% 119,

Se ha reportado que la gemcitabina incrementa la expresidon de moléculas de clase
| del HLA®, promueve la presentacién de antigenos'®! e induce la eliminacién de
MDSCs'??. La doxorubicina promueve la produccién de MCP1, TNF-a e IL-82% 124,
Mientras que la ciclofosfamida disminuye el porcentaje de linfocitos Treg vy

MDSCs'*> 12¢ esto favorece el reclutamiento de macréfagos y la activacion de

células NKy CTLs.

En el caso de los taxanos (docetaxel y paclitaxel), se ha reportado que disminuyen

127

la proporcién de MDSCs'?’, células Treg'*® e inducen la produccién de MCP1

124 por parte de las células

(Proteina Quimiotactica de Macrdéfagos 1) o CCL2
tumorales favoreciendo la infiltracion de monocitos/macréfagos. Ademas, el
paclitaxel induce la secrecidn de citocinas pro-inflamatorias, favorece |la

maduracién de las DCs, asi como la activacion de células Ty NK'°®,

Se ha reportado que los compuestos platinados como el carboplatino, cisplatino y
oxaliplatino, incrementan la expresiéon de moléculas de clase | del HLA en células

129 Ademds, en

tumorales'®® y disminuyen la expresién de la molécula PDL2
modelos animales de carcinoma de Lewis, el tratamiento con cisplatino induce la
sobreexpresidn de Fas en las células tumorales, lo que favorece la lisis por parte de

los CTLs*®°.

De manera particular, se ha reportado que en los NSCLC el tratamiento con
gemcitabina y cisplatino favorece la disminucién de <células Treg
(CD4+CD25+FOXP3+)"!. También, se ha reportado que la combinacién de paclitaxel
cisplatino y doxorubicina induce la expresion del receptor de manosa-6-fosfato en
células tumorales, lo que favorece la eliminacidon de estas células tumorales por

granzima B2
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Antecedentes directos del laboratorio

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que los linfocitos CTLs de pacientes con
cancer pulmonar presentan defectos en el complejo CD3€'%? que evitan su correcta
activacion, asi como disminucién en su actividad citotéxica dependiente de

100, 133

granzimas y perforinas También ha reportado que los CTLs efectores

provenientes de derrame pleural son susceptibles a la muerte celular inducida por

134

activacion (AICD por sus siglas en inglés) "". Estas disfunciones pueden ser debidas

a la presencia de factores solubles como TGF-B, IL-10 e IL-6 producidos por las

135, 136

células tumorales o por la actividad tanto de linfocitos Treg como de

linfocitos Th17%’.

Por otra parte, nuestro grupo también ha reportado que un alto infiltrado de DCs
en biopsias de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se asocia con la expresidn
de HMGB1 en células tumorales®®. En un estudio inicial, nuestro grupo ha
observado que algunos pacientes con cdncer pulmonar bajo tratamiento por
quimioterapia a base de compuestos platinados (cisplatino/carboplatino
combinado con paclitaxel/docetaxel) incrementan ligeramente HMGB1 a nivel

sérico, lo que parece asociarse con mayor sobrevida.

Por lo anterior, consideramos importante evaluar si el tratamiento convencional
empleado en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar favorece la activacién de
la respuesta inmunoldgica y si esta respuesta se asocia a la sobrevida de los

pacientes.

30



HIPOTESIS

En los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, la quimioterapia convencional a
base de compuestos platinados modificarda las distintas subpoblaciones de
linfocitos T, asi como las citocinas asociadas a éstas, favoreciendo un perfil anti-

tumoral que se reflejard a nivel sistémico.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar los linfocitos T CD8", las distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4", asi
como las citocinas asociadas a estas poblaciones celulares entre sujetos sanos y
pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Ademas, evaluar si el tratamiento con
quimioterapia convencional a base de cisplatino/paclitaxel induce cambios en los

parametros mencionados anteriormente.
Objetivos Particulares

En los sujetos sanos, asi como en el grupo de pacientes antes y durante el

tratamiento:
Cuantificar las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL17 y TGF-B3 en plasma.

Determinar las proporciones de las subpoblaciones de linfocitos Th1l (CD4'T-bet"),
Th2 (CD4'CRTH2%), Th17 (CD4'RORy"), Treg (CD4'CD25°CD1277), asi como el
porcentaje de linfocitos T CD8" (CTLs).

A partir de los linfocitos T CD8" evaluar la proporcién de CTLs que expresan

granzima B, perforina o ambas moléculas.

Determinar la proporciéon de linfocitos T CD4" y CTLs con fenotipo naive
(CD45R0O'CD27), efector (CD45ROCD27°), de memoria central (CD45RO'CD27") y
de memoria efectora (CD45RO'CD27).

Establecer la asociacidon de los pardmetros estudiados con la sobrevida de los

pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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METODOLOGIA
Tipo de estudio y grupos de estudio

El presente estudio es de tipo retrospectivo-prospectivo, longitudinal y de tipo
cohorte. Grupo de estudio: pacientes atendidos en la clinica de cdncer (servicio
clinico 3) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio
Villegas”. Grupos control: sujetos sanos no fumadores y sujetos sanos fumadores
“pesados” (Indice tabaquico [I.T.] > 15 paquetes/afio). Este estudio fue aprobado

por el Comité de Ciencia y Bioética del INER.
Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacidn

Se seleccionaron pacientes de 40 afios en adelante con diagndstico confirmado de
adenocarcinoma pulmonar primario estadio lllb y IV. El diagndstico fue establecido
por medio del andlisis histolégico por parte del Departamento de Patologia del

INER, basados en los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)°.

Los pacientes que participaron en este estudio fueron tratados con quimioterapia
a base de cisplatino y paclitaxel durante seis ciclos, se incluyeron aquellos pacientes
gque no presentaron comorbilidades (disfuncién cardiopulmonar severa,
cardiopatias), tuvieron un Karnofsky mayor o igual a 80%, asi como funcién renal y
hepdtica aceptable. Los sujetos control fueron sujetos sanos de 40 afios en adelante
con una funcidn respiratoria normal (relaciéon volumen espiratorio forzado en el
primer segundo [FEV1] / capacidad vital forzada [FVC] > 70), no presentaron alguna
infeccién o recibieron algln tratamiento médico por lo menos 3 meses antes de la
toma de muestra. En el caso de los sujetos sanos fumadores tuvieron un [.T. >
15paquetes/afio. Todos los participantes del estudio firmaron una carta de

consentimiento informado.

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes que no aceptaron participar en el

estudio, no fueron candidatos a recibir tratamiento por quimioterapia a base de
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cisplatino y paclitaxel, presentaron comorbilidades, tuvieron un Karnofsky menor a
80%, o su funcidon renal y/o hepdtica estaba afectadas. En el caso de los sujetos
control se excluyeron aquellos cuya funcidn respiratoria estuvo afectada (FEV1/FVC

< 70), que presentaron alguna infeccidon o no aceptaron participar en el estudio.

Se descartaron aquellos pacientes que presentaron linfopenia durante el

tratamiento y/o abandonaron el tratamiento.

Muestras bioldgicas

Se colectdé sangre periférica de pacientes, sujetos sanos fumadores y sujetos sanos
no fumadores. La muestra se colecté en tubos con anticoagulante (EDTA) por
puncién venosa. En el caso de los pacientes, la muestra bioldgica se colectd antes

del primer, tercer y sexto ciclo de tratamiento.

Separacion de plasma y células mononucleares

A partir de la muestra de sangre periférica se obtuvo el plasma y células
mononucleares (PBMCs) empleando un gradiente de densidad por ficoll
(Lymphoprep, Axis-Shield). El plasma se colectd y se almacend a -70°C hasta su uso
para la deteccidn de citocinas. La fraccidén correspondiente a las PBMCs fue lavada
y almacenada en nitrédgeno liquido y una vez colectados los 3 ciclos de tratamiento

se emplearon para el andlisis por citometria de flujo.

Cuantificacion de citocinas en plasma

La cuantificacion de las citocinas en plasma, se realizd6 empleando el kit BD
Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (Becton Dickinson
[BD]), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Las citocinas analizadas
fueron IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e IL-17A. Los datos fueron adquiridos en
el citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD) empleando el software BD FacsDiva (BD),

posteriormente se analizaron en el software FCAP Array V3.0 (Softlow). Finalmente,
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los resultados fueron graficados con el software GraphPad Prism 6 (GraphPad

Software).

Ademas, se realizé la cuantificaciéon de TGF-B1 empleando el kit Quantikine ELISA
Human TGF-B1 Immunoassay (R&D systems), siguiendo el protocolo establecido por
el fabricante. La placa de 96 pozos fue analizada en el espectrofotémetro Multiskan
Ascent (Thermo Scientific) determinando la densidad dptica a una longitud de onda
de 450nm. Los resultados fueron graficados empleando el software GraphPad Prism

6.

Identificacion de subpoblaciones de linfocitos T CD4*, CD8" y fenotipo naive,

efector, de memoria central y de memoria efectora.

Para llevar a cabo la identificacién de los linfocitos T CD4" y T CD8" se emplearon
los anticuerpos dirigidos en contra de moléculas de superficie a-CD3 PE-CF594
(Clona: UCHT1, BD Horizon TM), a-CD4 Alexa Fluor 700 (Clona: RPA-T4, BD
Pharmingen TM) y a-CD8 APC/Cy7 (Clona: HIT8a, BioLegend). Ademas, para
identificar a los linfocitos Thl se empled el anticuerpo a-T-bet FITC (Clona: 4B10,
BioLegend); para identificar a los linfocitos Th2 se empled el anticuerpo a-CRTH2
PE (Clona: BM16, BioLegend) y para identificar a los linfocitos Th17 se empled el
anticuerpo a-RORy PE (Clona: AFKJS-9, eBioscience), mientras que para identificar
a los linfocitos Treg se emplearon los anticuerpos a-CD25 PE-Cy5 (Clona: M-A251,
BD Pharmingen TM), a-CD127 Alexa Fluor 647 (Clona: A019D5, BioLegend) y a-
FOXP3 Alexa Fluor 488 (Clona: 150D, BioLegend). Ademas, se emplearon los
anticuerpos a-Granzima B FITC (Clona: GB11, BioLegend) y a-Perforina PE (Clona:
B-D48, BioLegend) para identificar la proporcién de CTLs que expresan granzima B
y perforina. Finalmente, para identificar los fenotipos naive, efector, de memoria
central y de memoria efectora se emplearon los anticuerpos a-CD45R0O PE (Clona:

UCHL1, BioLegend) y a-CD27 PerCP/Cy5.5 (Clona: 0323, BioLegend).

