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INTRODUCCION

“Cancer” es el término empleado para denominar al conjunto de enfermedades
caracterizadas por un incremento anormal en el nUmero de células, relacionado con
alteraciones en procesos de proliferaciéon, muerte y diferenciacion celular, que
eventualmente pueden diseminarse a otros tejidos u érganos [1]. EI Observatorio
Mundial del Cancer (GLOBOCAN) estim¢é la incidencia y mortalidad de este conjunto
de enfermedades en 18 millones de casos nuevos y 9.6 millones de defunciones en
2018, asi como su aumento a 29.5 millones de casos nuevos y 16.4 millones de

defunciones para 2040 [2].

Los tipos de cancer con mayor incidencia a nivel mundial son el cancer de pulmoén,
de mama, colorrectal, de préstata y de estbmago, mientras que los de mayor tasa
de mortalidad son el cancer de pulmoén, colorrectal, de estbmago, de higado, y de

mama [3].

Diversos factores como componentes genéticos o la exposicién a determinados
agentes, denominados carcin6genos, se han asociado con el desarrollo de estas
enfermedades. De esta manera, alteraciones hereditarias en los genes BRCA1 y
BRCA2 se relacionan con mayor probabilidad de desarrollar cAncer de mama y de
ovario [4], la exposicion a radiacién ultravioleta (UV) es el factor principal para el
desarrollo de melanoma [5], la infeccién con el virus del papiloma humano (VPH)
tiene un papel causal en el cancer cervicouterino [6], y la exposicion a las diferentes
sustancias derivadas del consumo del tabaco es la principal causa de cancer

pulmonar [7].

Cancer pulmonar

El cancer pulmonar es el cancer con un mayor mortalidad en el mundo, con mas de
1.7 millones de defunciones en 2018 [8]. Es uno de los tipos de cancer con peor
prondstico, con una supervivencia a 5 aflos en apenas 10% a 15% de los pacientes
[7]. Se divide en carcinoma de células pequeiias (SCLC) y carcinoma de células no
pequefias (NSCLC). Este ultimo grupo representa mas del 80% de todos los casos

e incluye tres tipos histolégicos, adenocarcinoma; carcinoma de células escamosas




y carcinoma de células grandes, que difieren entre si en histologia, patron

mutacional y respuesta a tratamientos especificos [9, 10] (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion histolégica del cancer de pulmén. Los porcentajes representan la incidencia de los diferentes
subtipos respecto al total de casos de cancer pulmonar [10].

El adenocarcinoma es el tipo histolégico mas frecuente, representa casi el 50% de
todos los casos de cancer de pulmén en los Estados Unidos [10]. Este subtipo
presenta una morfologia glandular y para su diagndstico puede buscarse la
expresion de marcadores especificos de este histotipo, como el factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF-1) [7]. A su vez, y dependiendo del patron de
crecimiento que presenten las células tumorales, los adenocarcinomas pulmonares
pueden dividirse en cinco subtipos: lepidico, acinar, papilar, micropapilar o sélido.
El patron lepidico presenta neumocitos atipicos que delimitan la pared alveolar, sin
componente invasivo, el patrén acinar se caracteriza por células tumorales que
forman glandulas ovaladas, el patrén papilar presenta células tumorales glandulares
gue crecen en la superficie de nucleos fibrovasculares, mientras que en el patron
micropapilar, las células tumorales forman papilas pero carecen de los ndcleos

fibrovasculares. Finalmente, en el patron solido, las células crecen en lamina y




presentan nucleos hipercromaticos (Figura 2). Aunque se han realizado
clasificaciones mas exhaustivas con base en la identificacion de marcadores
genéticos y moleculares [11], esta clasificacion se aplica comunmente en la clinica

y se ha reportado que el patrén de crecimiento predominante esta relacionado con

el prondstico de la enfermedad [12].
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Figura 2. Subtipos histolégicos de adenocarcinoma de acuerdo con su patréon de crecimiento. Modificada de Eguchi, et
al. (2014). Major histologic subtypes of lung adenocarcinoma.




Ademas de la clasificacion por subtipos histolégicos, existen otros sistemas de
clasificacion que buscan evaluar la etapa de la enfermedad, asi como el prondstico
y respuesta al tratamiento. Estos sistemas de clasificacidon suelen basarse en
caracteristicas histopatolégicas, como el tamafio del tumor, su grado de invasion al
estroma, la morfologia de las células tumorales, la expresion aberrante de

marcadores proteicos 0 genéticos, entre otros.

Entre estos sistemas de clasificacion destaca el sistema de estadificacion TNM
como el estandar més empleado internacionalmente. Se basa en el registro de la
extension del tumor primario (T), la infiltracién a ganglios linfaticos (N) y la presencia
0 ausencia de metastasis (M) [13]. Este sistema ha mostrado ser de valor prondéstico
en diferentes tipos de cancer, incluyendo carcinoma pulmonar de células no

pequefias.

Carcinogénesis

El proceso de transformacion de células normales a células tumorales, denominado
carcinogénesis, es sumamente complejo e involucra una gran cantidad de
alteraciones celulares. Sin embargo, este proceso puede ser estudiado en tres
etapas principales: iniciaciéon, promocién y progresion. El mayor impacto de los
agentes carcinégenos, como los generados por el habito tabaquico, ocurre en las

etapas de iniciacién y promocion.

Durante la etapa de iniciacion, las alteraciones genéticas o epigenéticas que
generan los agentes carcinégenos brindan a las células una mayor capacidad de
proliferar, pero éstas mantienen caracteristicas morfolégicas y funcionales

normales; se dice que son células “iniciadas”.

El proceso de expansion clonal es la caracteristica principal de la etapa de
promocion. En este proceso las células iniciadas sufren alteraciones adicionales
gue les permiten proliferar de manera descontrolada, generando una cantidad
excesiva de células con morfologia y funcién similares a las de la original, lo que se

conoce como hiperplasia.




La cantidad anormal y en constante aumento de células en el sitio, asi como los
mecanismos del organismo dedicados a mantener el orden en los tejidos,
representan condiciones desfavorables para la supervivencia y desarrollo de las
células transformadas. Estas condiciones eliminan a las células que no pueden
adaptarse a ellas, de manera que sobreviven sélo las células con las caracteristicas
necesarias para superar tal presion; células por completo transformadas y con tal
cantidad de alteraciones que desarrollan una funcion y morfologia completamente
diferentes a las de la célula original. Este proceso, conocido como de seleccién
clonal, es caracteristico de la etapa de progresion

Hallmarks del cancer

Aunque los diferentes tipos de cancer presentan caracteristicas distintivas y la
poblacion de células que forma un mismo tumor es heterogénea, las condiciones
que deben superar las células cancerosas durante su transformacién y desarrollo
son similares. Por lo tanto, las estrategias que emplean todas las células cancerosas
son semejantes. Asi, el proceso de patogénesis tumoral puede ser entendido en
funcion de la necesidad de las células cancerosas de superar las diferentes
presiones a las que se ven sometidas [14]

Por ejemplo, el entorno y las células a partir de los que se desarrollan el cancer de
pulmény el cancer de colon son completamente diferentes, pero para que en ambos
tejidos se desarrolle el céncer, las células necesitan presentar alteraciones

similares.

