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Para vivir verdaderamente es necesario renacer. Para renacer es
imprescindible morir. Y para morir es imprescindible despertar.
Gurdjieff

Todo depende de la luz,

de la manera de iluminar las cosas...
Todo depende de la forma,

de los contornos,

de las interpolaciones y

de las dudas.

Todo también depende

de que el tiempo nos marque,

de que los espacios nos den los titulares.
El verdadero problema es elegir entre
perseguir las sombras

o resignarse a ser el perseguido.

Un extranno “To be or not to be”

en este casi ser

en este casi no ser.

Salir desde las sombras

o hacer las sombras perdurables.
Yen la dltima etapa del abismo
después de liberar a los otros,

a todos los que son los otros,
recordar,

sin urgencias,

que uno es el preso.

Y a partir de alli...

liberarse.

Hamlet L. Quintana
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INTRODUCCION

Generalidades del cincer

En el humano, la vida y la muerte celular establecen un balance dindmico entre la promocién de
la proliferacion y las sefiales que restringen a ésta, por lo tanto, la division celular se realiza sélo
cuando se requiere. Si este proceso se torna incontrolable por la adquisicién de mutaciones en el
material genético, las células se transforman en células neopldsicas que contintian proliferando y
viviendo por mas tiempo al evitar la muerte celular programada (apoptosis), induciendo un
proceso patolégico que progresa hasta el desarrollo del cancer.("

El cancer se define como un grupo de enfermedades caracterizadas por alteraciones genéticas y
epigenéticas, que provocan defectos en el control de la proliferacion normal celular y en la
apoptosis. El cancer al escapar de los mecanismos regulatorios del organismo altera la homeostasis
del hospedero provocando su muerte. (12)

Gran numero de alteraciones genéticas se han asociado al desarrollo de los mas de cien tipos de
cancer que afectan al humano, las mutaciones que lo provocan se presentan en tres tipos de genes:
los proto-oncogenes, los genes supresores de tumores y los genes estabilizadores del DNA. )
Dichas mutaciones se traducen en alteraciones fisioldgicas en la célula neoplasica. En general,
existen seis alteraciones fisiolégicas que inducen en la célula un crecimiento maligno, y éstas son:
autonomia a las sefales mitdgenas, insensibilidad a las sefiales anti-mitégenas, evasiéon de la
apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogenesis sostenida y por dltimo la invasién a otros

tejidos o metastasis. (4)

Sin embargo, las células no mutan y proliferan descontroladamente sin ninguna resistencia del
organismo, ya que existen mecanismos celulares intrinsecos que detectan y reparan los dafnos
genéticos, o inducen apoptosis en las células con potencial maligno. Si los mecanismos de
regulacion intrinsecos fallan, la respuesta inmune es capaz de reconocer y destruir a las células
cancerosas (mecanismo extrinseco), al mantener un sistema permanente de reconocimiento y
destruccion de células cancerosas; esta regulacion por parte del sistema inmune tiene que ser

sobrepasada para que se desarrolle cancer en el hospedero. (56



INTRODUCCION

Ciéncer pulmonar

El cancer pulmonar es el cincer con mayor incidencia, mortalidad y prevalencia en el mundo
(12.3% de todos los canceres). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) calcula que para el
afno 2030 habra en el mundo diez millones de fallecimientos por enfermedades relacionadas con
el tabaco incluyendo el cancer pulmonar, la incidencia mundial es de 38 casos por 100 000 en
hombres y 11 por 100 000 mujeres. (°) Hay diferencias en la incidencia debidas a la geografia, raza

y género pero la incidencia se ha incrementado en las mujeres. (7:8)

En México, la mortalidad por cancer pulmonar representa del 10% al 20% de todas las muertes
reportadas por cancer. En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias es la principal causa
de mortalidad y se ha encontrado una alta frecuencia de adenocarcinoma pulmonar en pacientes

entre 61 y 70 anos. (°)

La principal causa del desarrollo del cancer pulmonar es la exposicién a los carcinogénicos del
humo del cigarro, que causan cancer pulmonar en el 11% de los fumadores. El humo del tabaco
contiene mds de cincuenta agentes carcinogenos para el pulmon, especialmente hidrocarburos
policiclicos aromaticos y la nitrosamina especifica del tabaco 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-
1-1 butanona (NNK). La susceptibilidad al cincer aumenta por el polimorfismo que reduce la
actividad de la familia de la glutatiéon-S-tranferasa, que inactiva a estos carcindgenos, o que
incrementa la actividad de la familia del citocromo P450, la cual los activa. La exposicién al
asbesto, arsénico, cromo, niquel, clorometil éter y radén, también provocan el desarrollo de cancer

pulmonar.

Los agentes carcinogénicos pueden unirse al DNA y formar aductos que generan mutaciones,
especialmente transversiones guanina-timina (G-T) que de no ser reparadas persisten o llevan a la
apoptosis. () Las principales mutaciones implicadas en la patogénesis del ciancer pulmonar
producen alteraciones en los genes c-myc K-ras, y en la sobreexpresion del receptor del factor de
crecimiento epidermoide (EGFR), de la ciclina D1 y de BCL2; asi como mutaciones en genes
supresores de tumores como tp53, Rb y p16. Dentro de los cambios epigenéticos se encuentra la

inactivacion de genes por hipermetilacién (por ejemplo en el gen apc). () Ver Fig 1.

El riesgo de desarrollar cancer pulmonar se reduce después de un periodo de abstinencia del

hébito tabaquico de aproximadamente siete afios, pero el dafio previo es irreversible. ()
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Patogénesis molecular del cancer pulmonar humano
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Fig 1. Patogénesis del cidncer pulmonar en el humano. Las mutaciones en las células son causadas por agentes
quimicos que se encuentran principalmente en el humo del tabaco. Si dichas mutaciones no son reparadas por los

mecanismos intrinsecos celulares, se acumulan causando alteraciones fisioldgicas, que progresan hasta el desarrollo
de cancer pulmonar. (Modificada de 10)

Clasificacién del cancer pulmonar

El cincer pulmonar primario se clasifica en dos tipos principales: el carcinoma pulmonar de

células no pequenas (non-small cell lung cancer, NSCLC) que representa el 80% de los casos y el

carcinoma pulmonar de células pequenas (small cell lung cancer, SCLC) el cual se presenta en el

20% de los pacientes. (8) A continuacion se presenta en general la clasificacion histolégica del

cancer pulmonar:

Cancer
pulmonar

<

/
SCLC
(20%)
Adenocarcinoma pulmonar
NSCLC Carcinoma de células pequenas
(80%)
K Carcinoma de células escamosas



INTRODUCCION

El principal subtipo histolégico que presenta la poblacion mexicana es el adenocarcinoma
pulmonar (representa el 70% de todos los casos de cancer pulmonar), el cual provoca una
manifestacion clinica (en los estadios tardios del cancer) denominada derrame pleural. ©) Este se
produce por la acumulacién de liquido en el espacio pleural, debido a la obstruccion de los
ganglios linfaticos por la presencia del tumor. En el derrame pleural se encuentran tanto células
del sistema inmune como células cancerosas y los factores solubles liberados por ambos tipos de

células. (11.12)

En la mayoria de los casos de cancer pulmonar el diagnostico se realiza al aparecer los sintomas
relacionados con el tumor primario, metdstasis o sindrome paraneoplasico. (7) La progresion del

cancer pulmonar se divide en los siguientes estadios:

Carcinoma oculto, Estadio 0 (Carcinoma in situ), Estadio I (tumor de tamafo variado con
invasion limitada), Estadio II (el tumor afecta a la pleura y diafragma), Estadio Illa (hay metastasis
en ganglios linfiticos y derrame pleural), Estadio IIIb (hay infiltracion al corazén, vasos
sanguineos grandes, traquea, es6fago, cuerpos vertebrales y derrame pleural), y por dltimo el

Estadio IV (hay metastasis a 6rganos distantes). (13)

A pesar de contar con tratamiento de quimioterapia y radioterapia, mas del 90% de los pacientes
con cancer pulmonar mueren en un periodo menor a cinco anos, () por lo cual es necesario

buscar otras estrategias terapéuticas como la inmunoterapia.
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Respuesta inmune antitumoral

El sistema inmune estd compuesto por una variedad de células y factores solubles, los cuales
interaccionan de forma compleja y dindmica para proteger al organismo de patégenos exdgenos y
de células neoplasicas. El sistema inmune se divide en dos: el innato y el adaptativo. (14) El sistema
innato se compone de granulocitos, células dendriticas (DCs), macréfagos, células cebadas, células
NK, células NKT, linfocitos Tyd y el complemento. El sistema adaptativo estd compuesto por
linfocitos B y linfocitos T, éstos tiltimos se dividen en dos poblaciones: CD4 o cooperadores, y los

linfocitos T CD8 o citotdxicos, (15 ver Fig 2.
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Fig 2. Componentes del sistema inmune innato y adaptativo. (Modificado de 15)

Si bien en la respuesta inmune antitumoral participan un gran nimero de células inmunes,
interacciones célula-célula, mediadores solubles y a nivel molecular diversas vias de sefalizacion;
el describirlas va mads alld de los fines de este trabajo, por lo cual a continuacién, se describe
brevemente el desarrollo de la respuesta inmune en el control del desarrollo del cancer. Ver Fig 3

Para tratar de explicar el inicio de la respuesta inmune antitumoral se han planteado dos modelos.
1) El primer modelo implica el reconocimiento directo de las células tumorales por células del
sistema innato. Las células de la inmunidad innata utilizan receptores que reconocen moléculas
expresadas en la superficie de las células tumorales. En este contexto las células neoplasicas
expresan los ligandos MICA y MICB de los receptores NKG2D expresados en las células NK, en

linfocitos T citotoxicos y en células fagociticas. Las células NK también monitorean la pérdida de
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moléculas clase I del MHC en la superficie de las células tumorales. El segundo modelo involucra
la produccién de senales de alarma o senales proinflamatorias, como citocinas y otros factores
solubles, que son liberados por el dano del tejido debido al crecimiento del tumor. La respuesta
inflamatoria provoca el flujo de células del sistema inmune innato al sitio del tumor y el
consecuente reconocimiento de las células neopldsicas. Ambos modelos explican el inicio de la
respuesta inmune antitumoral. (1) 2) Las células NK, NKT y Tyd del sistema innato secretan
localmente IFN-y que produce la muerte a un numero limitado de células neopldsicas por
mecanismos antiproliferativos, proapoptéticos y angiostdticos. 3) La célula NK induce muerte
celular a la célula cancerosa por medio de la via del receptor de muerte y por la via de granzimas-
perforina, produciéndose cuerpos apoptéticos. 4) Los cuerpos apoptoticos son fagocitados, por
macrofagos o por células dendriticas, ambas son células presentadoras de antigenos profesionales
(APCs) y son reclutadas por las citocinas proinflamatorias presentes en el ambiente tumoral. 5)
Las APCs procesan y presentan los antigenos tumorales (neoantigenos que son proteinas
anormales), asociados a moléculas clase II del MHC. Ademads secretan citocinas que modulan la
respuesta inmune. 6) Se presenta el antigeno a las células T inmaduras; que se activan a linfocitos
T CD4 Th1 antigeno-especifico las cuales secretan citocinas (especialmente IL-2) y promueven la
respuesta inmune celular. 7) La activacién de estos linfocitos T CD4 facilita la induccién y
diferenciaciéon de linfocitos T CD8 antigeno-especifico de: célula naive a célula efectora. 8) El
linfocito T CD8 efector o citotéxico (CTL) reconoce a la célula tumoral por medio del complejo
péptido-molécula clase I del MHC y de manera similar a la NK, induce muerte a la célula tumoral.
De este modo el hospedero desarrolla una respuesta inmune en contra del tumor, primero de
forma inespecifica como parte de la respuesta inmune innata, a este proceso se le denomina
inmunovigilancia del cancer. Como consecuencia de la respuesta inmune innata se activa una
respuesta inmune especifica (adaptativa). En conjunto ambas respuestas destruyen a las células

neoplasicas, evitando asi el desarrollo de cancer. (56 16)
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Fig 3. Respuesta inmune antitumoral. Ver texto para descripciéon

Inmunoedicjén del cincer

Durante la progresion del cancer en el hospedero, se establece una relacién tumor-sistema inmune
que implica un proceso denominado inmunoedicion del cincer, el cual comprende tres etapas; la

eliminacion, el equilibrio y el escape. (1% Ver Fig 4.