35



Purificacion de células CD4"

Parte de las PBMCs, se purificaron por seleccién negativa las células CD4"
empleando el kit CD4+ Tcell Isolation Kit Il human (MACS, Miltenyi Biotec) siguiendo
el protocolo establecido por el fabricante. Para conocer el grado de pureza de la
fraccion obtenida, se realizd la tincidn con anticuerpos a-CD3 FITC (Clona: HIT3a,
BioLegend), a-CD4 PE (Clona: RPA-T4, BioLegend), a-CD8 PE-Cy5 (Clona: HIT8a,

BioLegend).

Estimulacion de PBMCs para la detecciéon de IL-17 y estimulaciéon de células CD4*

purificadas para la deteccion de IL10 y LAP TGF-f

A 1X10° CMN en 500pl de medio RPMI-1640 (suplementado con 10% de suero fetal
bovino) se adicionaron 5ul de los anticuerpos a-CD2, a-CD3 y a-CD28 unidos a
perlas latex (T Cell Activation/Expansion Kit human, MACS Miltenyi Biotec) y se
colocaron en placa de 48 pozos. La placa se incubd a 37°C durante 72 h. Después
de colectar las células, se lavaron, se ajustaron a 1X10° células y se estimularon con
PMA (25ng/mL), ionomicina (1pug/mL) y brefeldina A (10pug/mL) en un volumen de
1mL con medio RPMI-1640 (suplementado con 10% de suero fetal bovino) a 37°C
por 5 h. Se emplearon los anticuerpos a-CD4 PE-Cy5 (Clona: RPA-T4, BioLegend), a-
IL-17 PE (Clona: BL168, BioLegend) y a-IFN-y Alexa Fluor 488 (Clona: 4S.B3,

BioLegend) para identificar células Th17 productoras de IL-17.

Por otra parte, las células CD4" purificadas, se estimularon con PMA (25ng/mL),
ionomicina (1ug/mL) y brefeldina A (10pug/mL) en un volumen de 1mL con medio
RPMI-1640 (suplementado con 10% de suero fetal bovino) a 37°C por 5 h. Se
emplearon los anticuerpos a-CD4 Alexa Fluor 700 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen
TM), a-CD25 PE-Cy5 (Clona: M-A251, BD Pharmingen TM), a-CD127 Alexa Fluor 647
(Clona: A019D5, BioLegend), a-FOXP3 Alexa Fluor 488 (Clona: 150D, BiolLegend), a-
LAP(TGFB1) PE (Clona: TW4-6H10, BioLegend) para identificar LAP TGF-B en
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membrana o anticuerpo a-IL-10 PE (Clona: JES3-19F1, BioLegend) para detectar la

citocina intracelular.
Protocolo de tincién para citometria de flujo y adquisicidon de datos

Las PBMCs (estimuladas y no estimuladas), asi como células CD4" purificadas, se
ajustaron a 2X10° células por tubo de tincidn, posteriormente se realizé un lavado
con solucion PBS/BSA y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. El botén celular se
resuspendié en 100uL de PBS/BSA y se adicionaron los anticuerpos dirigidos en
contra de las moléculas CD3, CD4, CD8, CRTH2, CD25, CD127, LAP TGF-B, CD45RO y
CD27, expresadas en la membrana celular de los linfocitos T. Los tubos se incubaron
a TA durante 30 min con agitacién constante. Las células se lavaron y el botén
celular se resuspendid en 200uL de solucién Fix/Perm (BioLegend), se incubd a TA
durante 20 min con agitacién constante. Las células se lavaron nuevamente y el
botdn celular se resuspendié en 200uL de soluciéon Perm (BioLegend), se incubd a
TA durante 15 min con agitacidon constante. A las células permeabilizadas se
agregaron los anticuerpos dirigidos en contra de los factores de transcripciéon T-
bet, RORy y FOXP3, o bien en contra de IL-17, IL-10, granzima B y perforina. Los
tubos se incubaron a TA durante 30 min con agitacién constante, las células se
lavaron y el botén celular se resuspendié en 300uL de paraformaldehido.
Finalmente, las muestras fueron adquiridas en el citdmetro de flujo FACSCanto Il
empleando el programa BD FacsDiva. Se realizé la grafica de tamafio drea (FSC-A)
vs tamafio altura (FSC-H) delimitando el drea correspondiente a las células
individuales, a partir de esa regién se realizd la grafica de tamafio (FSC) vs
granularidad (SSC), se delimitd la region correspondiente a los linfocitos y a partir
de esa regién se realizd la grafica de granularidad (SSC) vs CD3 o la grafica de
granularidad (SSC) vs CD4, seleccionando la regidon correspondiente a los linfocitos
CD3" o0 CD4" respectivamente. De esta Ultima regidn se adquirieron 20, 000 eventos

(Esquema 1).
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Esquema 1. Estrategia representativa de adquisicion de datos en el citdmetro de flujo a partir de
PBMCs. Muestra proveniente de un paciente previo al tratamiento.

Estrategias de andlisis para los datos obtenidos por citometria de flujo

En las muestras de PBMCs, se realiz6 la grafica de a partir de la grafica de tamafio
area (FSC-A) vs tamaio altura (FSC-H) delimitando el drea correspondiente a las
células individuales, a partir de esa region se realizé la grafica de tamafio (FSC) vs
granularidad (SSC) de la que se obtuvo la region correspondiente a los linfocitos y
a partir de esa regidn se realizé la grafica de granularidad (SSC) vs CD3 se realizé la
grafica de CD4 vs CD8 para delimitar las regiones correspondientes a los linfocitos
T CD3"CD4" y linfocitos T CD3'CD8". De la regién de linfocitos T CD3'CD4" se
identificaron a los linfocitos Thl (T-bet’), Th2 (CRTH2"), Th17 (ROR-y*) y Treg
(CD127°CD25%) mientras que a partir de la regién de linfocitos T CD3'CD8" se

identificaron los CTLs que expresaron granzima B y/o perforina (esquema 2).

A partir de las regiones de linfocitos T CD4" y CD8" se identificaron los linfocitos
con fenotipo naive (CD45RO°CD27"), efector (CD45ROCD27°), de memoria central
(CD45ROCD27") y de memoria efectora (CD45R0'CD27°) (esquema 3).

Ademas, en las muestras estimuladas, a partir de la gréfica de tamafio (FSC) vs
granularidad (SSC) se realizé la grafica de granularidad (SSC) vs CD4 para delimitar
la regidn correspondiente a los linfocitos CD4". De la regidn de linfocitos T CD4" se

identificaron a los linfocitos Th17 productores de IL-17 (IL-17IFN y’) (esquema 4).
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Por otra parte, en las muestras de linfocitos T CD4" purificados, a partir de la grafica
de tamano (FSC) vs granularidad (SSC) se realiz6 la gréfica de granularidad (SSC) vs
CD4 para delimitar la regidn correspondiente a los linfocitos CD4". De esta regién
se identificaron a los linfocitos Treg (CD127°CD25%). Finalmente se identificd el

porcentaje de células LAP TGF-B* (esquema 5).

250K 250K 7] 250K 7]
g 200K 7] g 200K 7] giﬂﬂk'
= T T
< 150K ] E 150K =] E‘\f}ﬂk-
s 3 E
T 100K  100K7] 100K
@ o o
£ s (D s0c] O 50k
©
l_ 0 0 . 0
T T T T T T T T T T
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
Tamaiio (Area) Tamaiio
10°
© 10"
>
5
co ‘E 10%4
3 2
E
10°4
sy S
oy 10 10° AT
® Gr-B
L
10
105' Thl E 10° =
1 Tregs
) 0 Th17 &
10" E
- ]
= >
(] 0 2 N
_9 oz 107 8
- 104 8 7 o
3 1
i 103
i Th2
10°5
) NS - - - 10 - T
Yy
1w 10° 10t 10° 10° 10! 10° 10° 10 10°
CRTH2 D4

Esquema 2. Estrategia representativa de analisis de las subpoblaciones de linfocitos T CD3".
Muestra proveniente de un paciente previo al tratamiento.

39



CD8

CD8+

cD27

CD45RO

Esquema 3. Estrategia representativa de analisis para la identificacién del fenotipo naive, efector
y de memoria. Muestra proveniente de un paciente previo al tratamiento.

Th17

- - T | - T
L 200 400 800 200 1 10 10 w 10 10

FSC CD4

Esquema 4. Estrategia representativa de analisis para la identificacidon de linfocitos Th17
productores de IL-17. Muestra proveniente de un paciente previo al tratamiento.

5
I Tr 10° = Tregs LAP TGF-B+
- _ Tregs : i)
200¢ 10t %
oo . 3
7] N [C g ,ﬂ‘
o) o o - 07 L
o |° 2,
il S -1

O SK W0OK WK 200K 8K o o 10 w®

FSC CD4 10?0 10? 108 10 10° 10° 10 10° 10° 10* 10°
CcD127 CDh4

Esquema 5. Estrategia representativa de analisis para la identificacién de linfocitos Treg LAP TGF-
[3+. Muestra proveniente de un paciente previo al tratamiento.

40



Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé con el programa GraphPad
Prism 6. Se aplicé la prueba de D’Agostino & Pearson para identificar si los datos
presentaban una distribucidon Gaussiana. Debido a que los datos presentaron una
distribucién no-Gaussiana se emplearon pruebas no paramétricas en los analisis

posteriores.

Para determinar su existian diferencias entre pacientes y sujetos control se empled
la prueba de Kruskall Wallis y posteriormente la prueba de comparacién multiple

de Dunn, considerando una p<0.05 como nivel de significancia estadistica.

Para el andlisis a lo largo de los ciclos de tratamiento se empled la prueba de
Friedman para muestras pareadas, considerando una p<0.05 como nivel de

significancia estadistica.