Algunas de estas alteraciones fueron descritas en el afio 2000, y posteriormente en
2011, por Hanahan y Weinberg como una lista de caracteristicas denominadas
hallmarks del cancer [14]. Estos hallmarks son desarrollados en comun por las

células tumorales y son necesarios para el desarrollo del cancer:

A grandes rasgos, para que una célula prolifere de manera descontrolada necesita
tener una capacidad ilimitada de multiplicarse, recibir una mayor cantidad de
sefales de proliferacion, asi como evadir las sefiales de supresion y de muerte
celular. Ademas, los requerimientos nutricionales de las células en constante

proliferacion no pueden ser cubiertos de la misma manera que en tejidos sanos, por
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lo que las células tumorales modifican su metabolismo, inducen la formacion de
nuevos vasos sanguineos para obtener mas nutrientes y oxigeno, o bien,
desarrollan la capacidad de invadir areas cercanas o migrar a otros tejidos con

condiciones mas favorables, un proceso conocido como metastasis [14].

Desde un punto de vista evolutivo, para que dentro de una poblacion puedan surgir
individuos con caracteristicas especiales que les permitan sobrepasar las presiones
a las que se ven sometidos, es necesaria una fuente de variacion [15]. Las células
tumorales obtienen esta variacién de la inestabilidad de su genoma, causante de
mutaciones constantes, lo que genera una poblacién heterogénea con diferentes
caracteristicas y a partir de la cual se seleccionaran las células que mejor puedan
responder a los retos a los que se enfrenten. Esta inestabilidad gendmica es una

caracteristica del cancer que puede dar origen a las demas [16].

Por dltimo, recientemente se ha reconocido lo importante que es la relacién del
sistema inmunoldgico con las células tumorales. En primer lugar, porque algunas
de las células y moléculas que participan en eventos de inflamacion resultan
favorables para el desarrollo de las células tumorales y en segundo lugar, porque
para que estas células sobrevivan es necesario que desarrollen mecanismos para

evitar la eliminacion mediada por el sistema inmunoldgico.

Muchas de las terapias empleadas actualmente para el tratamiento de los diferentes
tipos de cancer estan disefiadas para alterar estos hallmarks y aquellas que se
basan en mejorar el papel del sistema inmunolégico en la eliminacion de las células
tumorales han mostrado mayor eficacia que las terapias convencionales como la

radioterapia o la quimioterapia [17].

Sistema inmunoldgico y cancer

La participacion del sistema inmunolégico en el reconocimiento y eliminacion de
tumores ha sido reconocida desde finales del siglo XIX y cuenta con diversas
evidencias clinicas y experimentales [18]. Por una parte, en estudios clinicos se
habia observado una mayor incidencia de cancer en pacientes inmunodeprimidos,
o bien, que presentan algin defecto en su respuesta inmunolégica. De esto se

infiere que el sistema inmunolégico parece proteger al organismo de la formacién
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de células transformadas, por lo que alguna afectacion en este sistema favoreceria
el desarrollo de tumores. Por otra parte, en modelos murinos se habia propuesto a
la respuesta inmunoldgica como la responsable en la eliminacion de un tumor al ser
trasplantado de un raton a otro. Tedricamente, el sistema inmunolégico del raton

receptor estaria reconociendo y eliminando a las células tumorales trasplantadas.

Basados en estas evidencias, M.F. Burnet y L. Thomas propusieron la teoria de la
inmunovigilancia. Esta teoria propone que la transformacion celular ocurre
constantemente en el organismo y que el proceso de carcinogénesis genera en las
células antigenos particulares, llamados antigenos tumorales o neoantigenos [19].
Segun esta teoria, los componentes de la respuesta inmunoldgica serian capaces
de distinguir a las células transformadas y eliminarlas antes de que progresen. De
esta manera, el sistema inmunoldgico participaria protegiendo al organismo, no sélo
de agentes patdgenos como virus, hongos o bacterias, sino también de células

tumorales [20].

Sin embargo, es evidente que este proceso no es completamente eficiente o que
las células tumorales consiguen evadirlo, puesto que el cancer puede presentarse
incluso en individuos inmunocompetentes. Asi, el proceso de inmunovigilacia
describe sdélo una parte de la compleja relacion entre el sistema inmunolégico y el

cancer [21].

En cambio, la teoria de la inmunoedicion describe un proceso mas completo,
dividido en tres etapas. En la etapa inicial, o de eliminacion, las células
transformadas pueden ser reconocidas y eliminadas por la respuesta inmunolégica,
con lo que se evita el desarrollo del cancer. En la etapa de equilibrio, la presién que
representa la eliminacion constante de células tumorales resulta en la seleccion de
aguellas con caracteristicas menos inmunogénicas, que presentan una menor
cantidad de antigenos tumorales, disminuyendo la capacidad del sistema
inmunoldgico de eliminar por completo a la poblacion de células. Eventualmente, en
la etapa de escape, las células que sobreviven a la presion inmunoldgica son solo
aguellas que no pueden ser reconocidas ni eliminadas y por lo tanto, escapan a la

destruccion por parte de la respuesta inmunoldgica [22].




Actualmente se busca entender el papel que tienen los diferentes componentes del
sistema inmunoldgico en el desarrollo de la enfermedad. Se sabe que en el interior
de los tumores solidos o en la periferia, puede encontrarse practicamente cualquier
tipo de células de la respuesta inmunolédgica tanto innata: macrofagos, células
dendriticas, células cebadas, células NK; como adaptativa: linfocitos con fenotipo
naive y de memoria, linfocitos B y T, incluyendo sus diferentes poblaciones, Thl,
Th2, Th17, Treg, Tth y T citotdxicos [23].

La presencia de linfocitos infiltrantes del tumor (TILS) es el evento mejor estudiado
en la respuesta inmunoldgica al cancer, de tal manera que la relacion entre el tipo,
densidad y localizaciéon de los TILs ha sido sugerida como marcador de prondstico

de la enfermedad y de respuesta al tratamiento [24, 25].

Considerando la gran cantidad de células y moléculas que patrticipan, la relacion
sistema inmunoldgico-cancer resulta un tema sumamente complejo. Sin embargo,
para fines de estudio, el proceso de eliminacion de las células tumorales puede ser
estudiado como una serie de pasos, que inicia con la liberacion de antigenos
tumorales y culmina con la eliminacion de las células transformadas por células

citotoxicas.