El reconocimiento y eliminacién (o inmunovigilancia), que se describié en la Respuesta inmune
antitumoral, es un proceso continuo que debe repetirse cada vez que surgen células neoplasicas

con distinta antigenicidad. (©)
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Fig 4. Relacién Tumor y Sistema Inmune. Mediante la inmunovigilancia se elimina la lesion pre-
maligna, al avanzar la oncogénesis se establece un equilibrio entre las células cancerosas que son
destruidas y las nuevas variantes que surgen; esto hace que el tumor sea heterogéneo y desarrolle
mecanismos de evasion hacia la respuesta inmune (inmunoseleccion) escapando de ésta e
incluso provocando la disfuncién de la misma (inmunosubversion) Modificada de 16

La segunda etapa, el equilibrio, es la mas larga y se prolonga por afos en el hospedero. Se debe a
la formacién de un equilibrio dindmico entre las células tumorales que sobrevivieron a la fase de
eliminacién y las células del sistema inmune. Este se establece debido a que las células cancerosas
contintan proliferando, acumulando mutaciones e incrementando la inestabilidad genética. Estas
células se exponen de manera continua a la presion del sistema inmune que, de ser suficiente,
contiene la progresion del tumor, de lo contrario se establece un periodo de seleccién Darwiniana.
En este proceso surgen nuevas variantes de células malignas (heterogeneidad) que portan nuevas
mutaciones que incrementan su resistencia al ataque del sistema inmune. (¢)

El producto final del proceso de equilibrio es una nueva poblaciéon de células tumorales con baja
inmunogenicidad. En esta fase actian principalmente linfocitos T CD4 y CD8 especificos al tumor.
(5,6, 16)

El escape de un tumor es resultado de su alta tasa de replicacion celular, que rebasa su destruccién
por la respuesta inmune. En esta etapa, el sistema inmune se ve limitado por la heterogeneidad del
tumor, aunado al hecho de que las variantes de células tumorales son resistentes a la eliminacion.
Ademads las células tumorales son capaces de modular negativamente a la respuesta inmune
(inmunosubversién), por la adquisicion de mecanismos de evasion que se explicaran
posteriormente (ver: Antecedentes), ver Fig 5. Después de que las células tumorales han escapado

de la respuesta inmune antitumoral el cancer es detectado clinicamente. (10)
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Inestabilidad genética / Heterogeneidad del tumor

Seleccion inmune

Fig 5. Inmunoedicién del cincer. A la eliminacién de las células tumorales por parte del sistema inmune innato
se la denomina inmunovigilancia. El equilibrio representa el proceso por el cual el sistema inmune selecciona y
promueve la generacién de variantes de células tumorales con mecanismos de evasion. Finalmente el escape es el
proceso en el cual el tumor heterogéneo prolifera incontroladamente, rebasando la respuesta inmune del
hospedero. (Modificada de 6)

Generalidades de la activacién del linfocito T

Los linfocitos T son las principales células que reconocen y eliminan a las células neopldsicas,
dicho reconocimiento es mediado por el receptor del linfocito T (TCR), el cual es especifico para
un péptido antigénico. (17.18) Dicho péptido se asocia a las moléculas clase I o de clase IT del MHC
(CD8 y CD4, respectivamente) durante la presentacion del antigeno, ésto es esencial para que la

célula T pase de la fase Go (quiescencia) hacia la proliferacion y diferenciacion. (*)

Lo anterior comprende la “primera senal” en la activacién del linfocito T, pero para que ésta sea
eficiente se necesita de un segundo estimulo o sefial denominado co-estimulacion, que amplifica
las senales de activacién inducidas por la primera senal. De no presentarse la coestimulacién, el

linfocito T entra a un estado no responsivo denominado anergia. (20)

La activacion de un linfocito T CD4 (Tho) implica la produccién de citocinas que favorecen la

respuesta inmune celular (Th1) o la respuesta inmune humoral (Th2); en el caso de los linfocitos
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T CD8, implica ejercer su actividad citotéxica sobre la célula blanco o tumoral. En términos

generales la activacion involucra la proliferacion y diferenciacion del linfocito T. (14

Estructura del complejo TCR/CD3

El TCR es un heterodimero conformado por dos cadenas a y B que median el reconocimiento del
péptido antigénico durante la presentacion de antigeno; ademds, necesita de un complejo
multiprotéico, el CD3, para tener estabilidad y transmitir las sefiales de activacion al interior del

linfocito T.

El CD3 se compone de las siguientes seis cadenas polipeptidicas: una cadena y, una 9, dos € y dos
€. Estas cadenas se asocian en dos heterodimeros (g-8) y (¢-y) y un homodimero invariante de la

cadena zeta (C-§). (17) Ver Fig 6

Fig 6. Estructura del complejo TCR/CD3 del
linfocito T. Componentes del complejo TCR-
CD3. El TCR esta conformado por dos cadenas
of} o yd (no mostradas). El CD3 es un complejo
multiprotéico indispensable para la actividad
del linfocito T. (Modificado de 21)

CélulaT

Las cadenas vy, € y 8 presentan homologia y pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas,
estan codificadas en el cromosoma 11 en el humano, y cada una posee un ITAM (motivo de
activacion basado en tirosina). La cadena { no presenta homologia con las demds cadenas del

complejo CD3, estd codificada en el cromosoma 1, tiene un dominio corto extramembranal (9 aa)

10



INTRODUCCION

y un dominio intracelular largo (113 aa) que contiene tres ITAMs que se activan por la accién de

tirosinas cinasas. Esta cadena es indispensable para la transduccion de senales en el linfocito T.

(17,21)

El complejo CD3 se ensambla en la membrana del linfocito T, este proceso es muy controlado, se

realiza en el reticulo endoplasmatico y la cadena C es la proteina limitante de dicho ensamblaje.

Como otros receptores de superficie, el receptor TCR-CD3-( es internalizado y reciclado de nuevo

a la superficie de la célula, este proceso implica una regulacion negativa que reduce el ntimero

total de receptores en la superficie, ya que el complejo se degrada via lisosomal. (17.22) Ver Fig 7.
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Fig 7. Expresién y degradacién del
complejo TCR/CD3.

1) La expresion del mRNA de la
subunidad CD3( difiere de las
demds subunidades del complejo
CD3, debido a su distinta
organizacién genética, localizacién
cromosomal y estructura proteica.

2) Después de la transcripcion se lleva a
cabo la traducciéon de las cadenas
del complejo CD3.

3) Este complejo se ensambla en el
reticulo endoplasmatico, y 4) puede

acumularse o degradarse.

~—

5) Después de ser madurado en el
complejo de Golgi, el complejo CD3
es transportado a la membrana

plasmatica.

~—

6

—

El complejo TCR/CD3 se expresa en
la superficie, y es estabilizado por la
cadena ¢, la cual bloquea
estéricamente la internalizacion del
complejo. En las células T maduras,
CD3( se considera el factor limitante
en el ensamblaje y transporte a la
membrana plasmatica del complejo
TCR/CD3.

7) Después de la activacién de la célula

T, la expresion del complejo
TCR/CD3  disminuye al  ser
internalizado. 8) Por dltimo el

complejo CD3 es degradado en los
lisosomas y la expresion del
complejo TCR/CD3 disminuye hasta
la siguiente activacién del linfocito T.

La regulacion negativa del TCR controla la activacion del linfocito T porque al disminuir su

expresion en la superficie, las células T estimuladas se desensibilizan. (18)

11
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Seiializacién y activacién mediada por el complejo TCR/CD3

Los ITAMs permiten llevar a cabo una serie de fosforilaciones y la transducciéon de senales. Si
alguna cadena del complejo CD3 estd ausente o su expresion disminuye, el linfocito T tiene

deficiencias tanto en el reconocimiento como en su activacién. 1) Fig 8

‘Reorganizacién del
| citoesqueleto de actina

Fig 8. Sefalizacién en la activacién del linfocito T. A) La estimulacién antigénica de las
células T provoca la activacién de dos proteinas tirosinas cinasas (PTKs) de la familia src,
p56Lk y p59Fym; éstas fosforilan a los ITAMs, que estdn presentes en todas las cadenas del
complejo, pero en mayor namero en CD3(. Los ITAMs fosforilan a ZAP-70
desencadendndose asi una cascada de fosforilacién y senalizacién que activa a segundos
mensajeros, provocando la reorganizacién del citoesqueleto de actina y la activacién de
factores de transcripcion en el niicleo, que permiten la proliferacién y diferenciacién del
linfocito T. (Modificado de 21)

La célula T se activa al encontrarse con una APC madura durante la presentacion de antigeno. La
activacién celular es un término genérico que agrupa diversos eventos de senalizacién que
permiten la respuesta de la célula, éstos incluyen a la proliferacion, rearreglos del citoesqueleto,
activaciéon de mecanismos antiapoptoticos, cambios en la expresion de genes, aumento de la

concentracion de Ca?+ intracelular y el incremento de la actividad metabélica. (17

12
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Subsecuentemente, se forman estructuras micro y macromoleculares que facilitan la formacién de
la sinapsis inmunolégica y la activacién completa del linfocito T. La activacion es mediada por
factores de transcripcién como NF-kB y NFAT que inducen la transcripcién de genes, por ejemplo
de citocinas como IL-2, la cual promueve la proliferacion celular. Ademads la activacion de la
células T es importante para que los linfocitos naive que son células inmunes quiescentes se

diferencien a células de memoria y efectoras. (17.21)

Por lo tanto, para que la respuesta del linfocito T sea eficiente y 6ptima, es indispensable que tanto
el receptor como la serie de moléculas implicadas en el reconocimiento, en la presentacién de
antigeno, coestimulacion y en la senalizacién, permanezcan estructuralmente integros y que se

expresen en cantidad suficiente en la membrana plasmatica. (19)

Coestimulacién del linfocito T mediada por CD28

Las vias de coestimulacion tienen diversas funciones en la regulacién de los distintos estados de la
respuesta de las células T, se expresan en un tiempo y localizacién adecuados. (33 En el linfocito T,
la principal via co-estimulatoria es la de CD28/B7, CD28 es una proteina transmembranal que
forma un homodimero en las célula T y pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. En

humanos se expresa en el 90% y 50% de células T CD4+ y CD8+, respectivamente.

CD28 funciona como un receptor de membrana, cuyos ligandos son B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86)
expresados en las APCs. (19 En el linfocito T naive la coestimulacion mediada por CD28
incrementa la proliferacion inducida por el TCR y la diferenciacion, activa factores de trascripcion,
aumenta la expresién de citocinas como IL-2, IFN-y, IL-4 y quimiocinas, por lo cual es crucial para
las funciones efectoras de las células T; ademas promueve la formacién de células de memoria, el
programa antiapoptético y el aumento de la expresion de otros receptores de coestimulacion. (19)

Ver Fig9.

13
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Fig 9. Coestimulacién y actividad del linfocito T. A) El complejo del péptido-MHC es reconocido por el TCR/CD3 lo
cual conforma la “primera senal” en la activacién del linfocito T, para que estd senal permita la activacién eficiente del
linfocito T, es necesario que una “segunda sefial” amplifique la sefalizacion intracelular. Si la coestimulacién no se
presenta el linfocito T se anergiza. B) Los linfocitos T cooperadores y los T citotoxicos favorecen la respuesta inmune
antitumoral mediante la cual las células tumorales son eliminadas por apoptosis.

Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular controlado genéticamente que permite mantener
la homeostasis tisular al controlar el niimero de células y tamano de los tejidos, ademas participa
en la regulacion de la respuesta inmune al eliminar a los linfocitos T citotéxicos después de que
éstos eliminaron a las células blanco, por ejemplo a las células neoplasicas. No obstante las células
tumorales han desarrollado la capacidad de evadir la apoptosis e inclusive inducirla en los

linfocitos T (ver Antecedentes).