Para el andlisis de los grupos con base a la sobrevida media, se emplearon las
pruebas de Wilcoxon para muestras pareadas y la prueba de U de Mann-Whitney
para comparacion entre dos grupos independientes, considerando una p<0.05

como nivel de significancia estadistica.

Finalmente, para definir el valor de corte de los distintos pardmetros evaluados se
emplearon las curvas ROC (del inglés Receiver Operating Characteristic), y para
determinar si existia asociacion con la sobrevida, se empleé el método de Kaplan-
Meier utilizando la prueba de Log-rank (Mantel-Cox) considerando una p<0.05

como nivel de significancia estadistica.
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RESULTADOS

Resultados obtenidos de acuerdo a los grupos de estudio sin tratamiento

La cuantificacidn de las citocinas en plasma se realizé en muestras provenientes de
39 pacientes, 15 sujetos sanos fumadores y 13 sujetos sanos no fumadores. Por
otra parte, el andlisis de las subpoblaciones de linfocitos T se realizé6 en muestras
provenientes de 28 pacientes, 15 sujetos sanos fumadores y 13 sujetos sanos no

fumadores

Concentracion de citocinas en plasma

Las concentraciones de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 e IFN-y fueron similares entre los
sujetos sanos no fumadores y sujetos sanos fumadores, las concentraciones de TGF-
B y TNF-a tendieron a ser mayores en el grupo de sujetos sanos fumadores
comparadas con los sujetos sanos no fumadores. En el grupo de pacientes, las
concentraciones de IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 fueron significativamente mayores con
respecto a los grupos de sujetos sanos fumadores y no fumadores. La concentracidn
de TGF-B fue significativamente mayor con respecto al grupo de sujetos no
fumadores y la concentracién de TNF-a tendiéd a ser menor con respecto a los

grupos de sujetos sanos fumadores y no fumadores (figura 1).

Porcentaje de linfocitos Thl, Th2, Thli7 y Treg

Los porcentajes de linfocitos Thl, Th2 fueron similares entre los grupos de sujetos
sanos fumadores y sujetos sanos no fumadores, mientras que los porcentajes de
linfocitos Thl7 y Treg tendieron a ser mayores en el grupo de sujetos sanos
fumadores con respecto a los sujetos sanos no fumadores. En el grupo de pacientes,
los porcentajes de linfocitos Thl y Th2 tendieron a ser mayores con respecto los
grupos de sujetos sanos fumadores y no fumadores. Los porcentajes de linfocitos
Th17 y Treg fueron significativamente mayores con respecto a los sujetos sanos no

fumadores (figura 2).
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Porcentaje de linfocitos Th17 productores de IL-17 y linfocitos Treg LAP TGF-’

Los porcentajes de linfocitos Th17 productores de IL-17 fueron similares entre el
grupo de sujetos sanos fumadores y el grupo de pacientes y ambos grupos fueron

significativamente mayores con respecto al grupo de sujetos sanos no fumadores.

Los porcentajes de linfocitos Treg que expresaban LAP TGF-3 fueron similares entre
el grupo de sujetos sanos fumadores y sujetos sanos no fumadores. El porcentaje
de linfocitos Treg que expresaban LAP TGF-f fue significativamente mayor en el

grupo de pacientes con respecto a los grupos control.

Por otra parte, se analizé la expresidon de LAP TGF-3 empleando la intensidad media
de fluorescencia (MFI). La MFI fue similar entre los grupos de sujetos sanos
fumadores y no fumadores, mientras que fue significativamente mayor en el grupo
de pacientes con respecto a los grupos control (figura 3). Finalmente, no

detectamos produccion de IL-10 en los linfocitos Treg (datos no mostrados).

Porcentaje de linfocitos T CD8" y proporcion de CTLs que expresan granzima B y

perforina

El porcentaje de linfocitos T CD8" (CTLs) tendié a ser menor en el grupo de sujetos
sanos fumadores con respecto al porcentaje de CTLs de los sujetos sanos no
fumadores. También, el porcentaje de CTLs que expresé granzima B, perforina o
ambas moléculas, tendié a ser menor en el grupo de sujetos sanos fumadores con

respecto al grupo de sujetos sanos no fumadores.

En el grupo de pacientes, el porcentaje de CTLs tendié a ser menor comparado con
el grupo de sujetos sanos no fumadores. Ademas, el porcentaje de CTLs que expreso
granzima B tendié a ser mayor con respecto al grupo de sujetos sanos no
fumadores, mientras que el porcentaje de CTLs que expresaban perforina o ambas

moléculas fue similar al porcentaje del grupo de sujetos sanos no fumadores.
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Por otra parte, se analizd la expresion de granzima B y perforina (MFI). La MFI de
la granzima B tendid a ser mayor en el grupo de sujetos sanos fumadores y en el
grupo de pacientes con respecto al grupo de sujetos sanos no fumadores, mientras

que la MFI de la perforina fue similar en los grupos estudiados (figura 4).

Porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" con fenotipo naive, efector, de memoria

central y de memoria efectora

En los grupos de sujetos sanos fumadores y sujetos sanos no fumadores, el
porcentaje de linfocitos T CD4" con fenotipo naive y efector fue similar, mientras
que el porcentaje de linfocitos T CD4" con fenotipo de memoria central tendié a
incrementar y el de memoria efectora tendid a disminuir. En el grupo de pacientes,
el porcentaje de linfocitos T CD4" con fenotipo de memoria efectora fue similar al
porcentaje del grupo de sujetos sanos no fumadores, el porcentaje de linfocitos T
CD4" con fenotipo naive y de memoria central tendié a ser menor comparado con
los grupos control. Finalmente, el porcentaje de linfocitos T CD4" con fenotipo
efector fue significativamente mayor con respecto a los grupos de sujetos sanos

fumadores y no fumadores (figura 5).

En el grupo de sujetos sanos fumadores comparado con el grupo de sujetos sanos
no fumadores, el porcentaje de linfocitos T CD8" con fenotipo naive y con fenotipo
de memoria efectora tendié a ser mayor, el porcentaje de linfocitos T CD8" con
fenotipo de memoria central fue significativamente mayor, mientras que el
porcentaje de linfocitos T CD8" con fenotipo efector tendié a ser menor. En el grupo
de pacientes, el porcentaje de linfocitos T CD8" con fenotipo naive, efector, de
memoria central y de memoria efectora fue similar al porcentaje de los sujetos
sanos no fumadores. Ademas, el porcentaje de linfocitos T CD8" con fenotipo naive
y de memoria central fue significativamente menor, mientras que el porcentaje de
linfocitos T CD8" con fenotipo efector fue significativamente mayor con respecto al

grupo de sujetos sanos fumadores (figura 5).
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Figura 1. Concentracion plasmatica de las citocinas estudiadas en sujetos sanos no fumadores, fumadores y pacientes.

Pacientes n=39. Sujetos sanos fumadores n=15. Sujetos sanos no fumadores, n=13. Se indica la media y el error estandar.
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Figura 2. Porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos T CD3'CD4" en sujetos sanos no
fumadores, fumadores y pacientes.

A. Linfocitos Thl (CD4'T-bet’). B. Linfocitos Th2 (CD4"CRTH2"). C. Linfocitos Th17 (CD4*ROR-y").
D. Linfocitos Treg (CD4'CD127°CD25"). Pacientes n=28. Sujetos sanos fumadores n=15. Sujetos

sanos no fumadores, n=13. Se indica la media y el error estandar.
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos Th17 productores de IL-17 y linfocitos Treg LAP TGF-B+ en
sujetos sanos no fumadores, fumadores y pacientes.

A. Linfocitos Th17 IL-17". B. Linfocitos Treg LAP TGF-B*. C. MFI de LAP TGF-B’. Pacientes n=28.
Sujetos sanos fumadores n=15. Sujetos sanos no fumadores, n=13. Se indica la media y el error

estandar.
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perforina en sujetos sanos no fumadores, fumadores y pacientes.
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Resultados obtenidos de los pacientes en tratamiento por quimioterapia

Para determinar si en el grupo de pacientes, el tratamiento por quimioterapia
convencional a base de cisplatino y paclitaxel modificaba los pardmetros
estudiados, se analizd con respecto a su nivel basal, la concentracién de las
citocinas, los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+, la proporcidn
de CTLs que expresaron granzima B y perforina, asi como el fenotipo naive efector
y de memoria de los linfocitos T CD4+ y CD8+. Los datos se obtuvieron de las
muestras provenientes antes de antes del primer ciclo (nivel basal), antes del tercer

ciclo y antes del sexto ciclo.
Concentracion de citocinas en plasma.

Alo largo del tratamiento no hubo diferencias en las concentraciones de TGF-f3, IL-
2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y, mientras que la concentracidn de IL-6 tendid a

incrementar antes del sexto ciclo (figura 6).
Porcentaje de linfocitos Thl, Th2, Thi7 y Treg

Los porcentajes de los linfocitos Thl, Th2, Th1l7 y Treg no mostraron diferencias

significativas durante los ciclos de tratamiento (figura 7).

Porcentaje de linfocitos T CD8" y proporcién de CTLs que expresaron granzima By

perforina

Los porcentajes de CTLs, asi como de CTLs que expresaron granzima B y perforina
no mostraron diferencias durante los ciclos de tratamiento. Ademas, el nivel de
expresion (MFI) de ambas moléculas fue similar a lo largo del tratamiento (figura

8).

Porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" con fenotipo naive, efector, de memoria

central y de memoria efectora

Los porcentajes de linfocitos T CD4", asi como los porcentajes de linfocitos T CD8"
con fenotipo naive, efector, de memoria central y memoria efectora no mostraron

diferencias durante los ciclos de tratamiento (figura 9).
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Figura 6. Concentracion plasmatica de las citocinas estudiadas en pacientes durante el tratamiento.
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la media y el error estandar.
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Resultados en el grupo de pacientes de acuerdo a la sobrevida media de los

pacientes

Debido a que, durante el tratamiento, los distintos pardmetros evaluados no
mostraron diferencias significativas, se analizé la concentracidon de las citocinas, asi
como los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T con base a la sobrevida
media del grupo de pacientes. La sobrevida media fue de 12 meses y el grupo de
pacientes se dividié en pacientes con sobrevida mayor a 12 meses y pacientes con
sobrevida menor a 12 meses. Se analizaron los pardmetros antes mencionados a

nivel basal y antes del sexto ciclo de tratamiento en ambos grupos de pacientes.