Este proceso es conocido como el ciclo de inmunidad al cancer y comienza cuando
neoantigenos son liberados al medio. Esto puede ocurrir debido a la muerte de las
células tumorales, inducida por las condiciones del tumor, como la hipoxia, o por la
accion de células del sistema inmunolégico innato, como células NK o NKT. Estos
neoantigenos son capturados por las células presentadoras de antigenos, como
macrofagos o células dendriticas, procesados y presentados en moléculas del MHC.
Las células presentadoras de antigenos migran a los érganos linfoides secundarios,
donde los neoantigenos, asociados a moléculas del MHC, puede interactuar con los
receptores de los linfocitos T (TCR) y en las condiciones apropiadas, activarlos. Los
linfocitos ya activados, siguen gradientes quimiotacticos que los dirigen fuera de los
organos linfoides secundarios y salen de los vasos sanguineos hacia la zona del
tumor, mediante el proceso de diapedesis. Los linfocitos T CD8 reconocen los

neoantigenos que las células tumorales presentan en sus moléculas de clase | del




MHC, lo que les permite realizar su actividad citotoxica. Finalmente, los linfocitos T
citotoxicos (CTLs) eliminan a las células tumorales mediante la secrecion de
granzimas y perforinas o la via de Fas/FasL. La muerte estas células libera mas

antigenos tumorales, iniciando nuevamente el ciclo (Figura 3) [26].
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Figura 3. Ciclo de inmunidad al cancer.




Evasion de la respuesta inmunologica

Para limitar la respuesta inmunoldgica y prevenir patologias derivadas de ésta, el
sistema inmunoldgico cuenta con mecanismos reguladores que se encargan de
controlar sus mecanismos efectores y disminuir su actividad, una vez resuelto el

evento que generd su activacion.

Las células tumorales alteran la expresion o la actividad de estos mecanismos
reguladores para evitar la eliminacién por parte del sistema inmunolégico. De esta
manera, la evasion de la respuesta inmunolégica no ocurre por la generacion de
mecanismos ajenos al organismo; sino por la desregulacién de procesos ya

existentes.

Los mecanismos de evasidn que emplean las células tumorales se basan en
generar un microambiente de tolerancia, mediante el reclutamiento de células con
actividad reguladora y la induccién de citocinas antiinflamatorias. EI ambiente de
tolerancia obstaculiza la eliminacién de las células tumorales por los diferentes

componentes de la respuesta inmunoldégica.

Las células que tienen el papel de regular la actividad de los mecanismos efectores,
en el contexto del cancer, son principalmente los linfocitos T reguladores y las
células supresoras derivadas del linaje mieloide (MDSC). Los linfocitos T
reguladores actuan disminuyendo la actividad de la respuesta inmunolégica al
secretar citocinas antiinflamatorias, como IL-10 o TGF-B, al competir por las
moléculas de coestimulacion de los linfocitos T, como CD80/CD86, o directamente
al eliminar a las células efectoras [27]. Las MDSC se presentan en pacientes con
cancer y no en individuos sanos, tienen la capacidad de inducir linfocitos T
reguladores y en general, limitar la actividad de la respuesta inmunologica al cancer
[28].

En etapas mas avanzadas, las células tumorales pueden presentar una menor
inmunogenicidad, lo que favorece su escape puesto que no pueden ser reconocidas

por el sistema inmunoldgico. Esto ocurre al variar o disminuir la expresion de




neoantigenos pero también al alterar la via de presentaciéon de antigenos,

particularmente en moléculas de clase | del MHC [29].

Un mecanismo de inhibicion que ha recibido especial atenciéon como blanco para el
tratamiento del cancer es la expresion de moléculas inhibidoras de la respuesta
inmunoldgica, llamadas puntos de control o checkpoints inmunolégicos. Estas
moléculas tienen la funcion de limitar la activacion de los linfocitos T y otras células
efectoras, para evitar procesos de autoinmunidad. Entre las moléculas mas
estudiadas se encuentran CTLA-4, la via de PD-1/PD-L1, TIM-3, LAG-3, BTLA-4y
TIGIT. Particularmente, la molécula TIGIT, en interaccién con su ligando de mayor
afinidad CD155, puede afectar el ciclo de inmunidad al cancer (Figura 3) en sus

diferentes etapas [30].

La expresion de estas moléculas, y su interaccion con sus respectivos ligandos,
disminuye la proliferacion y secrecion de citocinas proinflamatorias en linfocitos T
cooperadores, asi como la actividad citotoxica en células NK y linfocitos T CD8*.
Especialmente en las células citotdxicas, la expresion de los diferentes checkpoints
inmunoldgicos es caracteristica del estado de “agotamiento”, en el que las células
pierden gradualmente sus funciones efectoras, como secrecion de IL-2, IFN-y o

produccion de granzima-B [31].

Las alteraciones de los procesos de reconocimiento y eliminacion de las células
tumorales favorecen su supervivencia y son una parte importante de la patogénesis

del cancer.

El bloqueo de los checkpoints inmunolégicos, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales, ha mostrado una mejora significativa en la sobrevida de los
pacientes, en comparacion con las terapias convencionales [32]. Por esta razon, el
estudio de estas moléculas y sus ligandos puede ser de gran utilidad en la busqueda

de marcadores de prondstico y blancos terapéuticos.




El contexto inmunoloégico en los tumores solidos

La base de los sistemas convencionales de clasificacion de los tumores solidos es
la descripcion histopatolégica de las muestras de tejido, buscando principalmente
caracteristicas de las células tumorales, por lo que no suelen tomar en cuenta otras
células o moléculas presentes en el sitio. Los sistemas de clasificacion
convencionales son por tanto incompletos, pues no consideran la importancia que
tienen los diferentes componentes del sistema inmunologico en el desarrollo del
cancer. De hecho, se ha demostrado que la sobrevida de distintos pacientes, con la
misma categoria TNM puede variar significativamente [33]. Por lo tanto, se ha
propuesto el uso de otras mediciones que incorporen datos sobre el microambiente
tumoral y que podrian mejorar el valor pronéstico del sistema TNM.

Debido al efecto protumoral que pueden tener los componentes del sistema
inmunologico en eventos de inflamacién, se ha propuesto la evaluacion de células
inmunoldgicas circulantes como un parametro que se relaciona con el pronéstico de
la enfermedad. Puesto que los neutrdfilos y las plaquetas pueden favorecer en las
células tumorales la adhesién y migracion a érganos distantes y los linfocitos tienen
un papel fundamental en la respuesta antitumoral, el indice de Inflamacion

Sistémica (Sll) surge como un parametro basado en una relacién de linfocitos,

Neutrdéfilos * Plaquetas

neutroéfilos y plaquetas (si1 = ) gue ha mostrado tener un importante

Linfocitos
valor prondstico en diferentes tipos de cancer. Un valor de Sl alto se relaciona con

una menor sobrevida de los pacientes [34, 35].