La apoptosis un proceso que implica tanto cambios morfolégicos como bioquimicos. (24) Durante
la apoptosis, las células disminuyen de tamano, la membrana plasmatica pierde su asimetria
exponiendo en la parte extracelular el fosfolipido fosfatidilserina (PS), que en condiciones
normales se encuentra en la parte intracelular de la membrana. Posteriormente, el citoplasma y el
reticulo endoplasmatico se contraen y forman vesiculas, en el nicleo la cromatina se condensa y el
DNA se fragmenta por la accién de endonucleasas. (25 Mediante este mecanismo, el contenido
celular es encapsulado formandose cuerpos apoptéticos, que en condiciones fisiolégicas son
endocitados por las células fagociticas, las cuales poseen receptores para moléculas expresadas por

los cuerpos apoptoticos (por ejemplo para la PS). La endocitosis de los cuerpos apoptéticos

14
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permite que las células muertas sean removidas del microambiente sin desencadenar un proceso

inflamatorio. (2526)

A nivel bioquimico, la apoptosis se caracteriza por la permeabilizaciéon de la membrana
mitocondrial (MMP) y la activacion masiva de caspasas. Se han reportado dos vias que
desencadenan la apoptosis: la via extrinseca y la intrinseca; ambas vias convergen en una via

comtn mediante la activacién de caspasas.

En la via extrinseca de la apoptosis se requiere de la activaciéon de receptores de muerte por medio
de sus respectivos ligandos, dichos receptores son: el Receptor 1-TNF, Fas, DR3, DR4, DR5 y DR6
presentes en la membrana plasmatica de la célula blanco; mientras que sus ligandos son TNF-q,
FasL, ligando APO3 y TRAIL. Dichos ligandos se localizan en la membrana o pueden liberarse en
forma de vesiculas por las células NK, NKT, CTL, monocitos y fibroblastos. La unién del ligando
con el receptor de muerte provoca la trimerizacion de éste, y la formacién de un complejo
intracelular (DISC) que contiene “dominios efectores de muerte”. En el DISC se reclutan caspasas
iniciadoras, como las caspasas-8, -10, -9; las cuales forman homodimeros o heterodimeros, y se
activan por autoprotedlisis. Las caspasas iniciadoras activan a caspasas efectoras cuya funcion se

describe en la via comun de la apoptosis. (2526.27)

En la via intrinseca participan receptores a nivel del citoplasma y nticleo que se activan en
respuesta al estrés oxidativo, dafio directo al DNA, por radiaciones o por agentes citotéxicos. Las
senales desencadenadas son detectadas por la mitocondria, en la cual se produce una falla
bioenergética que causa la MMP y la liberacion del citocromo c. Esta sefializacion es mediada por
las proteinas proapoptéticas de la familia Bcl, (BAX, Bad, Bclk), permitiendo la formacion de un
complejo llamado apoptosoma (conformado por la procaspasa 9 y el citocromo ¢ que activa a

caspasas efectoras. (27

En la via comtn, las caspasas -3,-6 y-7 (efectoras) son las responsables de la muerte celular por
protedlisis de sustratos celulares como proteinas reguladoras del ciclo celular, componentes del
citoesqueleto, precursores de citocinas, catabolismo del DNA y del RNA, transduccién de sefiales y

factores de transcripcién. (28)

Si los cuerpos apoptoticos no son fagocitados, el contenido celular se libera produciéndose
necrosis. La necrosis también es un tipo de muerte celular, pero a diferencia de la apoptosis, se
produce por estimulos fisicos 0 quimicos muy intensos que danan la integridad de las células, que
causa una falla energética, el aumento de los radicales libres, la destrucciéon masiva de los
organelos y la liberacién descontrolada del contenido intracelular, por lo cual se desencadena un

proceso inflamatorio. (2°) Ver Fig 10
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Fig 10. Apoptosis y necrosis. La apoptosis puede iniciarse por dos vias: la via extrinseca y la via intrinseca.
Ambas vias convergen en la via comin mediante la cual se activan caspasas efectoras que tienen distintos
sustratos de muerte que permiten el encapsulamiento del contenido celular para formar los cuerpos
apoptoticos. La muerte por necrosis se efectia cuando el estimulo de muerte es demasiado intenso y se
libera el contenido celular produciendo inflamacién (que también ocurre si los cuerpos apoptéticos no
son fagocitados)
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Mecanismos de evasion de las células tumorales en contra de la respuesta inmune.

Los pacientes con enfermedades malignas en estadios avanzados presentan una respuesta inmune
disfuncional, esto se debe a los mecanismos de evasién adquiridos en la fase de escape por las
células tumorales en contra del sistema inmune. (% Los mecanismos de evasion tumoral pueden
clasificarse en tres tipos: 1) Falta de reconocimiento e insensibilidad hacia la respuesta inmune
antitumoral, 2) Produccién y promocion de factores inmunosupresores que alteran la respuesta

inmune, tanto a nivel local como a nivel sistémico, y 3) Induccién de muerte a las células inmunes

(contraataque tumoral).(®) Ver Fig 11.
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Fig 11. Mecanismos de evasién tumoral contra el sistema inmune. Los mecanismos de evasion se pueden dividir en
tres tipos: 1) Los propios de la célula tumoral, como la deficiencia en la presentacién de antigeno y la evasion de la
apoptosis al sobreexpresar proteinas antiapoptéticas (como Bcl2) o por la inhibicién en la expresion de proteinas
proapoptéticas (como Fas y Bax). A la célula tumoral, esto le permite escapar del reconocimiento y control de la
respuesta inmune. 2) El segundo tipo de mecanismos involucra la liberacién o induccién de factores solubles
inmunosupresores como TGF-B, IL-10, la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), prostaglandina E2 (PGE2), especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS), etc. 3) El tercer tipo de mecanismos es el ataque directo de la

célula tumoral que provoca la muerte del linfocito T (contraataque tumoral)
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Escape e insensibilidad a la respuesta inmune antitumoral

El primer tipo de mecanismo implica que los tumores pueden crecer sin ser detectados por el
sistema inmune, vistos como “tejidos normales”. (31) La evasién del tumor hacia el reconocimiento
y la destruccién es multifactorial, e incluye la regulacion negativa de moléculas de clase I del MHC,
la deficiencia en la actividad del proteasoma y la pérdida de los antigenos tumorales.

La falta de presentacién de antigeno provoca que la célula tumoral no sea reconocida y sea
insensible a la muerte inducida por los linfocitos T efectores (pero no asi por las células NK). Otro
mecanismo por el cual las células tumorales pueden resistir el ataque citotéxico de los linfocitos T
efectores se debe a que expresan inhibidores de proteasas o tienen alteraciones en la senalizacion

inducida por los distintos receptores con dominios de muerte (por ejemplo, Fas). (10)

M odulacién y supresion de la respuesta inmune antitumoral

El segundo tipo de mecanismo involucra la modulacion de la respuesta inmune antitumoral para
que ésta sea tolerante hacia el tumor. A nivel molecular ésto es posible por la secrecién e
induccion de factores solubles inmunosupresores (por parte de la célula tumoral) que provocan la
deficiencia en la transduccién de senales y en la actividad de las células del sistema inmune al
favorecer un patron de citocinas del tipo Th2 que disminuye la respuesta inmune celular o de tipo
Th1). (16)

Como ejemplos de este tipo de mecanismo se encuentra la capacidad de la célula tumoral para
impedir la maduracién de las APCs por la secrecién de IL-10 (provocando que no realicen
eficientemente la presentacién de antigeno), o a la disminucién de la expresion de moléculas
coestimulatorias que, ademas de producir anergia, induce la tolerancia de células T antigeno-
especificas. (32 33)

Entre los factores solubles se encuentran citocinas inmunosupresoras, enzimas, moléculas de bajo
peso molecular, etc. (ver Tabla 1). Las células tumorales también pueden inducir la presencia de
los dos principales tipos de células inmunosupresoras: de linfocitos T reguladores (Treg) y las
células mieloides inmunosupresoras (MSCs). 64

Los linfocitos Treg secretan principalmente TGF-f (potente citocina inmunosupresora) e IL-10. Las
MSCs regulan la actividad de los linfocitos T a través del metabolismo de aminodacidos, como la L-
arginina y el triptofano. No obstante, las células tumorales por si mismas son capaces de sintetizar

estas enzimas y disminuir la disponibilidad de dichos aminodcidos. (1¢)
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Dentro de los principales mecanismos de evasién que afectan directamente a los linfocitos T, se
encuentra la reducciéon o la pérdida de la expresiéon de las moléculas del complejo CD3,
principalmente de CD3{ y de CD3g lo que en parte es consecuencia de los factores

inmunosupresores secretados o inducidos por el tumor. (2135

Contraataque tumoral

Por ultimo, en el tercer tipo de mecanismo de evasiéon hay induccion de muerte en las células
inmunes, este mecanismo también es conocido como contraataque tumoral. Se postula que estd
mediado por la expresion en la célula tumoral de ligandos de muerte como Fasl, o bien, por la
secrecion de éstos al microambiente a través de microvesiculas. (36:37)

Las microvesiculas expresan marcadores tumorales y han sido aisladas de los sobrenadantes de
lineas celulares tumorales, del liquido ascitico y del plasma de pacientes con cancer de ovario y de
melanoma. Tienen un didmetro de 50 a 100 nm y son bioldgicamente activas al contener FasL,
TRAIL, y antigenos asociados a moléculas clase I del MHC. 7 Se ha reportado que dichas
microvesiculas inducen apoptosis en los linfocitos T Jurkat. Sin embargo, no se ha comprobado
que sean exclusivamente de origen tumoral, también puede ser de origen inmune o ser
estructuralmente hibridas (tumoral-inmune), incluso en un mismo paciente pueden coexistir
microvesiculas de diferente composicion y por lo tanto variar en su actividad bioldgica. (31
También se han aislado microvesiculas en liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar, su analisis proteémico muestra que contienen principalmente de inmunoglobulinas,
de proteinas del citoesqueleto, proteinas que participan en la presentacién de antigeno y en la
transduccion de sefiales, pero no se han realizado ensayos bioldgicos con estas microvesiculas
como los realizados con las aisladas en otros tipos de malignidades. (3837

No obstante, el contraataque tumoral mediado por Fasl todavia se encuentra en controversia ya
que no se ha encontrado que sea un mecanismo general en la mayoria de los canceres, y ademas la
evidencia que muestra el contrataque tumoral es cuestionable debido a problemas metodolégicos.
(31)

Existen otras maneras por las cuales las células tumorales puede inducir la muerte de los linfocitos
T, por ejemplo, por la activacién crénica o por la accién de radicales libres producidos por el estrés
oxidativo en el sitio del tumor.(1%)

En general, los mecanismos de evasion funcionan al provocar la tolerancia inmunolégica hacia el
tumor o bien implican el ataque directo por las células tumorales a las células del sistema inmune,

para que estas ultimas sean disfuncionales o entren en apoptosis (dicha muerte celular se ha
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observado principalmente en los linfocitos T). 3% Los mecanismos de evasién tumoral se resumen

en la Tabla 1.