Concentracion de citocinas en plasma

En el grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses, la concentracién de IL-6
e IL-10 antes del sexto ciclo fue similar a la concentracién basal, mientras que la
concentraciéon de IL-2, IL-4, IL-17, TNF-a e IFN-y tendidé a incrementar antes del
sexto ciclo con respecto al basal, asi mismo la concentracion de TGF-B tendié a

disminuir antes del sexto ciclo con respecto al basal.

Por otra parte, en el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses, la
concentracién de TGF-B, IL-2 antes del sexto ciclo fue similar a la concentracidn
basal, la concentracién de TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10 tendié a disminuir, mientras
que la concentracion de IL-17 fue significativamente menor antes del sexto ciclo
con respecto a la concentracién basal. Finalmente, la concentraciéon de IL-6
incrementd significativamente antes del sexto ciclo con respecto al basal. Ademas,
la concentracidn de IL-6 antes del sexto ciclo de los pacientes con sobrevida menor
a 12 meses, fue significativamente mayor a la concentracion de IL-6 antes del sexto

ciclo de los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses (figura 10).
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Porcentaje de linfocitos Thl, Th2, Th1i7 y Treg

En el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses, el porcentaje de
linfocitos Thl, Th2, Thl7 y Treg antes del sexto ciclo fue similar al porcentaje basal.
En el grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses, el porcentaje de
linfocitos Thl, Thl7 y Treg antes del sexto ciclo fue similar al porcentaje basal,
mientras que el porcentaje de linfocitos Th2 tendié a disminuir antes del sexto
ciclo. Ademas, el porcentaje de linfocitos Th2, Th17 y Treg fue similar entre ambos
grupos de pacientes, mientras que el porcentaje de linfocitos Thl tendid a ser
menor en el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses con respecto al

grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses (figura 11).

Porcentaje de linfocitos T CD8" y proporcion de CTLs que expresan granzima B y

perforina

En el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses, el porcentaje de CTLs
antes del sexto ciclo fue similar al porcentaje basal. La proporcion de CTLs que
expresaron granzima B y perforina antes del sexto ciclo fue similar a la proporcidn
basal. Ademas, |la MFI de estas moléculas antes del sexto ciclo fue similar a la MFI
basal. En el grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses, el porcentaje de
CTLs, la proporcién de estos que expresaba granzima B y perforina, asi como la FMI

de estas moléculas fue similar antes del sexto ciclo y el nivel basal.

Por otra parte, el porcentaje de CTLs fue significativamente menor en el grupo de
pacientes con sobrevida menor a 12 meses tanto a nivel basal como antes del sexto
ciclo comparado con el porcentaje de CTLs del grupo de pacientes con sobrevida
mayor a 12 meses. Ademas, el porcentaje de CTLs que expresaron granzima B,
perforina o ambas moléculas fue significativamente menor antes del sexto ciclo con
respecto al porcentaje basal y antes del sexto ciclo del grupo de pacientes con
sobrevida mayor a 12 meses. Finalmente, la MFI de la perforina fue similar en

ambos grupos de pacientes, mientras que la MFI de la granzima B tendid a ser
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menor en el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses con respecto al

grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses (figura 12)

Porcentajes de linfocitos T CD4" y CD8" con fenotipo naive, efector, de memoria

central y de memoria efectora

Los porcentajes de linfocitos T CD4+ con fenotipo naive, efector, de memoria
central y de memoria efectora fueron similares cuando se compararon antes del
sexto ciclo y a nivel basal tanto en el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12
meses como en el grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses. Sin
embargo, el porcentaje de linfocitos T CD4+ con fenotipo naive tendid a ser mayor
en el grupo de pacientes con sobrevida menor a 12 meses con respecto al grupo de
pacientes con sobrevida mayor a 12 meses. El porcentaje de linfocitos T CD4+ con
fenotipo efector y fenotipo de memoria central tendid a ser menor en el grupo de
pacientes con sobrevida menor a 12 meses con respecto al grupo de pacientes con

sobrevida mayor a 12 meses (figura 13).

Con respecto a los porcentajes de linfocitos T CD8+ con fenotipo naive, efector, de
memoria central y de memoria efectora fueron similares cuando se compararon
antes del sexto ciclo y a nivel basal tanto en el grupo de pacientes con sobrevida
menor a 12 meses como en el grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses.
El porcentaje de linfocitos T CD8+ con fenotipo de memoria central en el grupo de
pacientes con sobrevida menora 12 mesesy en el grupo de pacientes con sobrevida
mayor a 12 meses fue similar. Mientras que el porcentaje de linfocitos T CD8+ con
fenotipo de memoria efectora tendié a ser menor en el grupo de pacientes con
sobrevida menor a 12 meses con respecto al grupo de pacientes con sobrevida
mayor a 12 meses. Ademas, los porcentajes de linfocitos T CD8+ con fenotipo
efector y fenotipo naive fueron significativamente menores y significativamente
mayor respectivamente, antes del sexto ciclo con respecto al nivel basal y antes del

sexto ciclo del grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses (figura 13).
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Se grafica la media y el error estandar.
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Porcentaje de Linfocitos T CD4 " con fenotipo naive (A), efector (B), de memoria central (C) y memoria efectora (D). Porcentaje de Linfocitos T CD8 * con fenotipo
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grafica la media y el error estandar.
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Curvas ROC para la determinacidon del valor de corte y analisis de sobrevida

Finalmente, para definir si la concentracion de las citocinas estudiadas, los

porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T, la proporcién de CTLs que

expresaban granzima B y perforina, asi como el fenotipo naive, efector, de memoria

central y de memoria efectora, eran factores que se asociaban con la sobrevida de

los pacientes, se emplearon las curvas ROC para establecer el valor de corte para

cada parametro estudiado con base a la mejor especificidad y sensibilidad (tabla

1). El grupo de pacientes se dividié en pacientes con valores mayores al valor de

corte y pacientes con valores menores al valor de corte y se realizaron las curvas

de sobrevida por el método de Kaplan-Meier.

Tabla 1. Valores de corte para cada uno de los parametros estudiados

Valor de Especificidad Valor de Especificidad
Parametro Parametro
Corte /Sensibilidad Corte /Sensibilidad
TGF-b 16.96 100/ 64.1 Granzima B 63.75 71.43 /57.14
IL-2 0.89 75/ 66.67 Perforina 42.6 57.14 / 57.14
Granzima
IL-4 0.56 83.33/74.36 39.55 57.14 / 57.14
B/perforina
IL-6 2.35 100/ 92.31 MFI Granzima B 3432 71.43 / 53.57
IL-10 0.68 75/ 79.49 MFI perforina 5646 57.14 / 42.81
1L-17 1.84 62.5/61.9 CD4 Naive 52.1 71.43 /71.43
TNF-a 0.885 60 / 43.59 CD4 Efector 8.7 71.43/71.43
CD4 Memoria
IFN-g 0.95 75/ 74.36 19.95 100 /50
central
CD4 Memoria
Thl 8.49 85.71/ 50 14.7 57.19 / 35.7
efectora
Th2 3.59 85.71/ 46.43 CDS8 Naive 34.75 42.86 /75
Th17 3.2 100 / 53.57 CD8 Efector 47.8 42.86 / 42.86
CD8 Memoria
Treg 3.45 100/ 46.43 5.92 71.43 / 57.14
central
CD8 Memoria
CTLs 25.55 57.14 / 57.14 4.53 57.14 / 53.57
efectora
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En el caso de las citocinas, la sobrevida tendié a ser mayor en el grupo de pacientes
con valores superiores al valor de corte para IL-2, mientras que para TGF-f3, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y la sobrevida fue similar en ambos grupos de pacientes

(figura 14).

Para los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos Th1l, Th2, Thl17 y Treg, la

sobrevida fue similar en ambos grupos de pacientes (figura 15).

En el grupo de pacientes con valores mayores al valor de corte para el porcentaje
de CTLs y el porcentaje de CTLs que expresaban granzima B, la sobrevida tendid a
ser mayor, mientras que para el porcentaje de CTLs que expresaban perforina o

ambas moléculas, la sobrevida fue significativamente mayor (figura 16).

Finalmente, para los porcentajes de linfocitos T CD4" con fenotipo naive, efector,
de memoria central y de memoria efectora, la sobrevida fue similar en ambos
grupos de pacientes. En cuanto a los linfocitos T CD8", en el grupo de pacientes con
valores mayores al valor de corte para el porcentaje con fenotipo efector y de
memoria efectora la sobrevida tendid a ser mayor, mientras que para el porcentaje

con fenotipo naive la sobrevida fue significativamente menor (figura 17).
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Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier para la concentracion plasmatica de las citocinas estudiadas en el grupo de pacientes.
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para el porcentaje de linfocitos Thl, Th2, Th17 y Treg.
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier para el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ con fenotipo naive, efector, de memoria central y de memoria efectora.
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DISCUSION

En el presente trabajo, evaluamos la concentracidn de citocinas solubles, asi como
subpoblaciones de linfocitos T en pacientes con adenocarcinoma pulmonar y los
comparamos con sujetos sanos fumadores y sujetos sanos no fumadores. Decidimos
incluir el grupo de sujetos sanos fumadores, debido a que el habito tabaquico se
considera factor de riesgo para el desarrollo de cancer pulmonar’ 2. A pesar de que
se ha reportado que el habito tabaquico se asocia a un proceso inflamatorio
crénico®, no encontramos diferencias entre las concentraciones de citocinas como
lalL-17 o IL-6 entre sujetos sanos fumadores y no fumadores, sin embargo, nuestros
resultados muestran un ligero incremento en el porcentaje de linfocitos Th17, asi
como mayor produccion de IL-17 intracelular. Estas células podrian favorecer un
estado de inflamacién crénica que afecta la proporcién de linfocitos T CD8" con
fenotipo efector, lo que se ve reflejado en una mayor proporcion de linfocitos T

CD8" con fenotipo de memoria en los sujetos sanos fumadores.