Por otra parte, el parametro denominado como inmunoscore busca clasificar los
tumores solidos con base en la presencia de infiltrados de células del sistema
inmunoldgico, especialmente de linfocitos T CD3*, linfocitos T citotéxicos CD8* y
linfocitos T de memoria CD45R0O". La cantidad de estas células es cuantificada y ,
de manera similar al sistema TNM, los tumores son clasificados en cinco categorias
(I0-14) con base en la cantidad y localizacion de las células inmunoldgicas. La
presencia de estas células se ha relacionado con una mayor sobrevida libre de
enfermedad y mayor sobrevida global de los pacientes [25], de manera incluso

superior al sistema de clasificacion TNM [36].
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Los resultados obtenidos con las terapias inmunologicas han ampliado la vision de
la inmunidad al cancer. Actualmente se considera no soélo que la respuesta inmune
puede dar forma a algunas de las caracteristicas de las células tumorales, sino que
a su vez, los mecanismos de evasion de las células tumorales influencian las
caracteristicas de la respuesta inmunolégica [37]. Considerando esto, Chen y
Mellman propusieron la clasificacion de los tumores solidos en tres perfiles o
fenotipos inmunes : el fenotipo inflamado, el fenotipo excluido y el fenotipo desértico
El fenotipo inflamado se caracteriza por la presencia de linfocitos CD3* y CD8* en
contacto con las células tumorales, en el fenotipo excluido se observa la presencia
de células inmunoldgicas retenidas en el estroma cercano a las células tumorales,
mientras que el fenotipo desértico se distingue por la ausencia total de linfocitos T
CD8".




CD155

La molécula CD155, mejor conocida como PVR por su papel como receptor del virus
de la poliomielitis, es una molécula de adhesion de la familia de las moléculas
semejantes a las nectinas (Necl-5). Su expresion se considera minima en la mayoria
de los tejidos sanos, pero puede aumentar en tejidos con una tasa alta de
proliferacion, como el higado en regeneracion. Ademas, puede expresarse en
células dendriticas y macrofagos como molécula de coestimulacion de linfocitos y
células NK [38].

Por eventos de splicing pueden producirse 4 variantes de esta molécula: las
isoformas a y & son expresadas en la membrana de las células, mientras que By vy

son isoformas solubles por su carencia de un dominio transmembranal [39].

Entre las funciones de esta molécula se encuentran su participacion en la adhesion,
proliferacion y migracion celular. La adhesion ocurre al interactuar en trans con
Nectina-3, en las etapas iniciales del contacto célula-célula [40]. El proceso de
proliferacion se ve favorecido por CD155 al inducir la activaciéon de la via de MAP
cinasas, la expresion de las ciclinas D2 y E, asi como al disminuir la expresion del
regulador del ciclo celular p27 [41], ademas de inhibir a la molécula Sprouty-2, que
actla como regulador negativo de la proliferacion celular en respuesta a factores de
crecimiento [42]. Experimentalmente, la migracion se ve disminuida en células con
una menor expresion de CD155 [43], ademas de que la presencia de esta molécula,
en asociacion con la integrina avB3 y el receptor del factor de crecimiento derivado

de plaquetas (PDGFR), es una caracteristica de células en migracion.

Ademas, la molécula CD155 participa en la regulacion de la respuesta inmunologica
al interactuar con las moléculas CD226, TIGIT y CD96, expresadas por linfocitos y
células NK, en donde CD226 tiene funcion activadora, mientras que TIGIT y CD96

tienen funcion inhibidora

De manera similar a lo que ocurre durante la activacion e inhibicion de linfocitos por
la interaccion entre las moléculas CD80 y CD86 y las moléculas CD28 y CTLA-4, la
interaccién de CD226 con CD155 induce la activacién de linfocitos CD4, CD8 y de




células NK, mientras que los receptores TIGIT y CD96 tienen una funcion de

inhibicion de estas células efectoras al interactuar con CD155.

La interaccion de CD226 con CD155 induce la actividad citotoxica de los linfocitos
T CD8y células NK, favoreciendo la eliminacion de las células CD155 positivas [44].
Sin embargo, se ha mostrado que la expresion de CD226 se ve disminuida tras una
estimulacién cronica con CD155, lo que disminuye la capacidad citotoxica de las
células NK [45].

El receptor mejor estudiado dentro de esta via es TIGIT y su expresion se ha
relacionado con la disminucion de la actividad citotoxica y de la secrecion de
citocinas proinflamatorias [46, 47], asi como con la inhibicion de la actividad de
linfocitos con perfiles Thl y Th1l7, pero no Th2 [48]. Adicionalmente, cuando esta
interaccién ocurre entre linfocitos TIGIT*y células dendriticas CD155*, las células
dendriticas disminuyen la expresion de IL-12 y desarrollan un fenotipo
inmunoregulador, con la produccién de IL-10 [49], lo que favorece la supresion de
las células efectoras. De esta manera, la interaccion de TIGIT con CD155 tiene un
papel importante al interferir con la respuesta antitumoral en sus diferentes etapas
[30].

Se considera que la expresion de CD155 en tejidos sanos es minima, pero, dado
gue las funciones de esta molécula pueden favorecer los procesos de proliferacion,
migracion, metastasis y evasion de la respuesta inmunoldgica de las células

tumorales, su expresion se ve aumentada en diferentes tipos de cancer [50].




ANTECEDENTES

La molécula CD155 tiene una baja expresion en tejidos sanos. Diversos estudios
han mostrado que se encuentra sobrexpresada en células y tejidos de diferentes
tipos de cancer, como cancer colorrectal [51], melanoma [52], cancer pancreatico
[53] y adenocarcinoma pulmonar [54], tanto en la superficie de las células tumorales,
como secretada en sus isoformas solubles [55]. Se ha observado que la mayor
expresion de esta molécula se relaciona con un mal prondstico de la enfermedad
[52, 54]. Esta molécula se encuentra involucrada procesos que pueden favorecer el
desarrollo del cancer, al promover directamente el desarrollo de las células
tumorales y al evitar su eliminacién por el sistema inmunolégico modulando la

respuesta antitumoral.

Respecto al desarrollo de las células tumorales, en un modelo murino se demostré
gue la expresion de CD155 es importante para la patogénesis tumoral, ya que la
disminucién en su expresion en células tumorales se relaciond con la disminucién
en su crecimiento y capacidad de hacer metéastasis [56]. Adicionalmente, en un
estudio realizado en colangiocarcinoma se demostré que una mayor expresion de
CD155 en las células tumorales tiene una asociacion significativa con parametros
clinico-patolégicos comunmente asociados con mal prondéstico, como mayor
tamafio del tumor, mayor invasion a ganglios linfaticos, presencia de metastasis y

angiogénesis [57].