Tabla 1. Mecanismos de evasion tumoral hacia la respuesta inmune del hospedero. (Modificada de 34)

ESTRATEGIA MECANISMO

Ausencia de antigenos tumorales

Crecimiento de tumores en sitios inmunoprivilegiados

Ignorancia Falta de moléculas de adhesién en la célula tumoral

e induccién de Induccién de anergia en linfocitos T (Falta de moléculas coestimulatorias
tolerancia como CD28)

inmunolégica Desviacién inmune hacia un patrén de citocinas tipo Th2

Induccién células Treg y MSCs

Reduccién de células T

Disminucion de la expresion del complejo CD3 en el linfocito T
(principalmente de CD3( y de CD3¢)

Presentacién de Ausencia en la expresion de antigenos tumorales

antigenos Mutaciones en la maquinaria del gen del MHC

inadecuada Defectos en el procesamiento de antigeno(ejemplo, TAP, deficiencia de
LMP)

Expresion o
induccién de

factores y . . EE— S
moléculas Enzimas: IDO, arginasa 1, oxido nitrico sintetasa inducible (NOS;)

LULLUSVREEEER )\ (oléculas de bajo peso molecular: ROS como H,O, RNS, PGE,,
histamina y epinefrina

Citocinas: TGF-B, IL-10, IL-4, IL-6, gangli6ésidos asociados al tumor

Evasion a la Sobreexpresion de proteinas de la familia BCL-2, Survivina
apoptosis Reduccion de la actividad de las caspasas, insensibilidad al TNF

Contraataque (?) Expresion de FasL en la célula tumoral
Expresion de otros ligandos de muerte (TRAIL) en la célula tumoral

Apoptosis de linfocitos T en pacientes con cincer

Se ha reportado un aumento de la apoptosis en los linfocitos T infiltrantes al tumor (TIL) y de los
linfocitos de sangre periférica (PBLs) provenientes de pacientes con distintos tipos de canceres
como el de pulmon, cabeza y cuello, renal, melanoma, gastrico; tanto 7n situ (determinado por la
técnica de TUNEL o midiendo la actividad de caspasas), como ex vivo (utilizando el marcaje con
anexina V o detectando la degradacion de DNA). (39, 40, 41, 42, 43 44, 45, 46) Algunos reportes sugieren
que la induccién de apoptosis in vitro en linfocitos T Jurkat cocultivados con lineas celulares
tumorales, puede estar mediada por FasL. (3143 46) También se ha reportado apoptosis en células T
Jurkat cultivadas con microvesiculas Fasl+ provenientes de pacientes con cincer de ovario,
carcinoma oral y en melanoma. (# 48) La induccion de apoptosis por parte del tumor hacia los

linfocitos T in vivo provoca un incremento inapropiado en el recambio de los linfocitos T, es decir,
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que disminuye la cantidad de los linfocitos T CD8 infiltrantes al tumor, lo cual tienen efectos
desfavorables en la implementacién de la inmunoterapia como una alternativa del tratamiento de
los pacientes con cancer. G

Por lo tanto, la disfuncién en la célula T puede originarse de dos formas, por mecanismos de
evasion ejercidos directamente por la célula tumoral (ya sea por contacto directo, o por factores
solubles secretados), o bien por la desregulacién inmune inducida por la presencia del tumor en el

hospedero.

Disminucién en 1a expresién de CD3( de linfocitos T en cdncer y otras patologias

Como se mencioné anteriormente, dentro de los mecanismos de evasion mds importantes y
conservados de la anergia de los linfocitos T y la posterior tolerancia hacia el tumor, se encuentra
la regulacién negativa de CD3(. Diversos estudios del complejo CD3 han demostrado la reduccién
en la expresion de esta cadena en los linfocitos T provenientes de pacientes con distintos tipos de
canceres incluyendo el de pulmon. (21 45 47 49) Ademds se ha reportado que la cadena C reduce su
expresion en los linfocitos T provenientes de pacientes con enfermedades no malignas como las
autoinmunes (lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide) y en infecciosas crénicas (HIV,
lepra y tuberculosis). V)

Se ha demostrado in vivo la disminuciéon de la cadena C en los linfocitos T infiltrantes al tumor
(TIL) y en los linfocitos T asociados al tumor (TAL), estos ultimos estan presentes en tejidos y
ganglios linfiticos regionales préximos al tumor primario. 4% 50 Esta alteracién no sélo se ha
manifestado a nivel local, sino también a nivel sistémico, ya que, se ha encontrado la disminucién
de la cadena ¢ en los linfocitos de sangre periférica (PBLs). (3% 44 45 48 51)  Auynado a estas
alteraciones, se ha observado que no sdlo los linfocitos T antigeno-especifico son afectados,
también la poblacién total de linfocitos T (efecto bystander), lo que sugiere que este mecanismo
de evasion puede ser tanto especifico como inespecifico. 21

En estudios 7n vitro se ha demostrado que los linfocitos T Jurkat cocultivados con lineas tumorales

de cancer de cabeza y cuello asi como oral, reducen la expresiéon de CD3(. 347)

Factores responsables de la reduccién de la expresién de la molécula CD3( en linfocitos T

Existen distintos factores por los cuales disminuye la expresion de la cadena {. Un tipo de
mecanismo actia a nivel de la sintesis o de la estabilidad de su mRNA. La mayoria reducen los

niveles de la proteina CD3{ como parte de la regulacion postransduccional que implica el
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aumento de su degradacion. A continuacién se muestra la clasificacion general de los mecanismos
que disminuyen la expresién de CD3(:

[ e
Disminucion de la disponibilidad de arginina

A nivel del

MRNA < Disminucién de la disponibilidad de triptofano

Splicing alternativo

Disminucién de la ~
expresién de CD3(

Accién de la caspasa 3 y de la caspasa 7

A nivel de Accién de la granzima-B

roteina .
P < Estrés oxidativo

\ Activacion crénica del linfocito T

KOtros factores atin no caracterizados

A nivel del mensajero se ha encontrado que la reduccion de las concentraciones de L-arginina
provoca la reduccién de la expresion de CD3( al disminuir la estabilidad de su mRNA. La
disminucién de la disponibilidad de la L-arginina se debe a su catabolismo por parte de la arginasa
Iy la NOS,, secretadas por varios tumores, incluyendo el de pulmén y por las células MCSs y DCs.
(52), Otro aminodacido importante es el triptofano cuya deficiencia por la accién de la IDO provoca
en los linfocitos T, la acumulacion de RNAs de transferencia y por lo tanto la insuficiencia en la
traduccién de las proteinas, con la consecuente disminucion de CD3(; ademads de causar el arresto
de las células T en la fase G1 del ciclo celular.

Como se menciond anteriormente, en algunos tipos de cdncer y otras enfermedades, la
disminucién de la cadena ¢ ha sido consecuencia de la reduccion de su mRNA 45,

En otros estudios dicha alteracién fue exclusivamente a nivel de la proteina, por el aumento de su
degradacién. En este sentido, la expresion reducida o la ausencia de CD3(, se ha asociado a
diversos factores e incluso a la induccién de apoptosis de los linfocitos T durante el contraataque
tumoral. En este tipo de muerte celular se activan la caspasa 3 y la caspasa 7, estas proteasas tienen
como sustrato comun a la cadena CD3{. Si bien la hipotesis del contraataque tumoral se
encuentra en controversia, es posible que la apoptosis detectada en los linfocitos T aislados del
tumor o de sangre periférica, sea inducida por los propios linfocitos T activados, lo que es

denominado fratricidio.(3® También los linfocitos T citotéxicos pueden inducir la muerte a otros
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linfocitos T por la via de granzimas-perforina (ademads de la via del receptor de muerte) y activar a
la granzima B, que también es un proteasa que degrada a CD3(.(5354)

También existen reportes en los cuales la cadena { disminuye como consecuencia de la apoptosis
de los linfocitos T; sin embargo, otros estudios sugieren que dichos fenémenos son
independientes, por ejemplo, la reduccion de la expresién de la cadena £ como consecuencia del
estrés oxidativo provocado por los macréfagos asociados al tumor provenientes de derrames
pleurales malignos. (>3

Ademas, la disminucién de la expresion de CD3({ también puede ocasionarse por la activacion
crénica del linfocito T (mecanismo de autorregulacion). En este contexto es importante mencionar
que la activacion crénica del linfocito se debe a la exposicion continda hacia los antigenos
tumorales y a la inflamacién crénica. @V Este tipo de inflamacién se presenta en los distintos tipos
de cancer, (e inclusive favorece la progresion de los mismos), en las enfermedades autoinmunes y
en las infecciones crénicas en las cuales se reporta la reduccion en la expresiéon de la cadena (.
Otro factor soluble poco estudiado que aumenta la degradaciéon de CD3( es un factor aun no
caracterizado llamado ZIP (proteina inhibidora de la cadena () secretado por las células tumorales
in vitro. (59

La disminucion en la expresion de la cadena ¢ también tiene un significado clinico, debido a que
se correlaciona con un pobre pronéstico y en la sobrevida de los pacientes con cancer de cabezay

cuello. (49

Reduccién de 1a expresién de CD3¢ y de la molécula CD28 en linfocitos T

Ademids de la reduccion de la expresion de CD3(, se ha reportado que los linfocitos T pueden
presentar alteraciones en la expresion de CD3¢. Esta molécula se encuentra disminuida en TIL, en
TAL y PBLs provenientes de pacientes con cancer renal y de préstata, (51 57) lo cual sugiere que, los
factores involucrados en la regulacion negativa de CD3¢ afectan progresivamente hasta un nivel
sistémico. También se han observado niveles bajos de la cadena € en los PBL y en células T Jurkat
cocultivadas con lineas celulares de carcinoma de ovario, asi como en los linfocitos T de pacientes
con tuberculosis y de pacientes con lepra. (°8)

No se conocen los mecanismos moleculares responsables de la disminucion de CD3g, s6lo se ha

encontrado que su expresion se ve reducida en linfocitos T apoptéticos y cuando hay ausencia de

CD3C.
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Por otro lado, hay reportes de la reduccion en la expresion de la molécula coestimulatoria CD28
en los linfocitos T apoptéticos de pacientes con hepatocarcinoma y de pacientes con hepatitis C.
In vitro se ha demostrado la regulacion negativa de CD28 en linfocitos T Jurkat en apoptosis
(inducida por FasL). %)

La reduccién de la molécula coestimulatoria CD28 puede explicar la presencia de linfocitos T no
responsivos o anérgicos en los pacientes con cancer.

Aunado a la disminucién de las moléculas del complejo CD3 asi como la induccién de apoptosis,
hay otras alteraciones de la respuesta a mitégenos del linfocito T en distintos tipos de cancer, por
ejemplo: en la movilizacion de Ca?* intracelular, en la reducciéon de la actividad de tirosinas

cinasas, en la capacidad de proliferacién y en la secrecién de citocinas. (51

Factores solubles y células inmunes presentes en el liquido pleural y plasma de pacientes con
cancer pulmonar

Si bien cada tipo de cancer es diferente, el cincer pulmonar comparte mecanismos de evasién con
respecto a otros tipos de cancer. En este contexto, se ha reportado que las células tumorales de
pulmoén secretan arginasa I (mencionada anteriormente) y citocinas que tienen efectos
inmunosupresores. En los pacientes con NSCLC hay una polarizacion de los linfocitos T a un tipo
Th2 (secretor de un patrén de citocinas tipo 2) que desfavorece la respuesta inmune celular.
Ademds, tanto las células de mesotelioma, como las células infiltrantes en el espacio pleural (0 y
las lineas celulares de carcinoma pulmonar (¢1), pueden producir concentraciones elevadas de TGF-
3 en los derrames pleurales, y por lo tanto tener un efecto inmunosupresor en los linfocitos T
presentes en el cancer pulmonar. (°9- En cuanto a las células inmunes de los pacientes con cancer
pulmonar se ha encontrado que, en el derrame pleural hay un reclutamiento ineficiente de células
T por lo cual ademas de ser ineficientes se encuentran en cantidad reducida. (62 La presencia de las
células T en el sitio del tumor es importante, ya que la disminucion de la relacién CD4/CD8 es un
marcador de mal prondstico en pacientes con adenocarcinoma pulmonar (¢3). Por lo tanto es
importante conocer que tipo de disfunciones presentan los linfocitos T para disefiar nuevas
estrategias terapéuticas.