Por otra parte, estudios previos en pacientes con cancer pulmonar han evaluado
citocinas pro y anti-inflamatorias, asi como algunas subpoblaciones de linfocitos T

90, 91, 139, 140, 141, 142 " Nyestros resultados mostraron

(principalmente Th17 y Treg)
incremento significativo tanto de citocinas pro inflamatorias (IL-2 e IL-6) como
citocinas anti inflamatorias (TGF-B, IL-4 e IL10), con respecto a los grupos de sujetos
sanos fumadores y no fumadores. La IL-6 se ha asociado generalmente a una
respuesta inflamatoria®?, sin embargo, el incremento de esta citocina en NSCLC se
ha asociado con progresion tumoral y pobre prondstico® **3. En cuanto al TGF-B,
esta molécula se considera el principal factor inmunosupresor de la respuesta
inmunoldgica®® y su incremento se ha asociado a un pobre prondstico en distintos
tipos de cancer, incluido el cancer pulmonar®’. Ademés, la IL-6 y TGF-B son factores

solubles que promueven la diferenciacién de linfocitos Th17°%% 8>

, ¥ podrian ser los
responsables del incremento tanto del porcentaje de esta subpoblacién como la

produccién de IL-17 intracelular detectados en este estudio. El incremento de esta
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subpoblaciéon podria favorecer el mantenimiento de un estado de inflamacidn
crénica que afecte a distintas poblaciones de células de la respuesta inmunolégica

o bien favorezca la progresién tumoral.

Asimismo, en el grupo de pacientes detectamos un incremento en el porcentaje de
linfocitos Treg, este incremento puede ser debido a que, por una parte se ha
reportado que la IL-2 en presencia de TGF-B puede promover la generacion y
diferenciacion de células Treg en cancer pulmonar***y el incremento de IL-4 e IL-
10 detectado también pueden favorecer la presencia de los linfocitos Treg®® °°.
Observamos que estos linfocitos Treg no expresaron IL-10 en nuestras condiciones
de estimulo, pero la expresidon de LAP TGF-f3, una molécula de membrana con una

potente actividad inhibitoria**> **®

podria ser un mecanismo importante para llevar
a cabo su funcién efectora y de esta manera inhibir la respuesta inmunoldgica anti-
tumoral en los pacientes con cancer de pulmén por lo que es necesario estudiar si
esta poblacién de células Treg tienen la capacidad de bloquear a los linfocitos

efectores.

A pesar del perfil de citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), el incremento de linfocitos
Th17 y linfocitos Treg detectados en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar,
observamos que el porcentaje de linfocitos Thl tendid a incrementar y los linfocitos
T CD4" presentaron un alto porcentaje con fenotipo efector. Ademas, el porcentaje
de linfocitos T CD8", asi como la expresidn de granzima B y perforina fue similar al
de los sujetos sanos no fumadores. Estos resultados podrian sugerir que los
pacientes mantienen la capacidad de montar una respuesta inmunoldgica. Son
necesarios estudios para demostrar si estos linfocitos son capaces de responder a

antigenos asociados a tumor.
Tratamiento, sistema inmunoldgico y sobrevida

Como se menciond anteriormente, ademas de la induccién de ICD, varios farmacos

guimioterapéuticos pueden favorecer la participacidon de la respuesta inmunoldgica
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incrementando la expresiéon de moléculas de clase | del HLA'®, induciendo la
produccién de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas'®® '2* 2% o bpijen,
disminuyendo la proporcién de poblaciones con caracteristicas

inmunosupresoraslzz’ 127, 128, 131

, por lo que diversos grupos de investigacidén han
evaluado algunos pardmetros de la respuesta inmunolégica durante el tratamiento
por quimioterapia, asocidndolos con respuesta al tratamiento e incremento en la

sobrevida total'*’ 148 149,

En nuestro estudio, evaluamos tanto la concentraciéon de citocinas pro y anti-
inflamatorias, asi como subpoblaciones de linfocitos T CD4", CD8" y su fenotipo
naive, efector y de memoria a lo largo del tratamiento a base de compuestos
platinados (cisplatino/carboplatino) y taxanos (paclitaxel/docetaxel), a fin de
evaluar si el tratamiento inducia cambios en alguno de estos pardmetros y

finalmente evaluar si estos se asociaban o no a la sobrevida de los pacientes.

Observamos que, en el caso de las citocinas estudiadas, la IL-2 e IL-6 mostraron una
ligera tendencia a incrementar su concentracion al sexto ciclo. En el caso de la IL-2
se ha reportado que puede ser un posible marcador de respuesta al tratamiento™>°,
mientras que la IL-6 se asocia a un mal prondstico®’. A pesar de que se ha reportado
qgue en NSCLC el tratamiento con cisplatino y paclitaxel disminuyen la proporcién

de células Treg'?® 3!

, ho observamos diferencias entre los porcentajes de esta
subpoblacién a lo largo del tratamiento. Ademds, tampoco observamos diferencias
entre los porcentajes de las demas subpoblaciones de linfocitos T CD4", asi como
tampoco encontramos diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD8" y la
proporcién de los fenotipos naive, efector y de memoria. Debido a lo anterior, se

realizé el andlisis considerando la sobrevida media del grupo de pacientes, la cual

fue de 12 meses.

Observamos que los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses tendieron a

incrementar la concentracion de IL-2, IL-4, IL-17, TNF-a. e IFN-y al sexto ciclo de
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tratamiento, mientras que el grupo con menor sobrevida incremento la
concentracion de IL-6 y tendid a disminuir la concentracion de TNF-a e IFN-y. La
diferencia en el perfil de citocinas entre los grupos de pacientes podria explicar el
mayor porcentaje de linfocitos Th1, y la mayor proporcién de linfocitos T CD4" con

fenotipo efector detectado en el grupo de pacientes con mayor sobrevida.

Observamos que, en los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses, los porcentajes
de linfocitos T CD8", la proporcién de CTLs que expresaba granzima B y perforina,
asi como la proporcién de linfocitos T CD8" con fenotipo efector, fueron
significativamente mayores con respecto a los pacientes con sobrevida menor a 12
meses, esta diferencia se observo tanto a nivel basal como antes del sexto ciclo de
tratamiento, por lo que podemos sugerir que la presencia de linfocitos Thl y el
perfil de citocinas pro inflamatorio podria estar favoreciendo la presencia y
activacién de linfocitos T CD8", asi como la produccién de granzima B y perforinas.
En el caso de la IL-17 detectada, esta citocina podria estar llevando a cabo una
funcién anti-tumoral favoreciendo la activacidn de los linfocitos T CD8". Ademds, la

IL-4 puede incrementar la citotoxicidad de los linfocitos T CD8*'*?

y en presencia de
TNF-a favorecer la activacién del endotelio, incrementando su permeabilidad y

facilitando la infiltracién por parte de las células del sistema inmunolégico™*?.

Finalmente, para definir si los pardmetros estudiados se asociaban o no a la
sobrevida total de los pacientes, empleamos el método de Kaplan-Meier para el
analisis de sobrevida. Como se menciond anteriormente, la IL-2 se ha propuesto
como un posible marcador de respuesta al tratamiento®°, sin embargo, no fue un
factor que se asociara a la sobrevida total de nuestro grupo de pacientes. A pesar
de que, como ya se ha mencionado, la IL-6 es un marcador asociado a mal
prondstico®’, nuestro anélisis no mostré asociacion con la sobrevida. Esto puede
ser debido a que al establecer el punto de corte empleando curvas ROC, el grupo

con una baja concentracién de IL-6 presentaba una n pequena.
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Por otra parte, el porcentaje de linfocitos T CD8" que expresaban granzima By
perforina, asi como el fenotipo naive de los linfocitos T CD8" fueron pardmetros
asociados a la sobrevida total de los pacientes, por lo que estos pardmetros pueden

ser considerados marcadores prondsticos.

En conclusidn, con los resultados obtenidos podemos sugerir que los pacientes que
presentaron una sobrevida mayor a la media, presentan una mejor “calidad” en su
sistema inmunolégico antes de iniciar el tratamiento, por lo que podrian estar

respondiendo mejor a dicho tratamiento.
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CONCLUSIONES

Previo al tratamiento, el grupo de pacientes estudiados presenta un perfil de
citocinas tipo Th2. El fenotipo de los linfocitos T CD4" fue principalmente efector y
las subpoblaciones de linfocitos Thl7 y Treg incrementaron con respecto a los
sujetos sanos no fumadores. El porcentaje de linfocitos T CD8" y la proporciéon de
CTLs que expresaron granzima B y perforina mantuvieron una proporcién similar a

la de los sujetos sanos no fumadores.

El tratamiento por quimioterapia convencional a base de cisplatino y paclitaxel no
modificd los pardmetros evaluados a lo largo del tratamiento en el grupo total de

pacientes.

Los pacientes con sobrevida menor a 12 meses presentaron un incremento en la
concentracién de IL-6, mientras que los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses

tendieron a modificar el perfil de citocinas hacia un perfil pro-inflamatorio.

Los pacientes con sobrevida mayor a 12 meses presentaron un porcentaje mayor
de linfocitos T CD8", asi como una mayor proporcién de CTLs que expresaron
granzima B y perforina con respecto a los pacientes con sobrevida menor a 12

meses desde condiciones basales.

La proporcién de linfocitos T CD8" con fenotipo naive y con fenotipo efector fue
mayor y menor, respectivamente, en el grupo de pacientes con sobrevida menor a

12 meses con respecto al grupo de pacientes con sobrevida mayor a 12 meses.