En cuanto a la regulacién de la respuesta antitumoral, la molécula CD155 puede
intervenir de diferentes manera, por una parte, su interaccion con los receptores
TIGIT y CD96 disminuye las funciones efectoras de células NK [47] y linfocitos
infiltrantes de tumor [58], mientras que genera un ambiente antinflamatorio debido
al aumento de la actividad de linfocitos T reguladores [48] y al fenotipo tolerogénico
generado en las células dendriticas [49]. Adicionalmente se ha mostrado que, en
condiciones cronicas, la interaccion de CD155 con el receptor activador CD226
puede causar la endocitosis de CD266, disminuyendo la actividad de las células

citotoxicas [45]. De hecho, se ha reportado que la expresion CD155 tiene una




relacion negativa con la presencia de linfocitos CD8 infiltrantes de tumor en cancer

pancreatico [53].

Se sabe que el fenotipo inmune de los tumores solidos depende de los mecanismos
de evasion que presentan las células tumorales, es decir; la ausencia de
inmunogenicidad del tumor y la disminucion de sefales de coestimulacion, evitan la
activacion de una respuesta antitumoral y, por lo tanto, resultan en un fenotipo
desértico. En cambio, la generacion de un fenotipo excluido se debe a la presencia
de mecanismos que evitan que las células inmunes entren en contacto con las
células tumorales. Y finalmente, un fenotipo inflamado se presenta como resultado
de una activacion adecuada de la inmunidad antitumoral, en la que las células
efectoras pueden alcanzar a las células tumorales, pero que presentan afectaciones

en sus mecanismos efectores [37].

Los procesos en los que CD155 participa sugieren que su sobrexpresion por las
células tumorales podria relacionarse con un fenotipo inmune, dependiendo de la
etapa de la respuesta antitumoral en que esta sobrexpresion tenga un mayor
impacto: activaciéon de los linfocitos, infiltraciébn del tumor o evasion de los
mecanismos efectores. Chen y Mellman sugieren que la sobrexpresiéon CD155

podria estar relacionada con el fenotipo inflamado [37]




HIPOTESIS

La expresion relativa de la molécula CD155 sera mayor en los casos de
adenocarcinoma pulmonar con parametros clinico-patologicos de peor prondstico,
como subtipos histolégicos mas agresivos, estadios mas avanzados, mayor indice

de Inflamacion Sistémica, menor cantidad de linfocitos CD8 o fenotipo inflamado.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion relativa de la molécula CD155 en biopsias de adenocarcinoma
pulmonar y asociarla con el subtipo histolégico, el estado de TNM, indice de
Inflamacion sistémica, cantidad de linfocitos CD8 en el infiltrado inflamatorio y el

fenotipo inmune del tumor.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Clasificar los casos en funcién del subtipo histoldgico predominante

e Obtener del archivo clinico los pardmetros de TNM y cantidad de linfocitos,

neutrdfilos y plaquetas

e Cuantificar la expresion relativa la molécula CD155 en los casos de

adenocarcinoma pulmonar.
e Cuantificar la cantidad de linfocitos CD8 en el infiltrado inflamatorio
e Clasificar los casos en funcién de su fenotipo inmune

e Evaluar la posible asociacion entre la expresion de CD155 con los

parametros clinico-patolégicos.




MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las muestras empleadas en este estudio fueron biopsias de 28 pacientes con
diagndstico de adenocarcinoma pulmonar, proporcionadas por el Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Del archivo
clinico se obtuvo el diagnostico final de los casos, su estado de TNM, y los valores

de biometria hematica para el calculo del indice de Inflamacion Sistémica.

De las biopsias fijadas en paraformaldehido y embebidas en parafina se obtuvieron
cortes seriados de 4 micrometros de grosor, empleados posteriormente para las
tinciones de eosina-hematoxilina e inmunohistoquimica. El subtipo de
adenocarcinoma predominante en la biopsia se determind mediante la evaluacion

histoldgica de las laminillas con tincion de eosina-hematoxilina.
Tincién inmunohistoquimica

La tincion inmunohistoquimica se realiz6 con algunas modificaciones al
procedimiento de Aguilar-Cazares y colaboradores [59]. Para eliminar la parafina,
las laminillas fueron calentadas a 60 °C por 30 minutos y, tratadas posteriormente,
con Xilol por 5 minutos. El tejido se rehidrat6 con pases en etanol a concentraciones
decrecientes desde 100% hasta 30% y finalmente agua. Se bloqued la actividad de
la peroxidasa enddgena incubando las laminillas con H202 al 3% (v/v), diluido en
metanol. La recuperacion de antigenos se realizé empleando buffer de citratos 0.1M
y pH 6 en una camara de recuperacion de antigenos (Biocare) a 110 °C y 6 psi
durante 20 minutos. Se empleo PBS-suero de cerdo al 2% durante 30 minutos, a
temperatura ambiente (TA) para evitar la unién inespecifica del anticuerpo primario.
Se emplearon los anticuerpos anti-CD155 (Sigma-Aldrich, HPA012568) en una
dilucion 1:100 o anti-CD8 (Abcam) en dilucion 1:75 y se incubaron a 32°C durante
una horay posteriormente a 4°C durante toda la noche. Al terminar las incubaciones
se realizaron lavados con PBS-Tween al 0.1% y PBS para eliminar el excedente de
anticuerpo. El anticuerpo secundario biotinilado (Genetex) se empledé en una
dilucion 1:150 y se incub6 a 32 °C durante una hora. Tras los lavados con PBS, las

laminillas se incubaron con un sistema avidina-biotina-peroxidasa (Vector), en una

19



dilucién de 1:125, a 32°C durante 30 minutos. Se empled diaminobencidina (SIGMA)
al 0.04% como cromogeno y peroxido de hidrogeno al 3% como sustrato de la
enzima peroxidasa. La reaccion cromogénica se incubo durante 10 minutos para la
tincién de CD155 y durante 5 minutos para la tincién de CD8 y se detuvo con agua.
Posteriormente se realiz6 una contratincidbn con hematoxilina (Vector) durante 45
segundos. Finalmente, los tejidos se deshidrataron con pases sucesivos en
concentraciones crecientes de etanol y xilol y se montaron con resina como medio
de montaje no acuoso para microscopia (Entellan). Como control positivo para la
tinciobn inmunohistoquimica de CD155 se empled tejido de hepatocarcinoma,

mientras que para la tincidon de CD8 se emplearon biopsias de amigdala (Figura 4).
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Figura 4. Imagenes representativas de los controles empleados. A) Tinciéon de CD155 en biopsia hepatocarcinoma
Aumento 40X B) Tincién de CD8 en amigdala. Aumento 20X

Andlisis de los casos

Empleando un microscopio Leica (Leica) se tomaron fotografias de 6 campos
representativos de cada tincion, con un aumento de 40X para la tincion de CD155y
de 20X para la de CD8. Para la cuantificacion de CD155 se evalud la expresion
relativa, en términos de densidad 6ptica (DO), mientras que para la tincion de CD8
se evaluo la cantidad de células positivas por campo. Adicionalmente, la tincion de
CD8 en los casos de adenocarcinoma se empled para determinar su fenotipo

inmune.