En el cdncer pulmonar, ademds de encontrarse células Ty las propias de una reaccion inflamatoria
(NK, neutrofilos, APCs), se han detectado células inmunosupresoras. Dentro de este contexto, se
ha reportado un incremento del porcentaje de células Treg en el liquido pleural de pacientes con
cancer pulmonar. Mientras que en la sangre periférica de pacientes con NSCLC se han
caracterizado recientemente a células mieloides supresoras que pueden estar contribuyendo a la

deficiencia de los linfocitos T de estos pacientes. (64)
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La poblacién de linfocitos T CD8, aislada del liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar, es principalmente de memoria y no efectora, por lo cual se postula que, en el cincer
pulmonar pueden existir factores solubles en el microambiente que impidan la diferenciacién de
la célula CD8 hasta célula efectora, o esté disminuyendo su cantidad por apoptosis selectiva en
ésta poblacion. (65) Estos resultados son el antecedente directo de este trabajo, en el cual se evaluo
la apoptosis y la expresiéon de CD3(, CD3¢ y de CD28 en linfocitos T Jurkat cultivados con lineas
tumorales de adenocarcinoma pulmonar. En este estudio, se observé la disminucién tanto en la
expresion de CD3g como de CD28, no asi de la cadena C. Mediante esta metodologia no se indujo
apoptosis en las células T Jurkat, lo cual es congruente con la falta de expresién de la proteina FasL
asi como de su mRNA en las lineas tumorales empleadas. Con base en lo anterior, se plante6 la
posibilidad de que no se esté ejerciendo el contraataque tumoral como un mecanismo de evasién
en al cdncer pulmonar, pero si se provoque una disfuncién en la célula T, al disminuir la expresiéon
de moléculas indispensables para su activacion (CD3g y CD28). (65:66)

En general, los antecedentes muestran que las células tumorales son capaces de reducir la
expresion de CD3(, CD3¢ y CD28, ademas de inducir apoptosis en los linfocitos T tanto 7/n vivo
como 7n vitro, por un contacto directo célula tumoral-linfocito T, o bien, por los factores que se
secretan o inducen en el microambiente tumoral. Si bien este fenédmeno no se ha demostrado en
el ciancer pulmonar, dichos factores inmunosupresores pueden encontrarse tanto en los derrames
pleurales (a nivel local) y pueden circular en el plasma de pacientes con cancer pulmonar,
provocando que una inmunosupresién local progrese a una inmunosupresion sistémica, que

permita la expansion incontrolada del cancer y la muerte del hospedero.
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JUSTIFICACION

El cancer pulmonar es un problema de salud ptiblica, en nuestro pais se estima que en el ano 2010
habra mas de 10 000 muertes anuales debidas a esta enfermedad. El cancer pulmonar es el de mas
alta mortalidad, y a pesar del tratamiento con quimioterapia y radioterapia, los pacientes con
cancer pulmonar tienen una baja sobrevida. ( Por lo tanto, es crucial entender la patogénesis de
este cancer asi como los procesos biolégicos que pueden impedir y controlar su progresion, como
es el caso de la respuesta inmune antitumoral. Conociendo cémo se da esta respuesta y los
defectos cualitativos y cuantitativos que presentan las células inmunes de los pacientes, es posible
tratar de implementar inmunoterapias que restituyan la actividad eficiente de la respuesta inmune
antitumoral y que los pacientes con cancer prolonguen su vida y se restablezcan de la enfermedad.
Debido a que los linfocitos T son los principales efectores de la respuesta inmune antitumoral, es
fundamental el estudio de su participacion y disfuncién en los pacientes con cancer. En
investigaciones previas se ha encontrado la disfuncion de las células T provenientes del liquido
pleural y del plasma de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar (¢).

Este trabajo de Tesis pretende conocer si estas muestras bioldgicas tienen el efecto bioldgico de
disminuir la expresion de las moléculas indispensables en la activacion del linfocito, CD3¢, CD3¢
y CD28, asi como la capacidad de inducir apoptosis en un modelo de linfocitos T; como ha sido
reportado ampliamente en las células T provenientes de pacientes con otros tipos de cancer. Lo
anterior implicaria conocer nuevos mecanismos de evasién del cancer pulmonar en contra de la
respuesta inmune y permitiria explicar la disfuncién observada en los linfocitos T de los pacientes

con adenocarcinoma pulmonar.
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HIPOTESIS

El liquido pleural y el plasma de pacientes con adenocarcinoma pulmonar disminuirdn la
expresion de CD3(, CD3e y CD28 e induciran apoptosis en linfocitos T Jurkat como posibles

mecanismos de evasioén tumoral.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del plasma y del liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar en

la expresion de CD3(, CD3¢y CD28, y en la inducciéon de apoptosis en los linfocitos T Jurkat.

Objetivos particulares

= Evaluar el nivel de expresiéon de CD3(, CD3e y CD28 en células T Jurkat tratadas con el plasma
o el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, mediante citometria de

flujo.

=  Semicuantificar el mRNA de CD3(, para determinar si la alteracién de esta molécula es a nivel

de la expresion del transcrito.

= Comparar cada una de las determinaciones anteriores con células T Jurkat tratadas con plasma

de sujetos sanos.

®= Comparar cada una de las determinaciones anteriores con células T Jurkat tratadas con el

liquido pleural de pacientes con patologias no malignas.
=  Determinar el efecto apoptético del plasma o del liquido pleural de pacientes con

adenocarcinoma pulmonar en los linfocitos T Jurkat, por medio de marcaje con Anexina V y

yoduro de propidio.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

Linea celular

Como modelo de linfocitos T humanos se utilizé la linea celular Jurkat clona E6.1 obtenida de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Esta linea celular expresa Fas y es
susceptible a la apoptosis via Fasl; ademas se ha empleado en el estudio de las subunidades del
complejo CD3. (56.67)

Los linfocitos T Jurkat se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado, 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA). Las células se incubaron en atmésfera himeda con 5% de CO,
a 37°C. En cada experimento se utilizaron células en la fase exponencial de su crecimiento con
una viabilidad mayor al 90%. Las células Jurkat estuvieron libres de contaminacién por

micoplasma.

M uestras bioldgicas

Se utilizaron muestras de plasma y de liquido pleural provenientes de 15 pacientes con
diagnéstico de adenocarcinoma pulmonar admitidos en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (México, D.F.). Los pacientes tenian un promedio de edad de 60 afios (intervalo de
35 a 85 anos) con estadios avanzados del cancer, estadios IlIb (4 pacientes) y IV (11 pacientes).
Ningin paciente recibié tratamiento farmacoldgico previo al estudio. La muestra sanguinea se
centrifugé a 1800r.p.m. por 10min y se recuperé el plasma que se mantuvo a -20°C. De manera
previa a su uso las muestras bioldgicas se descongelaron a 37°C, se centrifugaron a 2 000 r.p.m.,
10 min a 4°C; se esterilizaron por filtracién (membrana de 0.22 pm).

Como controles adicionales se emplearon muestras de plasma provenientes de 12 sujetos sanos y
muestras de liquido pleural de 6 pacientes con patologias no malignas (que comprendian EPOC,
cardiopatias y neumonias). A estas muestras bioldgicas se les aplicé el mismo procedimiento que a

las muestras provenientes de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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Efecto del plasma y del liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma en los linfocitos T
Jurkat

Las células Jurkat se cultivaron a una densidad de 1 x 10° células/ml en placas de 48 pozos,
y para cada condicién (control, plasma y liquido pleural) se mantuvo un volumen final de
0.5 ml por pozo. La dilucién del plasma y del liquido pleural fue 1:3 con respecto al medio
de cultivo.

Después de 24h de incubacién, las células se recuperaron por agitacién mecanica suave, y
lavaron con medio RPMI 1640 por centrifugaciéon a 1 500 r.p.m. 5 min. El paquete celular se
resuspendié en medio RPMI 1640 fresco, las células se contaron por medio de una cimara
de Neubauer, se determiné su viabilidad mediante tincién vital con azul de tripano y las
células se ajustaron a las mismas condiciones de experimentacion iniciales (se mantuvieron
las mismas proporciones de las muestras biologicas y de densidad celular). Cada 24h se
repitié este procedimiento para mantener la misma densidad de células T Jurkat y retirar el

medio de cultivo metabolizado. El tiempo total de incubacién de los cultivos fue de 96 h.

Deteccion de apoptosis por el marcaje con Anexina V-FITC

Después de finalizar el tiempo de incubacion (96h), 1x10° células provenientes de cada
condicién (control, plasma y liquido pleural), se lavaron con medio de cultivo y
resuspendieron con 100ul de amortiguador HEPES 1M pH 7.4 con Anexina V-FITC (Santa
Cruz Biotechnology, CA) a una concentracion de 2.0pl /10°¢ células y yoduro de propidio
(PI, [Sigma Chemical Co.]), a una concentracién de 10pg/ml. Las células se incubaron 15
minutos a temperatura ambiente (TA) en oscuridad, posteriormente se adicionaron a cada
tubo 300ul de amortiguador HEPES.

La suspension fue analizada por citometria de flujo empleando un haz de excitacién de 488
nm y un filtro con paso de banda de 515 nm para la detecciéon de Anexina V-FITC unida a la
PS extracelular y un filtro > 600 nm para la deteccién de yoduro de propidio intercalado al
DNA.

Con los datos adquiridos de cada condicién de cultivo se realizaron graficos de dispersion
de tamano contra granularidad, se obtuvo la region de anilisis en donde la poblacién era
homogénea, y con base en esta primera region de andlisis, se realiz6 un segundo grifico de

dispersion de la marca de Anexina V-FITC contra PI para obtener las distintas poblaciones:
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células viables, células apoptoticas y las células necréticas. El andlisis cuantitativo se efectu6

con el programa CEll Quest.

Inmunotincién de CD3(, CD3e y CD28 en linfocitos T Jurkat

A las 72h y 96h de incubacién, de cada cultivo se tom6 una alicuota conteniendo 1x10°
células viables en la cual se realizaron las inmunotinciones de CD3(¢, CD3¢ y de CD28. Las
células Jurkat restantes fueron empleadas para la extraccién de RNA.

De la suspension celular obtenida de cada condicién de cultivo, 1 x 10° células se
resuspendieron en 200 pl de amortiguador PBS adicionado con BSA al 1% y NasN al 0.1%,
pH 7.4 (amortiguador de tincién). A la suspension celular se le adicionaron 5.0 pl del mAb
anti CD28-CyChrome clona CD28.2 (PharMingen, USA) y 2.0 ul del mAb anti CD3e-FITC
clona UCHT-1 (Sigma Co.), se incubaron a 4°C durante 30 min en oscuridad.

Posterior a la incubacién las células se lavaron y centrifugaron, el paquete celular se
resuspendio en 300ul de disolucion fijadora de para-formaldehido 1X (Becton Dickinson,
CA), las células se incubaron 10 min, a TA en oscuridad. Después de lavar se incubaron con
100 pl de disoluciéon permeabilizadora 1X (Becton Dickinson, CA) 10 min a TA en
oscuridad, se lavaron nuevamente y resuspendieron en 200 ul de amortiguador de tincién.
Tras la adicion de 2.5 pl de mAb anti CD3E-PE clona 2H2D9 (TIA-2) adquirido de Coulter,
Marseille, se incub6 por 30 min a TA en oscuridad. Se realizé un tltimo lavado, después del
cual las células se resuspendieron en 300 pul de disolucién fijadora.

Se adquirieron por lo menos 5 000 eventos en el citometro de flujo (FACScalibur, Becton
Dickinson, CA). Las muestras provenientes de los cultivos de 72 y 96h se analizaron
conjuntamente, a fin de mantener la misma sensibilidad y ruido del equipo y hacer
equiparables los resultados.

El andlisis cuantitativo se realizo con el programa WinMDI 2.8 empleando grificos de
tamano y dispersion para obtener la regiéon de analisis con la poblacion homogénea. Con
base en esta primera region, se realizaron histogramas del niimero de eventos con respecto a
la intensidad de fluorescencia debida a uno de los fluorocromos. Con los histogramas
anteriores se obtuvo tanto la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las células Jurkat

blanco como de las células Jurkat tenidas.
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Para cada condiciéon (control, plasma y liquido pleural), se obtuvo la diferencia de la
intensidad media de fluorescencia (AMFI) entre las células teniidas y la autofluorescencia,
empleando la siguiente férmula: AMFI = (MFI células T Jurkat tenidas) - (MFI
autofluorescencia de las células T Jurkat). El calcular la AMFI fue necesario debido a que las
células T Jurkat tratadas con las muestras bioldgicas cambiaban su granularidad y su
autofluorescencia comparadas con las células T Jurkat control.