Con base a los valores de corte calculados para nuestro estudio, la expresidon de
perforina, la co-expresidon de granzima B y perforina en los CTLs, asi como el
fenotipo naive de los linfocitos T CD8" fueron parametros que se asociaron con la

sobrevida total.
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Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide. Adenocarcinoma, the most commonly diagnosed histologic type of lung
cancer, is associated with smoking. Cigarette smoke promotes inflammation on the airways, which might be mediated by Th17 cells.
This inflammatory environment may contribute to tumor development. In contrast, some reports indicate that tumors may induce
immunosuppressive Treg cells to dampen immune reactivity, supporting tumor growth and progression. Thus, we aimed to analyze
whether chronic inflammation or immunosuppression predominates at the systemic level in lung adenocarcinoma patients, and
several cytokines and Th17 and Treg cells were studied. Higher proportions of IL-17-producing CD4" T-cells were found in smoking
control subjects and in lung adenocarcinoma patients compared to nonsmoking control subjects. In addition, lung adenocarcinoma
patients increased both plasma concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, and IL-10, and proportions of Latency Associated Peptide (LAP)
TGF-f3 subset of CD4"CD25"CD127™ Treg cells, which overexpressed LAP TGF-. This knowledge may lead to the development of
immunotherapies that could inhibit the suppressor activity mediated by the LAP TGF-3 subset of CD4*CD25"CDI127" Treg cells
to promote reactivity of immune cells against lung adenocarcinoma cells.

that inflammation is associated with the pathogenesis of lung
cancer, especially inflammation induced by cigarette smoke

Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide.
Non-small cell lung carcinoma (NSCLC) is the most common
type of lung cancer. Adenocarcinoma is the most frequently
diagnosed histologic type of NSCLC and is associated with
passive and active smoking. The substantial doses of car-
cinogens and toxins contained in cigarette smoke favor
chronic inflammation of the respiratory tract, which is a risk
factor for the development of nonmalignant and malignant
diseases [1]. Currently, accumulating evidence has shown

[2, 3]. Several authors have proposed that tumor cells induce
and maintain an inflammatory reaction. A tumor-associated
inflammatory response can contribute to multiple capacities
associated with the development and progression of cancers
[4-6].

In chronic inflammation, the participation of the Thl7
cell subpopulation is of primary importance. Thl7 cells are
induced by transforming growth factor beta (TGF-f) and
interleukin- (IL-) 6 or IL-23. These cells express the retinoic



orphan receptor gamma (ROR-pt) and present a potent
proinflammatory activity, which is mediated predominantly
by their effector cytokines IL-17A/F, IL-21, IL-22, and IL-23
[7]. In cancer, Thl7 cells have been reported to show pro-
and antitumoral effects. The protumoral role of Th17 cells is
based on their capacity to recruit neutrophils through IL-
8 production. In addition, IL-17A induces that stromal cells
and fibroblast produce angiogenic factors such as VEGE Also,
IL-17 induces production of IL-6 by malignant cells, which
activate Stat3 signaling pathway. However, Th17 cells might
have an antitumoral activity mediated indirectly through
dendritic cells (DCs) recruitment and activation of cytotoxic
CD8" T-cells activity [8-10].

On the other hand, tumor cells develop several strategies
to hamper the activity of the distinct types of cells par-
ticipating in the immune response, and there is evidence
that regulatory T-cells (Treg cells) play an important role in
suppressing antitumoral functions [11, 12]. Treg cells are a
subset of CD4" T-cells that are specialized for suppressive
function. Treg cells differentiate from naive CD4" T-cells in
presence of soluble factors such as IL-10 and TGF-p [13, 14].
The transcription factor FOXP3 has been shown to play a
key role in regulatory T-cell function and is a characteristic
marker for these cells [14]. However, FOXP3 is a nuclear
protein that has a limited value in the isolation of Treg cells for
functional assays. Recently, low levels of the IL-7 receptor «-
chain (CD127) have been shown to be expressed on Treg cell
surface and are inversely correlated with FOXP3 expression
[15]. Thus, the more reliable phenotype for identifying Treg
cells is CD4"CD25"CDI127".

Treg cells mediate immunosuppression via cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), IL-10, and cell
surface expression of TGF-f bounds to membrane through
Latency Associated Peptide (LAP) [14, 16-19]. LAP is the N-
terminal propeptide of the TGF-f precursor that noncova-
lently binds to TGF-p, forming a latent TGF-3 complex and
favoring the release of TGF-f into the extracellular milieu.
Recently, a subset of inducible LAP" Treg subset has been
reported; this subset suppresses proliferation of conventional
T-cells in vitro via IL-10 and TGF- [20-22].

Several studies have shown that Th17 and Treg cells are
found in peripheral blood of lung cancer patients [23, 24];
however, the possible interrelation between these subsets
remains to be elucidated. The objective of the present study is
to clarify to what extent smoking-associated chronic inflam-
mation versus tumor induced suppression contributes in
advanced-stage lung adenocarcinoma patients; thus, several
cytokines, Th17, and Treg cells were quantified and compared
with smoking and nonsmoking controls subjects. Our data
indicate that cigarette smoke induced a proinflammatory
profile; nevertheless, lung tumors favored suppression rather
than inflammation and lead to increased levels of immuno-
suppressive cytokines and upregulation of LAP-TGF-f in
the CD4"CD25"CDI127" Treg cells. This Treg cell subset
might mediate the local and systemic suppression in lung
adenocarcinoma patients. Targeting Th17/Treg balance for
therapeutic purposes may represent a useful tool for lung
cancer treatment in the future.

BioMed Research International

2. Materials and Methods

2.1. Population Studied. The population consisted of a total
of 28 patients with clinical stage IV lung adenocarcinoma.
The diagnosis was established according to WHO criteria
[25] by histological examination of biopsy specimens or
cytological observation of malignant cells in pleural effusion.
Only patients who were classified as heavy smokers were
included in the study. According to gender they were 16 males
and 12 females. The median age of the group was 59 years
(range = 41-78 years). None of the patients had received any
type of anticancer therapy before the study.

As controls, 13 healthy nonsmoking (9 males and 4
females) and 15 heavy-smoking (10 males and 5 females)
volunteers were included. The median age was 56 years in
the nonsmoking group (range = 43-83 years) and 52 years
in the smoking group (range = 45-63 years). Subjects from
the control groups had normal values for lung function tests
as measured by spirometry. The Committee of Science and
Bioethics of the National Institute of Respiratory Diseases
approved the protocol for the collection of biological samples.
Written informed consent was obtained from each subject.

2.2. Plasma Collection and Isolation of Mononuclear Cells from
Blood Samples. Blood samples in EDTA-containing tubes
were centrifuged, and plasma was immediately collected
and stored at —80°C. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were separated on Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo,
Norway) by centrifugation at 150 xg for 45 min. Recuperated
PBMCs were washed, suspended in freezing medium, and
cryopreserved in liquid nitrogen.

2.3. Quantification of Plasma Thl, Th2, and Th17 Cytokines.
Plasma IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-«, and IFN-y
cytokines from lung adenocarcinoma patients and smoking
and nonsmoking control subjects were measured simultane-
ously using the Cytometric Bead Array Human Th1/Th2/Th17
Cytokine kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) according
to the manufacturer’s procedure. Data were analyzed using
FCAP Array software version 1.0.1 (BD Biosciences).

2.4. Quantification of Plasma TGF-f1 by ELISA. TGF-1 in
plasma from the lung adenocarcinoma patients and smoking
and nonsmoking control groups was quantified using the
Quantikine Human TGF- fl immunoassay (R&D system Inc.,
MN, USA) according to the manufacturer’s procedure.

2.5. Percentage of IL-17A-Producing CD4" T-Cells. PBMCs
were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 medium (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) supple-
mented with 10% fetal calf serum and antibiotics (complete
medium) and stimulated with bead particles coated with
anti-CD2, anti-CD3, and anti-CD28 antibodies using the
T-Cell Activation/Expansion kit (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA) following the manufacturer’s instructions for
a period of 72h. Five hours before completing the total
incubation time, the PBMCs were further stimulated with
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phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (25ng/mL), iono-
mycin (1 yg/mL), and brefeldin A (10 ug/mL) (all from Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Cell stimulation was confirmed
by membrane expression of CD69 molecule using an FITC
anti-CD69 antibody (FN50 clone, BioLegend, San Diego, CA,
USA) and flow cytometric analysis.

For intracellular detection of IL-17A, PBMCs previously
stimulated and incubated with PE-Cy5 anti-CD4 antibody
(RPA-T4 clone, BioLegend) were washed, permeabilized with
FACS Permeabilizing Solution (BD Pharmingen), and fixed.
Permeabilized cells were stained with PE anti-IL-17A (BL168
clone, BioLegend) and Alexa Fluor 488 anti-IFN-y (4S.B3
clone, BioLegend) antibodies.

2.6. Purification of CD4" T-Cells. CD4" T-cells were isolated
from PBMCs by negative selection with the CD4" T-cell
isolation kit IT (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) following
the manufacturer’s instructions. Cell viability determined
by trypan blue exclusion was always higher than 92%. The
purity of the CD4" T-cells was always higher than 94%, as
detected by a mixture of FITC anti-CD3 (HIT3a clone), PE-
Cy5 anti-CD8 (HITS8a clone), and PE anti-CD4 (RPA-T4
clone) antibodies (all from BioLegend) and flow cytometric
analysis.

2.7 'Th17 and Treg Phenotyping by Flow Cytometry. For Thl7
cell immunostaining, purified CD4" T-cells were identified
using labeled monoclonal antibodies against the following
molecules: Alexa Fluor 700 anti-CD4 and PE anti-ROR-yt
(AFKJS-9 clone, eBioscience, San Diego, CA, USA).

For Treg immunostaining, purified CD4" T-cells were
identified using labeled monoclonal antibodies against the
following molecules: Alexa Fluor 700 anti-CD4 (RPA-T4
clone, BD Pharmingen), PE-Cy5 anti-CD25 (M-A251 clone,
BD Pharmingen), Alexa Fluor 647 anti-CD127 (HCDI27
clone, BioLegend), and Alexa Fluor 488 anti-FOXP3 (150D
clone, BioLegend).

To analyze CTLA-4 expression in Treg cells, PE anti-
CTLA-4 antibody (BNI3 clone, BD Pharmingen) was added.
The integrated mean fluorescence intensity (iMFI) was calcu-
lated by multiplying the percentage of CTLA-4 by their cor-
responding mean fluorescence intensity (MFI), as described
previously [26].

Intracellular staining for FOXP3 and ROR-yt CD4"
T-cells was performed using a commercially available
kit (BioLegend) following the manufacturer’s instructions.
Appropriate isotype controls were used to allow identification
of positive and negative cell populations. To rule out non-
specific antibody binding and autofluorescence, quadrants
were set according to isotype controls. Positive and negative
gates for each molecule were also verified on the basis of
“fluorescence-minus-one” controls.