El analisis para CD155 se realiz6 mediante la deconvolucion de colores para
tinciones inmunohistoquimicas reveladas con DAB, del plug in FIJI del programa
ImageJ (Figura 5A y 5B). Se obtuvieron valores de intensidad media

correspondientes a la tincion con DAB y se transformaron a DO mediante la férmula:

Intensidad maxima

DO =log( ) donde la intensidad maxima es igual a 255 para

Intensidad media

imagenes de 8 bits. Para definir los grupos de alta y baja expresiéon de CD155 se
establecio como valor de corte la mediana de DO. Aquellos casos con un valor
mayor fueron clasificados como de alta expresion, mientras que los de un valor

menor, fueron clasificados como de baja expresion.

El analisis para CD8 se realizd, de igual manera con el plug in FIJI del programa
ImageJ, mediante el conteo de células positivas por campo y eliminando la tincion
de fondo al establecer valores de umbral de tincion de DAB y un tamafio minimo

para linfocitos en las células consideradas positivas (particulas) (Figura 5C y 5D).
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Figura 5. Cuantificacion de tinciones inmunohistoquimicas. A) Tincidon inmunohistoquimica para CD155 en un caso de
adenocarcinoma pulmonar. B) Imagen representativa de la deconvolucidn de colores correspondiente a la tincién con DAB
en el caso presentado en A. C) Tincion inmunohistoquimica para CD8 en el infiltrado inflamatorio de un caso de
adenocarcinoma pulmonar. D) Imagen representativa del conteo de particulas correspondientes a las células positivas del
caso presentado en C.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con ayuda del programa Graphpad Prism 8,
considerando una distribucion no normal de los datos. Se emple6 la prueba U de
Mann-Whitney para la comparacion de dos grupos, la prueba de Kruskal-Wallis para
la comparacion de multiples grupos y el coeficiente de correlacion de Spearman
para los analisis de correlacion. Se consideré un valor de p menor a 0.05 como

estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Se analizaron 28 casos de tumores primarios de adenocarcinoma pulmonar. El
subtipo histolégico de los casos, presencia de metéstasis, asi como la clasificacion

en funcién del indice de Inflamacién Sistémica se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos evaluados.

Casos de adenocarcinoma pulmonar

Total 28
Subtipo histoldgico
Sélido 16
Acinar 7
Papilar 2
Lepidico 3
Metdstasis*
MO 6
M1 12
SIf**
Alto 14
Bajo 14

*Los parametros del sistema de estadificacion TNM no pudieron ser obtenidos para todos los casos. MO
Ausencia de metdstasis. M1 Metastasis

** Mediana: 1420 X10° células por mm3

En funcion del subtipo histolégico predominante de los casos, los subtipos mas
frecuentes fueron sélido y acinar (16 y 7), mientras que los subtipos papilar y

lepidico se encontraron en menor cantidad (2 y 3).

Se realizo la tincion inmunohistoquimica para CD155 en las biopsias, se identifico a
las células tumorales como aquellas que presentaron pleomorfismo, cromatina laxa,
nacleo anormal y mas de un nucleolo (Figura 6). Las células tumorales positivas

para esta molécula pueden observarse tefiidas en color café.




Figura 6. Tincién inmunohistoquimica de CD155 en los subtipos histolégicos de adenocarcinoma pulmonar. A) Subtipo
acinar B) Subtipo sélido C) Subtipo lepidico D) Subtipo papilar. Los nucleos de las células se observan de color azul como
resultado de la contratincion con hematoxilina, mientras que el color café es resultado de presencia de la molécula CD155
presente en las células tumorales. Aumento 40X

La expresion de la molécula CD155, en términos de densidad 6ptica de la tincion de
diaminobencidina, se compard entre los diferentes subtipos histolégicos. Se
observé una mayor expresion relativa en los subtipos papilar y solido respecto a los
subtipos acinar y lepidico; sin embargo, la diferencia no llega a ser estadisticamente

significativa (Figura 7).
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Figura 7. Expresion de CD155 (DO) por subtipo histolégico de adenocarcinoma pulmonar. Subtipo acinar n=7, subtipo
solido n=16, subtipo papilar n=2, subtipo lepidico n=3. En la grafica se ilustran los valores de media y error estandar.

Una vez obtenida la expresion de la molécula CD155, se comparé respecto a los
datos de estadificacion TNM y Sll. Debido a que las biopsias fueron obtenidas de
individuos con estadios clinicos avanzados, lll y 1V, la Gnica variable relevante entre
ambos grupos fue la presencia de metéstasis. Se observo una expresion similar de
CD155 en ambos grupos (Figura 8A). Por otra parte, al comparar la expresion de

esta molécula con el Sl tampoco se observo diferencia significativa (Figura 8B).
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Figura 8. Comparacion de la expresion de CD155 en casos de adenocarcinoma con metastasis y Sll. A) Presencia de
metastasis (M1, n=12), ausencia de metastasis (MO0, n=6.) B) Sll mayor a la mediana (ALTO, n=11), SIl menor a la mediana
(BAJO, n=10). Se ilustran los valores de media y error estandar.




Al no encontrar diferencias de expresion de CD155 entre los subtipos histolégicos,
entre los grupos con presencia o ausencia de metéastasis, ni de con los valores de
SllI, los casos se dividieron respecto a la mediana de DO de CD155, en grupos de
alta y baja expresion (Figura 9). Para analizar la relacién entre la expresion de
CD155 la presencia de linfocitos CD8 positivos.

Alta expresion. Baja expresion

Figura 9. Tincion inmunohistoquimica de CD155 en adenocarcinoma pulmonar. Imagenes representativas de los grupos
de alta y baja expresion. Aumento 40X.

Se realiz6 la tinciébn inmunohistoquimica para CD8 en los casos de adenocarcinoma
(Figura 10A) y se compar6 la cantidad de células CD8 presentes en el infiltrado
inflamatorio con respecto a la expresion de CD155. Se observé que el grupo de alta
expresion de CD155 muestra una menor cantidad de células CD8 por campo que el
grupo de baja expresion (Figura 10B)




- -\ -
& 9 2 ’3. o - y Dt 4 Je {’. 4
A TG N ek AR
. - - ‘ " ~ e > = % N”.'. p B)
i A . > . g B L p=0.0003
¥ - g
r hgs <. o i'& > : 150 —
TR B oy, L0 NI 5 S R ) é
= a - “» > v » 2
|| o 7 9 . ), P .s."', = ‘“ . ee -'(‘; 4 §100-
; . : e “;‘ » 'i' e - . ‘. - &
o] :Q - > ‘ ' '.’ \ s . X E
T / '0 L) 3‘-1. - agt v % so.
S A, . TR RO SR g
x L P [ g A am . P
R e TR :
| “:."v""'fﬁ‘v'*‘- o ?‘r < s; 42 "7.'-. > > ALTA BAJA
o~ P . X » v A
&"-" . : RN e SO : Expresion de CD155
i W o - e ® "' &Y - -
n‘ . *‘\s "‘— :" L : .‘1 " ”"f' \' '
. <] Ca ® | NE 4
;&.‘ WL A TR N AR

Figura 10. Relacion del nivel de expresion CD155 con la cantidad de linfocitos CD8* en el infiltrado inflamatorio. A)
Imagen representativa de la tincion de CD8. B) Comparacion de células CD8 por campo entre grupos de alta n=14 y baja
expresion de CD155 n=14. Se ilustran los valores de media y error estandar.