El efecto de las muestras bioldgicas sobre las células T Jurkat se comparé con las células
incubadas en medio de cultivo (control). Para analizar los cambios en la expresiéon de las
moléculas se realiz6 una prueba ANOVA pareada; y se aplico la prueba de Tukey para
determinar las diferencias estadisticas entre los diversos tratamientos empleando el
programa estadistico (Prism 3.0). Los valores de alfa menores a 0.05 fueron considerados

como estadisticamente significativos.

Extraccién de RNA total

Se extrajo el RNA total de los linfocitos T Jurkat (5x10° a 8x10° células), provenientes de
cada tratamiento y se lavaron con amortiguador PBS, pH 7.4, estéril y se resuspendieron en
500 pl de TRIzol Reagent (Invitrogen, CA) almaceniandose a -80°C. La extraccion del RNA
se realiz6 por el método de fenol-cloroformo: a cada tubo se adicioné 100 pl de cloroformo,
se mezcl6 vigorosamente y se centrifugd a 12 000 r.p.m., 15 min a 4°C. Se obtuvieron dos
fases: la acuosa y la orgdnica, la cual se deseché. A la fase acuosa se adicioné 250 pl de
isopropanol para precipitar el RNA, se incubé a TA por 10 min. Posteriormente se centrifugé
a 12 000 r.p.m. por 10 min a 4°C, y el paquete se lavé con 500 pl de etanol al 70%.

El RNA se centrifugé a 12 000 r.p.m., 5 min a 4°Cy se dejo secar a TA. El RNA obtenido se
disolvié en 50 pl de agua tratada con dietil pirocarbonato (H,O/DEPC) a 70°C. Las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Se cuantifico el RNA por espectrofotometria (espectrofotémetro, Unicam UV 300), para lo
cual se determiné la absorbancia a dos longitudes de onda: 280nm (para proteinas) y a
260nm (para acidos nucleicos), obteniéndose la concentracién total de nucledtidos y su

pureza.
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Retrotranscripcién (RT) y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacién
de CD3( y B-actina

A partir del RNA total se sintetizo el cDNA por RT, el paso inicial de ésta consistié en la
siguiente mezcla de reaccién: 1 pg de RNA de las muestras, en presencia de oligo dT y
H,O/DEPC, se incub6 a 70°C durante 10 min. A continuacién, a cada muestra se le
adicion6 8.25 ul de la siguiente mezcla de reaccién: Amortiguador RT 5X, DTT 2 mM,
desoxinucléotidos trifosfatos (ANTPs) 0.5 mM, 25 U de inhibidor de RNasa y 200 U de
reverso transcriptasa (Gibco BRL). La sintesis de cDNA consistié en un ciclo a 22°C, 10miny
la extension a 37°C por 60 min.

Con el cDNA sintetizado se amplificé el gen de la cadena { con 6.5 uM de cada uno de los
siguientes primers sentido/antisentido: 5-TCT GAG GGA AAG GAC AAG ATG-3" / 5°-GAG
TGG TGA AAT CCC CTG GC-3, cuyo transcrito tiene un peso de 535 pb. El amortiguador de
reaccion de la PCR (24pl) consté de amortiguador PCR 10X, MgCl, 2mM, dNTPs 0.2 mM,
1.0 pl del cDNA obtenido en la RT, 1.25 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, CA).

La amplificacion de CD3( implic6 la desnaturalizacion a 94°C por 1 min, la alineacién a
60°C por 1.5 min, y la extension a 72°C por 1.5 min. Este proceso se repitié por un total de
30 ciclos, con una extension final a 72°C durante 5min.

La amplificacién del gen de B-actina se realizé con las mismas condiciones de reaccién que
las empleadas para la amplificacion de CD3(, excepto por la concentracion de MgCl,
(1mM) y de los siguientes primers sentido/antisentido: 5°- GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG
- 3" / 5- GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG - 37, utilizdndose una concentracién 2 pM de
cada primer y obteniéndose un transcrito de 214pb.

Alicuotas de 10 pl de la solucién del producto amplificado fueron separadas mediante
electroforesis de DNA y el producto fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5% con
bromuro de etidio. La banda del producto amplificado fue analizada por densitometria con
el equipo ChemiDoc XRS (BIORAD).

La semicuantificacion del mRNA de CD3(, se realiz6 mediante el siguiente indice:
(Intensidad de fluorescencia del transcrito del mRNA de CD3( ) / (Intensidad de
fluorescencia del transcrito del mRNA de (-actina) para cada una de las condiciones de

cultivo de las células T Jurkat (control, plasma y liquido pleural).
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RESULTADOS

Deteccisn de apoptosis en los linfocitos T Jurkat cultivados con plasma o con liquido pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar

Para el andlisis de la apoptosis de las células T Jurkat, cultivadas con las distintas muestras
bioldgicas, se realizaron graficos de dispersion de la granularidad en funcion del tamano; con base
en este grafico se cre6 una region de andlisis (R1) en donde la poblacién celular era homogénea,
ver Fig 12. A partir de la R1 se realiz6 un segundo grafico de dispersion de la marca de Anexina V-
FITC contra PI, este grafico se dividié en cuatro cuadrantes, y se obtuvieron cuatro subpoblaciones
de las células T Jurkat: células viables Anexina V' / PI" (cuadrante inferior izquierdo), células
apoptoéticas Anexina V*/ PI” (cuadrante inferior derecho), las células en apoptosis tardia-necrosis
Anexina V*/ PI* (cuadrante superior derecho) y por tltimo las células necréticas Anexina V- / PI*
en el cuadrante superior izquierdo. Con el fin de descartar si en el plasma se encuentran factores
que inducen la apoptosis de las células T Jurkat bajo las condiciones experimentales empleadas, se

estudi6 el plasma de sujetos sanos. En la Figura 12 se muestra un ejemplo representativo.

PACGIENTE ADENGCARCINGMA PULMONAR SUJETD SAND

COMNTROL PLASMA L FLEURAL CONTROL FLASMA

———— -

Fig 12. Evaluacién de la apoptosis en linfocitos T Jurkat tratados con las muestras bioldgicas. En el panel superior se
muestran los graficos de dispersién del tamano contra la granularidad de las células tratadas por 96h con: el plasma
o el liquido pleural de un paciente con adenocarcinoma pulmonar, y el plasma de un sujeto sano. En el panel
inferior se representan las grificas de Anexina V vs PI y los porcentajes de células viables, células apoptéticas, células
en apoptosis tardia-necrosis y las células necréticas para cada una de las condiciones de cultivo.
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Los linfocitos T Jurkat cultivados en presencia de las muestras provenientes de un paciente con
adenocarcinoma no presentaron apoptosis, en cambio se detecté necrosis a las 96h de incubacién
(Fig 12). Por lo cual se realiz6 una cinética para la evaluacién de la apoptosis, para descartar que la
necrosis fuera producto de los cuerpos apoptéticos no fagocitados en el medio de cultivo; o
determinar si estas muestras biolégicas inducian directamente la necrosis de las células.

La Fig 13 muestra la cinética de apoptosis en la que se compar6 el porcentaje de células Jurkat
viables, apoptoéticas y necréticas tratadas con liquido pleural de un paciente con adenocarcinoma y
su respectivo control. El liquido pleural indujo la disminucién de la viabilidad celular y el

aumento de células en necrosis, pero no en apoptosis.

JURKAT
COMTROL
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[P R T S |-

Fig 13. Cinética de la evaluacién de la apoptosis en linfocitos T Jurkat cultivados con el liquido pleural de un paciente
con adenocarcinoma pulmonar. En el panel superior se muestran los grificos de dispersion (Anexina V-FITC vs PI) de
las células Jurkat control y en el panel inferior las células cultivadas con el liquido pleural de un paciente con
adenocarcinoma pulmonar. Debido a que la necrosis se incremento a partir de las 48 h de incubacién en los linfocitos T
Jurkat cultivados con el liquido pleural, para el andlisis de la viabilidad, se consideré al total de células PI* como células
necroéticas.
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En la figura 14 se muestra el incremento del porcentaje de las células T Jurkat en necrosis,
cultivadas en presencia del liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Por
otro lado, el plasma de los sujetos sanos no provocé ningin tipo de muerte celular en las
condiciones experimentales empleadas, lo que permite descartar la presencia de factores solubles

inductores de muerte en el plasma de individuos sanos.
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Fig 14. Induccién de muerte celular en los linfocitos T Jurkat con el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar. Las células T Jurkat fueron cultivadas por 96h con: A) el plasma o el liquido pleural provenientes de pacientes
con adenocarcinoma pulmonar y B) el plasma de los sujetos sanos. La viabilidad celular se evalué por la tincién con
Anexina Vy PI (Ver Materiales y Métodos).

Expresién de CD3( en los linfocitos T Jurkat tratados con el plasma o el liquido pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar

Para determinar que la metodologia empleada (citometria de flujo) detecta cambios en la
expresion de las moléculas en estudio, los linfocitos T Jurkat fueron tratados con FasL
recombinante (rh), como control positivo. En la Fig 15 se observa la disminucién en la expresion
de las moléculas CD3(, CD3¢ y CD28 en las células T Jurkat tratadas con FasLrh comparadas con

las células control.
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Fig 15. Determinacién de la
AMFI de las moléculas CD3¢,
CD3¢ y CD28 en los linfocitos
T Jurkat tratados con FasLrh. La
disminucién en el valor de la
AMFI se debe a la reduccién de
la expresion de las moléculas.
Al reducirse la expresion de la
molécula en estudio hay menor
fluorescencia y por lo tanto un
menor valor de AMFI

Posteriormente se evalué el efecto del plasma como del liquido pleural de los pacientes con

adenocarcinoma pulmonar en la expresion de CD3( en los linfocitos T Jurkat. En la Fig. 16 se

muestra un ejemplo representativo de la disminucién de la expresion de la cadena £ a las 96h de

cultivo con el plasma o el liquido pleural de un paciente con adenocarcinoma pulmonar.

CONTROL G6h PLASMA 06k

LiQuipo PLEURAL 96h

» AUTOFLIPORESCEMCIA DEL COMTROL

LIUIDG PLEURAL

COMTROL

AUTOFLUORESCENCIA DE LAS CELULAS CON: I cop pLASHA

BN cown LiouDo PLEURAL

Fig 16. Disminucién de la
expresién de CD3( en linfocitos
T Jurkat cultivados por 96h con
plasma y liquido pleural. Se
obtuvieron diferentes regiones
de andlisis en donde las células
se distribufan homogénea-mente
(panel superior). Con base a
cada regién se realizaron los
histogramas (panel inferior) en
donde se muestra la
disminucién de la expresion de
CD3{ en los linfocitos T
cultivados tanto con el plasma,
como con el liquido pleural de
un  paciente con  adeno-
carcinoma pulmonar. La
disminucién en la expresion de
CD3{ se muestra con una menor
AMFI. El valor de la AMF se
muestra en cada condicién.

37



RESULTADOS

La expresion de CD3( disminuy6 significativamente en los linfocitos T Jurkat cultivados tanto a las
72 como a las 96h con el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma. Esta reduccion
también se observé en las células cultivadas durante 96h con el plasma de estos pacientes. En
cambio, la expresion de CD3({ no se alter6 con el plasma derivado de los sujetos sanos, ni con el
liquido pleural de los pacientes con patologias no malignas, ver Fig 17. Esto indica que hay
factores solubles, tanto en el liquido pleural como en el plasma de los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, que disminuyen la expresion de la cadena . La reduccién en la
expresion de CD3( fue mayor en las células T Jurkat tratadas con el liquido pleural comparada con
la inducida con el plasma (p < 0.01). Ademads el fendmeno fue observado a partir de las 72h en las

células tratadas con el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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Fig 17. Andlisis de la expresién de CD3(-PE de las muestras bioldgicas con su respectivo control. Se
representan los graficos de correlacién (mediante una linea continua) entre el AMFI de los linfocitos T Jurkat
control y la AMFI de los linfocitos T tratados con el plasma o con el liquido pleural. Las lineas horizontales en
cada gréfico representan el valor promedio de la AMFI para cada tratamiento.
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Expresién de CD3¢ en los linfocitos T Jurkat tratados con el plasma o el liquido pleural de

pacientes con adenocarcinoma pulmonar

También se evalud si la expresion de CD3e se alteraba por el tratamiento con las muestras

provenientes de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Esta determinacion se realizé de la

misma manera que la empleada para CD3( descrita anteriormente.