2.8. Percentages of IL-10- or LAP TGF-I-Producing Treg Cells.
Purified CD4" T-cells from patients and control groups
were cultured in complete RPMI 1640 media and stimulated
with PMA (25 ng/mL), ionomycin (1 ug/mL), and brefeldin
A (10 ug/mL) for 5h. Cell stimulation was confirmed by

membrane expression of CD69 molecule using an FITC
anti-CD69 antibody. After stimulation, LAP TGF-f8 surface
expression was detected using PE-LAP TGF-f1 monoclonal
antibody (TW4-6HI10 clone, BioLegend) or intracellular IL-
10 using PE anti-IL-10 monoclonal antibody (JES3-19F1 clone,
BioLegend). The cells were analyzed by flow cytometry. The
percentage of positive cells, the MFI, and the iMFI was
determined.

Data acquisition was performed using FACSCanto II
(Becton Dickinson). Flow cytometric analysis was conducted
using FlowJo software (TreeStar Inc., Ashland, OR, USA).

2.9. Statistical Analysis. All values are expressed as the mean
+ SEM. The Mann-Whitney U test and Kruskall-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparison tests were used for a
significance level of 0.05. Statistical analyses were performed
with Graph Pad Prism software version 5.0 (La Jolla, CA,
USA).

3. Results

3.1 Quantification of Cytokines in Control Groups and in
Lung Adenocarcinoma Patients. Cytokines associated with
Treg cells or Thl7 cells were quantified in the plasma of
the control groups and advanced-stage lung adenocarcinoma
patients. In the smoking and nonsmoking groups, the plasma
concentrations of IL-2, IFN-y, IL-6, IL-17A, IL-4, and IL-10
were similar. A tendency to increase the levels of TGF-1 and
TNF-« was found in the smoking group. See Figure 1.

In the lung adenocarcinoma patients, significant increases
in TGF-f51 were detected compared with nonsmoking sub-
jects. Signiﬁcant increases in IL-2, IL-4, IL-6, and IL-10
cytokines were found compared with the smoking and
nonsmoking groups. Plasma concentrations of IFN-y tended
to increase, whereas TNF-« tended to decrease compared
with both control groups. See Figure 1.

3.2. Percentages of IL-17A-Producing CD4" T-Cells in Con-
trol Groups and Lung Adenocarcinoma Patients. IL-17A-
producing CD4" T-cells were quantified from stimulated
PBMC:s. It is known that Thl cells produce IL-17 in addition
to IFN-y. Thus, IL-17A/IFN-y double-positive cells were
detected to rigorously identify IL-17-producing CD4" (Th17)
T-cells.

The percentage of Th17 cells in the smoking group sig-
nificantly increased 1.95-fold compared with the percentage
in the nonsmoking group. In lung adenocarcinoma patients,
the percentage of Th17 cells was similar to the smoking group
and significantly increased by 2.2-fold compared with the
percentage in the nonsmoking group. See Figures 2(a) and
2(b).

In the smoking group, the expression of IL-17A, as
detected by the MFI value, showed a tendency to increase
compared with the nonsmoking group. In lung adenocarci-
noma patients, significant increases were found in the MFI
values of IL-17A compared with the nonsmoking group (data
not shown). The iMFI reflects the total functional response in
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FIGURE 1: Plasma levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-«, IFN-y, and TGF- 1 cytokines in lung adenocarcinoma patients and smoking
and nonsmoking control subjects. Plasma concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-«, and IFN-y were measured simultaneously
using a cytometric bead array. TGF-f1 was measured by ELISA. The results are reported as mean + SEM.
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FIGURE 2: Percentages of Thl7 cells were identified according the membrane expression of ROR-pt or intracellular IL-17 in lung
adenocarcinoma patients and smoking and nonsmoking control subjects. (a) Distribution of stimulated PBMCs according to forward scatter
(FSC) and sideward scatter (SSC) dot plot. A gating was set for CD4" T-cells. From gated CD4" T-cells, cells producing IL-17 IFN-y, or both
cytokines were detected. A representative cytometric analysis from a lung adenocarcinoma patient is shown. (b) Percentages and expression
levels (measure by iMFI values) of IL-17 from CD4'IL-17" (Th17) T-cells are shown and compared among the studied groups. The results
are reported as mean + SEM. (c) Distribution of purified CD4" T-cell in a FSC and SSC dot plot. A gating was set for CD4" T-cells. From
gated CD4" T-cells, the percentage of ROR-ypt* cells was detected. A representative cytometric analysis from a lung adenocarcinoma patient
is shown. (d) Percentages of CD4"ROR-ypt" T-cells from lung adenocarcinoma patients and smoking and nonsmoking control subjects are

shown. The results are reported as mean + SEM.

terms of quality (MFI) and magnitude (percentage) as previ-
ously described [26]. A significant increase of the iMFI values
of IL-17A was detected in the smoking group compared with
the nonsmoking group. In summary, Th17 cells from lung
adenocarcinoma patients, compared with the control groups,
expressed high levels of IL-17A. These results indicate that
Th17 cells from the studied groups are functional. Moreover,
the Th17 cells from lung adenocarcinoma patients produced
the highest levels of IL-17A. See Figure 2(b).

3.3. Percentages of ROR-yt CD4"™ T-Cells in Control Groups
and Lung Adenocarcinoma Patients. We determined the pro-
portions of Thl7 cells in peripheral blood identifying this
subset as CD4"ROR-yt™ T-cells. In nonsmoking and smoking
control subjects, similar percentages of CD4"ROR-yt" T-cells
(1.22 versus 1.75%) were detected. In lung adenocarcinoma
patients, the percentage of CD4"ROR-yt" T-cells was 2.75%.
A significant increase of 2.2-fold was detected in the per-
centage of CD4"ROR-yt" T-cells in lung adenocarcinoma
patients compared with nonsmoking subjects. See Figures
2(c) and 2(d). Interestingly, in lung adenocarcinoma patients,
percentages of ROR-pt™ CD4" T-cells were higher compared
to the percentages of IL-17A-producing CD4" T-cells.

For the level of expression of ROR-yt, the MFI values were
similar in the lung adenocarcinoma and control groups. The
smoking group showed a tendency to increase iMFI values
compared with the nonsmoking group. Lung adenocarci-
noma patients showed increases in this parameter compared
with the nonsmoking and smoking groups (data not shown).
However, no significant differences were found when the
three groups were compared.

3.4. Percentages of Treg Cells in Control Groups and Lung
Adenocarcinoma Patients. We analyzed the frequency of Treg

cells identified as CD4"CD25"CD127~ T-cells. In the present
study, similar percentages of CD4"CD25"CDI127" Treg cells
were detected in the smoking and nonsmoking subjects.
A significant increase in the percentage of Treg cells was
detected in lung adenocarcinoma patients compared with
nonsmoking subjects. See Figures 3(a) and 3(b). FOXP3
has been shown to be inversely correlated with the CD127
molecule [15]. Our results show that approximately 65-75%
of CD4"CD25"CDI127" Treg cells expressed FOXP3 in the
studied groups. See Figure 3(c).

3.5. Treg Cells Producing IL-10 or Expressing CTLA-4.
The expression of IL-10 and CTLA-4, molecules involved
in the suppressor activity of Treg cells, were studied.
CD4"CD25"CDI127" Treg cells from the control groups
and lung adenocarcinoma patients did not produce
IL-10 (data not shown). Approximately 50-60% of the
CD4"CD25"CDI127~ Treg cells expressed CTLA-4 in lung
adenocarcinoma patients and the control groups. See
Figure 3(c). In addition, CTLA-4 expression (determined by
the MFI and iMFI values) was similar among all groups (data
not shown). Thus, our results show that CD4*CD25"CDI127~
Treg cells from the smoking and nonsmoking groups
and from lung adenocarcinoma patients did not mediate
suppressor activity by IL-10 production; nevertheless,
CTLA-4 may be involved in the suppressor function.

3.6. LAP TGF-B1 in Treg Cells from Control Groups
and Lung Adenocarcinoma Patients. From among the
CD4"CD25"CDI127" T-cell population, LAP TGEF-fl-pro-
ducing cells in control groups and lung adenocarcinoma
patients were quantified and compared. No significant
differences between the control groups were found. However,
a significant increase of 1.4-fold to 1.75-fold was detected in



BioMed Research International

x10° x10°
250 250
200 J 200
150 3 150
Q 1 Q
2] g [97]
“ 100 “ 100
50
0-|||‘|||||||||||||||||||||| 0 e T T T
0 50 100 150 200 250 0102 10°  10* 10°
ESC ><103 CD4
(a)
6] _oor
g —r
b
S 4 A
a
|®) -1
g
o %7
h
<
a
)
0
Nonsmoking  Smoking Patients

Control subjects

CD25

Treg cells

(b)
Gated on CD4*CD25"CD127~ T-cells Gated on CD4*CD25"CD127~ T-cells

100 | 100 ]
] 68% |

80 - 80

60 60 2%
40 40
20 - 20 -
0 - 0 -
10° 10* 10t
FOXP3
10° 4 LAP TGF-" Treg cells

] 73% =

10t 3 oo

&0 3 s

) ] - .

= - 7

~y - 1)

5 10° 4 ‘ﬁ,\

03
3 "l""l T "l""| T "l"'l T "l"'l T

CD4
(c)

FI1GURE 3: Continued.