Asi mismo, se compar6 la cantidad células CD8 por campo entre los diferentes
subtipos. Se observé que la cantidad de estas es diferente entre los subtipos
histol6gicos y que el subtipo acinar presenta una cantidad significativamente mayor

de estas células que el subtipo sélido (Figura 11).
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Figura 11. Presencia de células CD8 por subtipo histolégico de adenocarcinoma pulmonar. Los casos con subtipo acinar
presentan una mayor cantidad de células CD8 que el subtipo sélido. Subtipo acinar n=7, subtipo sélido n=16, subtipo
papilar n=2, subtipo lepidico n=3. En la grafica se ilustran los valores de media y error estandar.

Para determinar si la asociacion antes observada entre los grupos de expresion de
CD155 y la cantidad de células CD8 era resultado de los subtipos histologicos

distintos, se realizo esta misma comparacion en los subtipos sélido y acinar. En el




subtipo sélido se observd que el grupo de alta expresion de CD155 presenta
significativamente menos células CD8. De la misma manera, en el subtipo acinar,

el grupo de alta expresion muestra una tendencia similar (Figura 12).
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Figura 12. Relacion del nivel de expresion CD155 con la cantidad de linfocitos CD8*. A) Subtipo sdlido. Alta expresiéon
n=10, Baja expresion n=6. B) Subtipo acinar. Alta expresidén n=1, Baja expresion n=6. En la grafica se ilustran los valores de
media y error estandar.

Dado que se observo una menor presencia de células CD8 en los grupos de alta
expresion de CD155, independientemente del subtipo histoldgico, se evalud si la
asociacion entre la expresion relativa de CD155 y la cantidad de linfocitos CD8 era
suficiente como para establecer una correlacion. Se encontr6 una correlacion
negativa en el total de los casos, que puede también observarse en los subtipos

histoldgicos acinar y sélido (Figura 13).
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Figura 13 Correlacion de la expresion de la molécula CD155 en células tumorales con la infiltracion de linfocitos T CD8.
A) Total de casos n=28. B) Casos predominantemente sélidos n=16. C) Casos predominantemente acinares n=7. r:

coeficiente de correlacién de Spearman.

Finalmente, los casos fueron clasificados en funcion del fenotipo inmune. Se
consider6 como fenotipo inflamado cuando los linfocitos CD8 positivos se
encuentran en contacto con las células tumorales; como fenotipo excluido a la
presencia de linfocitos CD8 positivos en la zona del tumor, pero retenidos en el
estroma, por lo que no se encuentran en contacto directo con las células tumorales;
y como fenotipo deseértico cuando practicamente no se observaron linfocitos CD8+

(Figura 14).




Figura 14. Tincion inmunohistoquimica de células CD8 positivas en los fenotipos inmunes. A) Fenotipo inflamado B)
Fenotipo excluido C) Fenotipo desértico. En las tres imagenes se observan los nucleos de las células en color azul, mientras
que el color café de la inmunotincion con DAB corresponde a los linfocitos CD8. Aumento 20X.

Para determinar si la expresion de CD155 se relacionaba con un fenotipo en
particular, se compararon los valores promedio de DO entre los fenotipos. Se
encontrd que la presencia de esta molécula es mayor en los casos con un fenotipo
desértico, en comparacion con los que presentan fenotipos inflamado y excluido.
(Figura 15)
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Figura 15 Expresion de CD155 por fenotipos inmunes. DO promedio de CD155 por fenotipos inmunes: fenotipo inflamado
n=17, fenotipo excluido n=6, fenotipo desértico n=5.

Por otra parte, se evalué la expresion de CD155 en ganglios linfaticos
correspondientes a algunos de los tumores primarios analizados anteriormente. De
manera interesante se observé una tincibon CD155 positiva en linfocitos
principalmente de la zona interfolicular (Figura 16). Este fendmeno podria deberse
a la presencia de las isoformas solubles de esta molécula unidas a sus receptores,
expresados por linfocitos. Es necesario evaluar una mayor cantidad de ganglios

para determinar la relevancia de este resultado.

Figura 16. Linfocitos en ganglio linfatico con tincidn positiva para CD155 A) Linfocitos positivos para CD155 en la region
interfolicular del ganglio linfatico. Aumento 10X B) Linfocitos positivos para CD155. Aumento 40X.
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Con los resultados obtenidos podemos sugerir que la sobrexpresion de la molécula
CD155 por las células tumorales afecta negativamente la respuesta antitumoral al
disminuir la cantidad de linfocitos T CD8 en el infiltrado inflamatorio, lo que se

relaciona con la generacion de un fenotipo desértico.




DISCUSION

La molécula CD155 tiene una baja expresion en tejidos sanos, pero se ha reportado
que se encuentra sobrexpresada en diferentes tipos de cancer y ha sido relacionada
con un mal prondostico. Los multiples procesos a través de los que CD155 puede
favorecer la patogénesis tumoral pueden dividirse en dos; aquellos que promueven
directamente el crecimiento tumoral, asi como su capacidad de invadir o hacer
metastasis, y aquellos que favorecen la supervivencia de las células tumorales a

través de la evasion de la respuesta inmune.

Con respecto a la participacion de CD155 en el desarrollo de las células tumorales,
se esperaba que los subtipos histolégicos considerados como de peor prondstico
(sélido y micropapilar) estuvieran relacionados con una mayor expresion de esta
molécula. Sin embargo, en la muestra analizada la expresion de CD155 no esta
relacionada con un subtipo histolégico, lo que sugiere que la sobrexpresion de esta

molécula es un fendmeno general del adenocarcinoma pulmonar.

Asi mismo, se esperaba que la expresion de CD155 fuera mayor en casos con un
estadio clinico mas avanzado. En un reporte de colangiocarcinoma, Huang vy
colaboradores reportaron una asociacion entre la expresion de CD155 y un mayor
tamafio del tumor, mayor invasion a ganglios linfaticos, presencia de metastasis y
angiogénesis [57]. Debido a que el cancer pulmonar suele diagnosticarse en etapas
avanzadas, las muestras analizadas en este estudio provinieron de pacientes con
estadios Ill y IV, donde la diferencia mas importante es diseminacion a érganos
distantes. En estos estadios, la sobrexpresion de CD155 no parece ser importante
para la formacion de metastasis puesto que se observo una expresion similar en los
grupos con presencia o ausencia de este fenbmeno. Es posible que la diferencia
con lo observado por Huang se deba a que la muestra analizada en este estudio

incluyd casos en etapas tempranas.