El plasma de los sujetos sanos, el liquido pleural de los pacientes con patologias no malignas y las

muestras bioldgicas de los pacientes con adenocarcinoma, no modificaron significativamente la

expresion de CD3¢ en los linfocitos T Jurkat. Ver Fig 18
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Fig 18. Anilisis de la expresién de CD3e&-FITC. Se muestra el AMFI en los linfocitos T Jurkat tratados con las
distintas muestras bioldgicas, comparada con su correspondiente control a las 72 y 96h de incubacion. Las

lineas horizontales en cada gréfico representan el valor promedio de la AMFI para cada tratamiento.
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Expresién de CD28 en los linfocitos T Jurkat tratados con el plasma o el liquido pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar

La expresion de la molécula coestimulatoria CD28 no se alteré con las muestras de plasma de los
sujetos sanos, con el liquido pleural de patologias no malignas ni con las muestras biolégicas de
los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. En las células T Jurkat tratadas con el liquido pleural

de los pacientes con patologias no malignas, se indujo una reduccién no significativa de la

expresion de CD28 a las 72 y 96h (p=0.056). Ver Fig 19
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Fig 19. Andlisis de la expresién de CD28-CyChrome. Las lineas horizontales en cada gréfico representan el
valor promedio de la AMFI para cada tratamiento.
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Semicuantificacién del mRNA de CD3(

Una vez determinada la reduccion en la expresion de CD3( a nivel de proteina, se procedio a
identificar si dicha disminucién era consecuencia del decremento en la expresion de su mRNA.

La semicuantificacién del mRNA de CD3( se realizé mediante la comparacién de la expresion de
este mensajero y la expresion del mRNA del gen constitutivo para B-actina (Ver Materiales y
Métodos).

En la figura 20 se muestra un ejemplo de la expresion del mRNA de CD3( de los linfocitos T Jurkat
cultivados con: liquido pleural de un paciente con adenocarcinoma pulmonar, liquido pleural
proveniente de un paciente con una patologia no maligna, y ademas con plasma de un sujeto

sano.

FACIENTES

PATOLCG RS - — -
ADEMNGCARCINGMA PULMONAR MO MALIGNAS SUJETOS SANCS

Fig 20. Ejemplo de la semicuantificacién del mRNA de CD3(. Se muestra el producto de la RT-PCR del
mRNA de CD3{y del mRNA de B-actina (control de expresion), de los linfocitos T Jurkat cultivados con
diversas muestras bioldgicas. En cada caso se presentan las distintas condiciones de cultivo: control (C),
células cultivadas con plasma (P) o a las células cultivadas con liquido pleural (LP). Se observa que la
expresion del mRNA de CD3( (relacién CD3({/fB-actina) no se alterd en los linfocitos T Jurkat tratados
con las distintas muestras biolégicas comparandolas con su respectivo control. (MP = Marcador de peso
molecular)

En general, la expresion del mRNA de CD3( no se alterd en los linfocitos T Jurkat tratados con: a)
el liquido pleural o con el plasma de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, b) el plasma de
los voluntarios sanos, c) el liquido pleural de los pacientes con patologias no malignas.

La expresion del mRNA de CD3( disminuy6 en los linfocitos T Jurkat tratados con el liquido

pleural como con el plasma de sélo dos pacientes con adenocarcinoma pulmonar. No obstante,
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esta disminucién no fue estadisticamente significativa, ver Fig 21. Esto se debe a que en la mayoria

de los casos la expresion del mRNA para CD3( no se modificé en los linfocitos T Jurkat cultivados

con las muestras de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Lo que indica que en dichas

muestras biolégicas diversos factores solubles disminuyen la expresion de la cadena CD3(,

exclusivamente a nivel de proteina.
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Fig 21. Semicuantificacién del mRNA de CD3( en los linfocitos T Jurkat cultivados con el plasma y liquido pleural
de los pacientes con adenocarcinoma. En las células T Jurkat cultivadas con el plasma y las cultivadas con el

liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, no se redujo la expresion del mRNA de CD3C(.
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La cuantificacién de la expresiéon de CD3( mediante citometria de flujo tiene la limitante de que,
al realizarse la inmunotincién intracelular de esta cadena no se sabe su localizacién, asi que no es
posible conocer si se trata s6lo de la disminucién de la expresion por defectos en su transporte o
por un incremento de su degradacion. Para poder discernir entre estas dos contingencias podrian
realizarse estudios de inmunofluorecencia como los realizados por Valitutti S. y cols, (3) en donde
se aprecia tanto los niveles de expresiéon de CD3( y su localizacién celular, es decir a nivel de
membrana o al interior, acumulada en el citoplasma o en los lisosomas.

Otro mecanismo asociado con la disminucién de la expresion de CD3( es el estrés oxidativo de los
linfocitos T. El estrés oxidativo juega un importante papel en la respuesta defectuosa del linfocito T
observada en varios tipos de cancer, asi como en enfermedades no malignas (artritis reumatoide,
lepra y VIH). (7475)

El estrés oxidativo es generado por el desequilibrio entre la produccién de los radicales libres
especialmente las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante de la célula, (76)
ademds puede ser provocado por factores solubles presentes en las muestras bioldgicas de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar o por su induccion a nivel intracelular en las células T
Jurkat. Los radicales y sus subproductos son liberados durante la inflamaciéon crénica por los
macréfagos y por los neutréfilos infiltrantes al tumor. (°8) Los ROS son capaces de alterar el
equilibrio redox en la célula afectando la actividad del reticulo endoplasmico, (¢) que se traduciria
en alteraciones en el ensamblaje de CD3({ con CD3e.

En este orden de ideas, la reduccion de la expresiéon de CD3( por efecto de los radicales libres se ha
observado en modelos tanto in vitro como in vivo, pero se desconoce el mecanismo molecular. (74)
Un interesante estudio realizado por Cemerski y cols. (74, muestra que la reduccién de la expresion
de CD3( se debe a su alteracion conformacional. Los autores determinaron la expresion de CD3(
mediante la citometria de flujo en linfocitos T provenientes de pacientes con artritis reumatoide
cultivados bajo estrés oxidativo (inducida por neutréfilos), encontrando que la expresion de CD3(
disminuyd; sin embargo dicha proteina se expres6 en niveles normales al utilizar un mAb anti-
CD3¢, que reconoce un epitope no conformacional empleado en Western Blot. Esta modificacién
estructural provoca que CD3{ no sea reconocida por el Ab anti-CD3({ (TIA-2), que es el mismo
utilizado en este trabajo de Tesis.

La alteracion conformacional de CD3{ es producto de la capacidad de los radicales libres de
modificar quimicamente a las proteinas al oxidar enlaces sulfhidrilo (mediante los cuales se une el
homodimero de CD3(), y como consecuencia se modifica su configuracion espacial y le resta

rigidez y estabilidad. Asi se sugiere que hay niveles normales de CD3( en las células T, pero el
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cambio conformacional en esta cadena impide que sea detectada eficientemente mediante
citometria de flujo y que aparentemente disminuya su expresion, lo cual es consistente con la
expresion normal del mRNA para CD3C. (74)

Por otro lado, los resultados de esta tesis son contrarios al antecedente directo en el cual, en los
linfocitos T Jurkat cocultivados con lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar, disminuye la
expresion de CD3g y CD28 aunque no CD3(. (Prado-Garcia y cols. resultados no publicados) T35 discrepancias
entre estos dos trabajos pudieran deberse a que el efecto en la expresién de CD3¢ y CD28 se deba
exclusivamente por el contacto directo célula T Jurkat-célula tumoral.

Otra posibilidad por la cual no se observo la disminucién in vitro de CD3( en los cocultivos de las
células Jurkat con las células tumorales, es que las lineas tumorales hayan perdido la capacidad de
secretar factores que /n vivo eran capaces de liberar al microambiente tumoral; no obstante dichos
factores si pueden encontrarse en las muestras bioldgicas de los pacientes con adenocarcinoma y
ser capaces de reducir la expresién de CD3(, lo que se observé en este trabajo de Tesis. También es
posible que los factores solubles causantes de dicha disminucién sean liberados por otras células
(por ejemplo del sistema inmune) como consecuencia de la presencia del tumor.

Recapitulando, el liquido pleural y el plasma de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
disminuyen la expresién o alteran la conformacién de CD3(. Esta disfuncion es mediada por
factores solubles que son secretados o inducidos 7in vivo por las células tumorales del ciancer
pulmonar en contra de los linfocitos T. Estos factores solubles se encuentran mas concentrados en
el liquido pleural y son capaces de difundir y pasar a la circulacién periférica. Ver Fig 22.
Finalmente, la reduccién de la expresion de CD3( puede ser un mecanismo de evasion del cancer
pulmonar, cuyo significado biolégico es la disfuncion del linfocito T para eliminar y controlar el
progreso del tumor. Esto puede explicar en parte la inmunosupresion observada en los pacientes
con cancer. Aunque falta aclarar si la reduccién de CD3( es causada directamente por lo factores
solubles secretados por el tumor, o es provocada por la inflamacién crénica presente en los

pacientes con cancer pulmonar.
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Fig 22. Posibles factores involucrados en la disminucién de la expresién de CD3( en los
linfocitos T Jurkat tratados con el liquido pleural o el plasma de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. Las alteraciones a nivel de la proteina CD3( puede deberse
a la induccion del estrés oxidativo en la célula T Jurkat, provocado por factores
secretados por los macréfagos o neutréfilos infiltrantes al tumor. En algunos casos, la
disminucién de la expresion de CD3( fue consecuencia de la reduccién de la expresion
de su mRNA, probablemente por concentraciones bajas de L-arginina o de triptofano
ocasionadas por la acciéon de enzimas secretadas o inducidas por el tumor. En general,
los factores solubles involucrados en la reduccién de CD3( tanto a nivel de proteina
como de su mensajero, son capaces de difundir a sangre periférica.
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Como se mencion6 en los Antecedentes existen distintos mecanismos de evasiéon tumoral en
contra de la respuesta inmune antitumoral. Las células tumorales provocan la disfuncion del
linfocito T por dos tipos de contacto: el primero implica la interaccién directa célula tumoral-
célula T, el segundo tipo de contacto es indirecto mediado por factores solubles secretados por la
célula neoplasica; o bien que ésta estimule a las células del estroma u otras células del sistema
inmune para producirlos. Considerando que dichos factores solubles se presentan en el ambiente
tumoral y a nivel sistémico, se planteé la hipdtesis de trabajo que consistia en probar si el liquido
pleural o el plasma de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar inducen la apoptosis en los
linfocitos T Jurkat, y si reducen la expresion de CD3(, CD3e y de CD28 como posibles

mecanismos de evasion del cancer pulmonar.

Evaluacion de 1a apoptosis en los linfocitos T Jurkat cultivados con el plasma y el liquido pleural
de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

Se ha demostrado que el plasma de pacientes con cincer induce apoptosis en los linfocitos T,
siendo FasL el principal ligando de muerte que podria encontrarse en su forma soluble o
contenido en microvesiculas. (4748)

Los resultados muestran que el plasma y el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar no indujeron apoptosis en los linfocitos T Jurkat, ya que no se incremento el porcentaje
de apoptosis obtenido con el marcaje con Anexina V. No obstante que éstas células T son sensibles
a la apoptosis mediada por Fasl y a que la metodologia empleada fue muy semejante a la
reportada en otros trabajos en donde el liquido ascitico de pacientes con cancer de ovario y el
plasma de pacientes con carcinoma oral, indujeron apoptosis en las células T Jurkat. (56 48)

La ausencia de apoptosis en los linfocitos T Jurkat es consistente con la observacion de que el
cocultivo directo de lineas de adenocarcinoma pulmonar no induce la apoptosis en las células T
Jurkat. (6) Dichas lineas tumorales no expresaron FasL a nivel de proteina, ni a nivel del
mensajero. (Comunicacién personal) Tampoco es probable que las células tumorales estén induciendo la
liberacién de factores inductores de apoptosis en otras células.