8 BioMed Research International
CD4"CD25"CD127~
15 ~
p = 0.0007
= P = 0.0096
~ 10 -
n
Q.
=9
O
&= -1
ny 54 —_— T
< —T—
—
0
Nonsmoking  Smoking Patients
Control subjects
+ + -
CD4"CD25"CD127- CD4"CD25"CD127
2500 4 20000 - p = 0.0003
p = 0.0003 | :
. 20007 ' ' & 15000 p=0.0011
o p = 0.0001 & ——
9 1500 - &
=]
= < 10000
— 1000 - —
2 =
= 500 4 = 5000 -
O . . .
Nonsmoking  Smoking Patients Nonsmoking ~ Smoking Patients

Control subjects

Control subjects

(d)

FIGURE 3: Percentages of Treg cells phenotyped as CD4"CD25"CD127" and percentages and expression levels of LAP TGF-f in Treg cells
from lung adenocarcinoma patients and smoking and nonsmoking subjects. (a) Distribution of purified CD4" T-cell in a forward scatter
(FSC) and sideward scatter (SSC) dot plot. A gating was set for CD4" T-cells. From gated CD4" T-cells, the percentage of CD25*CD127~
cells was detected. A representative cytometric analysis from a lung adenocarcinoma patient is shown. (b) Percentages of Treg cells from
lung adenocarcinoma patients and smoking and nonsmoking control subjects are shown. The results are reported as mean + SEM. (c)
The histograms indicate the percentages of gated unstimulated Treg cells expressing FOXP3 or CTLA-4. From stimulated CD4" T-cells,
the percentage of LAP TGF-" cells from Treg cells was detected. A representative cytometric analysis from a lung adenocarcinoma patient is
shown. (d) Percentages and expression levels (measure by MFI and iMFI values) of LAP TGF-f3 from CD4"CD25"CD127~ T-cells are shown
and compared among the studied groups. The results are reported as mean + SEM.

the percentages of CD4"CD25"CD127 LAP TGF-S1" Treg
cells in lung adenocarcinoma patients compared with the
corresponding population in the smoking and nonsmoking
control groups. See Figures 3(c) and 3(d).

When the expression levels of LAP TGF-f1 in the
CD4"CD25"CDI127" Treg cells from the groups were ana-
lyzed, similar MFI values were found in the smoking and
nonsmoking groups. In contrast, the expression level of LAP
TGF-p1 significantly increased more than 2-fold in lung
adenocarcinoma patients in comparison with the smoking
and nonsmoking groups. See Figure 3(d). With respect to
iMFI values for LAP TGF-f31, lung adenocarcinoma patients
showed an increase in the expression of LAP TGEF-fl1
that was 3.25-fold and 3.8-fold greater than the expression
in the smoking and nonsmoking groups, respectively. See
Figure 3(d).

3.7 Balance between IL-17-Producing CD4" T-Cells and
LAP TGF-BI" Treg Cells. The relationship between IL-17-
producing CD4" T-cells (Th17) and CD4"CD25"CD127 LAP

TGF-f1" Treg cells was explored in each group studied. In
all groups, the percentage of LAP TGF-p1* Treg cells was
higher than the percentage of IL-17" Th17 cells. See Figure 4.
To determinate the balance between Th17 and Treg cells the
Th17/Treg ratio was calculated. The Thl17/Treg ratios were
0.1587 +0.016, 0.2527 + 0.03, and 0.2122 + 0.03 in nonsmok-
ing subjects, smoking subjects, and patients, respectively.
These results indicate that, in smoking subjects, cigarette
smoke promotes an inflammation and this is reflected by
the increase of IL-17-producing CD4" T-cells, whereas, in
lung adenocarcinoma patients, who were classified as heavy
smokers, the tumor might modify the balance to immuno-
suppression, mediated by the increase in the percentage of the
LAP TGF-f1" subset of CD4"CD25"CDI127™ Treg cells.

In summary, our results show that, at the systemic
level, the percentage of the LAP TGF-B1" subset of
CD4"CD25"CD127" Treg cells was increased in advanced-
stage lung adenocarcinoma patients. Overexpression of LAP
TGF-f1, associated with this Treg subset, might suppress
antitumoral responses.
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4. Discussion

Few studies have compared the cytokine profile and Th17/
Treg balance between healthy subjects and healthy heavy
smokers [27]. Thus, we studied the impact of the inflam-
matory response on cytokine concentrations and on the
percentages of Thl7 and Treg cells at the systemic level.
Even when no differences were found in the cytokine profile
between smoking and nonsmoking subjects, our results indi-
cate that smoking is promoting inflammation by increasing
IL-17-producing Thl7 cells. These cells might promote an
inflammatory response; however, as smoking control subjects
showed no sign of smoking-related respiratory diseases and
no increases of IL-6 and IL-17A were found, the slight
increase in TGF-f levels in the smoking group may be
participating in regulation of the inflammatory response. This
mechanism would prevent the development of a pathological
condition and maintain a transient inflammatory state in
which the recovery of the homeostasis is still possible.

In lung cancer patients, previous studies have evaluated
pro- and anti-inflammatory systemic cytokines and Th17 and
Treg cells [18, 19, 23, 28-30]. In those studies, data were
compared with healthy control subjects, which included both
smoking and nonsmoking subjects. As smoking may affect

systemic cytokines and the relationship of Thl7 and Treg
cells; in this study, we decided to analyze the data obtained
from lung adenocarcinoma patients and compare these data
with those of smoking subjects. This knowledge can show us
whether chronic inflammation or suppression predominates
at the systemic level in lung adenocarcinoma patients.

Our results showed higher levels of proinflammatory
(IL-2 and IL-6) and anti-inflammatory (IL-4 and IL-10)
cytokines in lung adenocarcinoma patients compared with
smoking subjects. With respect to IL-2, a previous report
indicates that this cytokine increases in NSCLC patients
at local and systemic levels [31], and our data agree with
this report. IL-6 has primarily been associated with the
inflammatory response [32]. Increases in this cytokine have
been reported in lung cancer patients and have been asso-
ciated with tumor progression and poor prognosis [33, 34].
IL-6 produced by lung tumors might explain the increase
in plasma concentrations detected in lung adenocarcinoma
patients. The increased production of IL-6 and TGF-f3 could
promote the differentiation of Th17 cells to maintain a chronic
inflammatory state.

With respect to Treg cells, Carpagnano et al. proposed
that IL-2 in presence of TGF-f might promote the gener-
ation and differentiation of Treg cells in lung cancer [31].
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The increased levels of these cytokines detected in our study
might be supporting this phenomenon. In addition, IL-4
and IL-10 may also participate in the differentiation process
to Treg cells, as higher levels of these cytokines were also
detected in our study.

In NSCLC, increases in Treg cells, immunophenotyped as
CD47CD25" or CD4"CD25"FOXP3", have been previously
reported [18, 19, 28, 29]. In those studies, no distinction was
made between activating T-cells, which temporarily express
CD25 and FOXP3 and Treg cells. In recent studies, a more
strict characterization of Treg cells has been achieved [23].
In some of these studies, the suppressor activity of Treg
cells has been evaluated by examining the expression of IL-
10, TGF-f3, and/or CTLA-4 [19, 29, 35]. We found that, in
lung adenocarcinoma patients, the suppressor function of
Treg cells is not mediated by IL-10. However LAP TGF-f,
a membrane molecule with inhibitory activity, is involved.
Even though the effector function of the LAP TGF-f3 subset of
the CD4"CD25"CD127™ Treg cells was not directly evaluated
in our study, Mahalingam et al. and Scurr et al. reported
that peripheral blood and tumor-infiltrating LAP™ Treg cells
exhibit potent suppressive activity in colorectal cancer [20,
21]. Thus, the LAP" Treg cells detected in our study may
be participating in the immunosuppression observed in lung
cancer patients.

To clarify to what extent smoking-associated inflamma-
tion contributes to pathogenesis of lung adenocarcinoma,
we analyzed Thl7 cells. Some groups have reported that
Th17 cells (detected as IL-17-producing CD4" T-cells) are
increased in peripheral blood of lung cancer patients [24];
our data agree with these previous reports. As ROR-yt is the
master transcription factor of Th17 cells, we analyzed CD4"
T-cells expressing this marker. We previously reported, in
malignant pleural effusion from lung cancer patients, similar
percentages of CD4"ROR-yt" T-cells and IL-17-producing
Th17 cells [36]. In peripheral blood of lung adenocarci-
noma patients, higher proportions of CD4"ROR-pt" T-cells
compared with the IL-17-producing Thl7 cells were found.
These results might be related to the anatomical compartment
rather than to the underlying pathology; another possibility
is that the Thl7 cells in peripheral blood are dysfunctional.
The increase in Treg cells, acting by LAP TGF-f3 mechanism,
might inhibit the effector function of Th17 cells. Further
studies are required to study this possibility.

Th17 and Treg cells have opposite functions, whereas
Thl17 cells promote inflammation, Treg cells suppress immune
response. In tumors associated with chronic infections, such
as gastric cancer, the balance is favored toward to Th17 cells
[37, 38]. In patients with NSCLC, Li et al. showed that
FOXP3" Treg cells and Th17 cells are positively correlated
[24]; however, no distinction between Treg cells and acti-
vated T-cells, which transiently express FOXP3, was made.
Recently, Zhao et al. found an inverse correlation between
Treg cells and Thl7 cells in peripheral blood of NSCLC
patients, attributing this event to reduction of Th17 cells [23].
In that study, Thi7 cells were identified as CD3*CD8 IL-17"
cells; perhaps, the presence of NKT cells affected the accuracy
of IL-17" cells quantification. Even though an inflammatory
process occurs in smoking subjects, as evidenced by an

BioMed Research International

increased Thl7/Treg ratio, our data indicate that in lung
adenocarcinoma patients, this balance is reverted favoring
increases of Treg cells at the systemic level. Maybe the array
of immunosuppressive cytokines that are increased in lung
adenocarcinoma patients supports the presence of Treg cells.

In conclusion, as similar increases in Thl7 cells were
found at the systemic level in smoking subjects and lung
adenocarcinoma patients, smoking rather than the tumor
caused inflammation. In lung adenocarcinoma patients, com-
pared with smoking subjects, the concentrations of IL-2, IL-
4, IL-6, and IL-10 were increased. A higher percentage of
CD4"CD25"CDI127 LAP TGF-* Treg cells were found; this
subset showed higher levels of LAP TGF-p, with respect to
the corresponding subset from smoking and nonsmoking
subjects.

This knowledge should lead to the development of
immunotherapies that inhibit the suppressor activity medi-
ated by LAP TGF-f from CD4"CD25"CDI127" Treg cells.
This approach alone, or in combination with immunother-
apeutic agents targeting the immune checkpoints, would
promote the reactivity of immune cells against lung adeno-
carcinoma cells to increase patient’s overall survival rates.
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