Al considerar que la expresion de la molécula analizada no se relaciona con un
subtipo histologico en particular, ni con la presencia de metastasis, es importante
tomar en cuenta las caracteristicas de la muestra analizada. La mayor parte de los

casos analizados fueron de subtipos acinar y soélido, mientras que los subtipos
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lepidico y papilar se encontraron en menor proporcion y del subtipo micropapilar,
considerado como uno de los de peor pronostico, no se obtuvieron muestras.
Ademas, el analisis de la expresiéon de CD155 podria mostrar una mejor asociacion
con los parametros de TNM, si se incluyeran casos con estadios | y Il. Masson y
colaboradores reportaron que la sobrexpresion de esta molécula ocurre en etapas
tempranas de la enfermedad [51], por lo que su participacion en los procesos de
proliferacion, invasion y metastasis podria tener un mayor impacto en etapas

tempranas de la enfermedad.

Por lo anterior proponemos para estudios posteriores incrementar el tamafo de la
muestra, incluyendo casos de todos los subtipos histolégicos, asi como de estadios
tempranos, para definir el impacto de CD155 en estos parametros clinico-

patologicos.

Debido a que el Sl es un pardmetro que considera poblaciones de células inmunes
a nivel sistémico y que un Sll elevado ha sido relacionado con un mal prondstico del
cancer, se esperaba que la expresion de CD155 estuviera asociada con una menor
cantidad de linfocitos en sangre y, por lo tanto, con un valor mayor del Sll. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre los grupos de expresiéon de CD155
respecto a este parametro, lo que sugiere que, en los casos analizados en este
estudio, la expresion de CD155 no afecta la relacion de neutrdfilos, plaquetas y

linfocitos en sangre periférica.

Al dividir los casos por nivel de expresion relativa de CD155, se observo una menor
presencia de células CD8 positivas en el grupo de alta expresion, lo que concuerda
con Nishiwada y colaboradores [51], que reportan que la expresion de CD155 se
relaciona con una menor cantidad de células CD8 en cancer de pancreas. Por lo
anterior, podemos sugerir que en cancer de pulmoén la molécula CD155 afecta la

infiltracion por células CD8.

Ademas, las caracteristicas particulares de un subtipo histolégico no parecen
afectar esta asociacion; aunque el subtipo acinar presentdé una mayor cantidad de
células CD8 con respecto al solido, se observo el mismo fendbmeno en ambos

subtipos.




La correlacion negativa observada entre la expresion de CD155 en las células
tumorales y la cantidad de linfocitos CD8"* en el infiltrado inflamatorio sugiere que la
expresion de CD155 en las células tumorales favorece la evasion del sistema

inmunoldgico.

Chen y Mellman sugieren que los fenotipos inmunes estan relacionados con las
estrategias de evasion que se presentan en las células tumorales para evitar su
destruccion por parte de las células citotoxicas del sistema inmunolégico [37].
Considerando que CD155 puede interactuar con TIGIT y CD96, lo que se relaciona
con la disminucion de la actividad de las células citotoxicas, en un fenotipo
inflamado, la sobrexpresion de CD155 por las células tumorales serviria como
mecanismo para evadir la citotoxicidad de las células inmunolégicas. Sin embargo,
la mayor expresion de CD155 se encontré en el fenotipo desértico. Este fenotipo
inmune ha sido sugerido como el resultado de las estrategias de evasidn que evitan
la activacion de la respuesta antitumoral, lo que sugiere que la sobrexpresion de la
molécula CD155 afecta la activacién de linfocitos, mas que los mecanismos

efectores de las células infiltrantes.

Al analizar la expresion de la molécula en ganglios linfaticos se encontré la
presencia de linfocitos CD155 positivos, lo que sugiere la presencia de isoformas
solubles unidas a las moléculas CD226, TIGIT o CD96, presentes en linfocitos. Esto
podria explicar como una molécula expresada en por células del tumor primario

impide el inicio de la respuesta inmune, cominmente asociado a ganglios linfaticos.

Mediante analisis por RT-gPCR se ha reportado que la sobrexpresién de CD155 no
ocurre en una isoforma especifica, sino por un aumento general de la transcripciéon
del gen [51], por lo que es razonable pensar que los tumores primarios en los que
se encontré una mayor expresion de esta molécula producen también una mayor
cantidad de las isoformas solubles, cuya expresion ha sido asociada con un peor
pronéstico en diferentes tipos de cancer [55]. Estas isoformas podrian drenar a
través de la linfa hacia los ganglios linfaticos y unirse a sus ligandos CD226, TIGIT

y CD96, presentes en los linfocitos, por lo que la tincion observada corresponderia




al reconocimiento de las isoformas solubles de CD155 unidas a sus diferentes

ligandos en los linfocitos.

En caso de interactuar con CD226, los linfocitos podrian sufrir de una disminucion
de este ligando activador, por lo que recibirian menos sefales de coestimulacion al
momento de su activacion. En cambio, si interactian con TIGIT o CD96, los
linfocitos sufririan de agotamiento por la interaccion con estos ligandos inhibidores

desde el ganglio linfatico, evitando su migracion al sitio del tumor.

Esto tendria que ser verificado en estudios posteriores analizando un mayor nimero
de casos de los tres fenotipos inmunes, tanto en tumor primario como en los
ganglios linfaticos correspondientes, asi como midiendo los niveles de las isoformas
solubles de CD155.

Los resultados sugieren que, en estadios avanzados, la expresion de la molécula
CD155 afecta la cantidad de linfocitos T CD8* en el tumor primario, al disminuir su
activacion en los ganglios linfaticos. Por lo tanto, evaluar el nivel de expresiéon de
esta molécula podria ser de utilidad, no s6lo como prondstico de la enfermedad,
como se ha reportado anteriormente [52-54], sino también como un blanco de
inmunoterapias, sobre todo en combinacion con otras moléculas empleadas

actualmente como se realiza en el bloqueo de PD-L1.




CONCLUSIONES

La expresion de CD155 no se asocia de manera importante en la presencia de

metastasis o subtipo histolégico particular, en estadios avanzados.

El efecto de la molécula CD155 en la respuesta antitumoral es local, mas que
sistémico

La expresion de CD155 muestra una correlacidon negativa con la presencia de

células CD8 positivas.

El fenotipo desértico se relaciona con una mayor expresion de CD155 en células

tumorales.




PERSPECTIVAS

Ampliar el tamafio de la muestra, incluyendo casos de todos los estadios clinicos,

subtipos histolégicos y fenotipos inmunes.

Evaluar la relacion de los parametros clinico-patolégicos con los niveles de las

isoformas solubles de CD155.

Evaluar la expresion de los ligandos de CD155 y su impacto en los fenotipos

inmunes.
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