Con base en estos resultados, no se sustenta la hipotesis del contraataque tumoral mediado por
Fasl. como un mecanismo de evasion del cidncer pulmonar. No obstante, la reducciéon de la

viabilidad por un ligero aumento en el porcentaje de necrosis, exclusivamente en los linfocitos T
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Jurkat cultivados con el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma, muestra que hay
factores solubles en el ambiente tumoral que causan directamente la necrosis de las células T
Jurkat, sin inducir apoptosis.

Por otro lado, el plasma de los sujetos sanos y el liquido pleural de los pacientes con patologias no
malignas, no alteraron la viabilidad de los linfocitos T. Debido a esto es posible afirmar que las
condiciones de cultivo fueron apropiadas, se descarté la presencia de factores que indujeran la
muerte en los linfocitos T Jurkat, o que se indujera la necrosis por el cambio de la concentracién
de nutrientes, al cultivarse a las células T Jurkat con muestras bioldgicas y que no estuvieran en la
condicién éptima de cultivo in vitro.

Cabe resaltar que el aumento en el porcentaje de necrosis no es un artificio por los cuerpos
apoptoticos no fagocitados en el medio de cultivo, ni se trata de restos celulares, como se
comprobé mediante la evaluacidén de la apoptosis a distintos tiempos.

Aunque el porcentaje de necrosis no fue mayor al 15%, la necrosis /n vivo pudiera causar que los
linfocitos T no eliminen a las células cancerosas en el cincer pulmonar, ya que in vivo los factores
causantes de la necrosis se encontrarian aun mas concentrados, asi que posiblemente se induzca
mayor necrosis en los linfocitos T, lo que seria factible de reconocer por estudios de
inmunohistoquimica en cortes histolégicos de adenocarcinoma pulmonar.

La induccién de necrosis en los linfocitos T por la célula tumoral como un posible mecanismo de
evasion tumoral no ha sido estudiada, pero si se ha relacionado la necrosis y la inflamacién
crénica como fenémenos determinantes, tanto en la disfunciéon de las células T como en la
progresion del tumor. (21 68 69) En el cancer pulmonar hay inflamaciéon crénica en el pulmon,
inclusive en estadios tempranos, ®) lo que causa la acumulacién de los factores solubles
producidos durante la inflamacién crénica (por ejemplo, las especies reactivas de oxigeno), y cabe
la posibilidad de que éstos sean los causantes de la necrosis de los linfocitos T Jurkat al provocar
una falla bioenergética y una pérdida rapida de la integridad de la membrana plasmatica. (29)

Un factor que permite afirmar que la necrosis es provocada por la presencia del tumor, es el hecho
de que los liquidos pleurales no malignos no modificaron la viabilidad de los linfocitos T Jurkat.
Una diferencia muy marcada entre los liquidos pleurales malignos y los no malignos utilizados en
este estudio, es que los primeros tienen factores secretados por las células tumorales y los
productos de la inflamacién crénica, por el contrario los liquidos pleurales no malignos no
contienen estos factores por ser benignos y provenientes de una inflamacién aguda. Si bien esta es
s6lo una especulacion de lo que puede suceder /n vivo, una perspectiva del trabajo seria evaluar la
necrosis de los linfocitos T como un mecanismo de evasion tumoral o determinar si es una

consecuencia inherente a la respuesta inmune antitumoral.
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Efecto del plasma y del liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar en la
expresién de CD3(, CD3¢ y CD28 en los linfocitos T Jurkat

La disminucién de la expresion de CD3( en los linfocitos T es un importante mecanismo de
evasion tumoral y puede llevarse a cabo en el cancer pulmonar debido a que los resultados

muestran que se redujo la expresion de la proteina CD3C.

Aun cuando disminuy6 la expresion de CD3(, no se modificé la expresion de la subunidad CD3e.
Tampoco se alteré la expresion de la molécula coestimulatoria CD28 en los linfocitos T Jurkat
cultivados con las muestras biolégicas de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Muy poco
se sabe de la regulacion de la expresiéon de CD28, pero se ha comprobado que es regulada
negativamente en los linfocitos T en apoptosis, (*9 al igual que CD3( y CD3e. (17.21) Dado que no
se observo apoptosis en las células T Jurkat, no deberia de alterarse la expresién de CD28. Esto
justifica el hecho de que CD28 no modificé su expresion.

La expresion reducida de CD3( en las células T Jurkat tratadas con el liquido pleural de pacientes
con adenocarcinoma pulmonar a los dos tiempos de incubacién (72 y 96h) y con el plasma so6lo a
las 96h, puede deberse a que dichos factores se encuentren mas concentrados en el liquido pleural.
Es posible que estos factores puedan difundir a la sangre periférica y, a pesar de estar en una
menor concentracién que en el liquido pleural, son capaces de reducir la expresiéon de CD3( en los
linfocitos T Jurkat, y posiblemente alteran sistémicamente la funcion de las células T in vivo.

Como se menciond, en s6lo dos muestras (una de plasma y otra de liquido pleural) provenientes
de distintos pacientes con adenocarcinoma pulmonar disminuyé la expresion del mRNA de CD3(.
Es probable que en estas muestras bioldgicas se encuentre la arginasa. Dicha enzima reduce la
concentracion de L-arginina que provoca la inestabilidad del mRNA de CD3({ y la disminucién
consecuente de la sintesis de la proteina CD3C. Otra enzima que puede estar causando el mismo
efecto que la arginasa, es la NOS,. (70 La expresion del mRNA para CD3( también puede disminuir
por concentraciones bajas de triptofano por la acciéon de la IDO que es expresada en las células
tumorales de NSCLC, (?V) y por ende también puede encontrarse en alguna de las muestras

biolégicas de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

Posibles mecanismos responsables de la reduccién de la expresién de CD3( en los linfocitos T
Jurkat

Al no disminuir la expresién del mRNA para CD3(, los principales mecanismos implicados en la

reduccion de la expresion de la proteina estarian actuando a nivel post-transcripcional. Se sabe que
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los mecanismos de la reduccién de la expresion de la proteina CD3({ operan principalmente a
nivel de su sintesis, transporte, ensamblaje en la membrana citoplasmadtica, o en su degradacion.
(22)

Con base en los resultados, se puede sugerir que el mecanismo implicado en la reduccién de la
expresion de CD3( es especifico, ya que no se modificé la expresion de CD3g y de CD28. Esto
permite descartar que dicha reduccién en la expresion de la cadena £ sea un artificio como ha
sugerido Deakin, ("2 quien postula que la disminucién de la cadena £ (en modelos in vitro), se
debe a la accién de proteasas liberadas durante el procesamiento de las muestras bioldgicas. Dado
que la accién de estas proteasas extracelulares es inespecifica, hubiera provocado la disminucién
de CD3¢ y CD28 que se localizan en la superficie de la células T Jurkat y no de CD3( que tiene un
dominio extracelular corto y que se encuentra casi en su totalidad en la parte intracelular de la
célula, por lo que no es accesible a la degradacién de proteasas extracelulares.

Dentro de los mecanismos que reducen la expresiéon de CD3( a nivel de proteina se encuentra la
inducciéon de apoptosis. Sin embargo, dicho fenémeno no se observo en las células T Jurkat
tratadas con las muestras de los pacientes, por lo que otros mecanismos pueden estar
involucrados. Aunque se presento la necrosis, en un porcentaje bajo de las células T tratadas con el
liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar; dicho fenémeno no se presenté
con el plasma de los mismos, y la disminucién de la expresion de CD3( se observé en los dos
tipos de muestras bioldgicas; por lo tanto la necrosis y la disminucién de CD3( en los linfocitos T
Jurkat no estan relacionadas.

La expresion de CD3({ también disminuye por incremento de su degradacién en linfocitos T
activados crénicamente, no obstante en este trabajo no se activaron a las células T Jurkat con anti-
CD3, asi que la activacion crénica no explica la reduccion de CD3( observada en los resultados.

Al reducirse la expresion de CD3( se esperaba que concomitantemente disminuyera la expresion
de CD3¢ debido a que no sélo se co-expresan, sino a que la cadena  es la subunidad limitante del
ensamblaje, del transporte y de la expresion de las otras subunidades del complejo CD3. (22)
Debido a que la expresion de CD3e no se modificé, existen dos posibilidades: primero, que la
disminucién de CD3( se deba por un aumento de su degradacion lisosomal, y que el recambio de
CD3¢ sea mas lento que el de CD3(. En segundo lugar, se ha reportado que en la ausencia de
CD3( se activan moléculas “subrogadas” que estabilizan a CD3¢ en la superficie de la célula T y
por lo tanto se expresa en niveles normales. (2!) Estas dos posibilidades explicarian porque no hay

alteraciones en la expresion de CD3g, pero si de CD3(.
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La cuantificacién de la expresiéon de CD3( mediante citometria de flujo tiene la limitante de que,
al realizarse la inmunotincién intracelular de esta cadena no se sabe su localizacién, asi que no es
posible conocer si se trata s6lo de la disminucién de la expresion por defectos en su transporte o
por un incremento de su degradacion. Para poder discernir entre estas dos contingencias podrian
realizarse estudios de inmunofluorecencia como los realizados por Valitutti S. y cols, (3) en donde
se aprecia tanto los niveles de expresiéon de CD3( y su localizacién celular, es decir a nivel de
membrana o al interior, acumulada en el citoplasma o en los lisosomas.

Otro mecanismo asociado con la disminucién de la expresion de CD3( es el estrés oxidativo de los
linfocitos T. El estrés oxidativo juega un importante papel en la respuesta defectuosa del linfocito T
observada en varios tipos de cancer, asi como en enfermedades no malignas (artritis reumatoide,
lepra y VIH). (7475)

El estrés oxidativo es generado por el desequilibrio entre la produccién de los radicales libres
especialmente las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante de la célula, (76)
ademds puede ser provocado por factores solubles presentes en las muestras bioldgicas de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar o por su induccion a nivel intracelular en las células T
Jurkat. Los radicales y sus subproductos son liberados durante la inflamaciéon crénica por los
macréfagos y por los neutréfilos infiltrantes al tumor. (°8) Los ROS son capaces de alterar el
equilibrio redox en la célula afectando la actividad del reticulo endoplasmico, (¢) que se traduciria
en alteraciones en el ensamblaje de CD3({ con CD3e.

En este orden de ideas, la reduccion de la expresiéon de CD3( por efecto de los radicales libres se ha
observado en modelos tanto in vitro como in vivo, pero se desconoce el mecanismo molecular. (74)
Un interesante estudio realizado por Cemerski y cols. (74, muestra que la reduccién de la expresion
de CD3( se debe a su alteracion conformacional. Los autores determinaron la expresion de CD3(
mediante la citometria de flujo en linfocitos T provenientes de pacientes con artritis reumatoide
cultivados bajo estrés oxidativo (inducida por neutréfilos), encontrando que la expresion de CD3(
disminuyd; sin embargo dicha proteina se expres6 en niveles normales al utilizar un mAb anti-
CD3¢, que reconoce un epitope no conformacional empleado en Western Blot. Esta modificacién
estructural provoca que CD3{ no sea reconocida por el Ab anti-CD3({ (TIA-2), que es el mismo
utilizado en este trabajo de Tesis.

La alteracion conformacional de CD3{ es producto de la capacidad de los radicales libres de
modificar quimicamente a las proteinas al oxidar enlaces sulfhidrilo (mediante los cuales se une el
homodimero de CD3(), y como consecuencia se modifica su configuracion espacial y le resta

rigidez y estabilidad. Asi se sugiere que hay niveles normales de CD3( en las células T, pero el
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cambio conformacional en esta cadena impide que sea detectada eficientemente mediante
citometria de flujo y que aparentemente disminuya su expresion, lo cual es consistente con la
expresion normal del mRNA para CD3C. (74)

Por otro lado, los resultados de esta tesis son contrarios al antecedente directo en el cual, en los
linfocitos T Jurkat cocultivados con lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar, disminuye la
expresion de CD3g y CD28 aunque no CD3(. (Prado-Garcia y cols. resultados no publicados) T35 discrepancias
entre estos dos trabajos pudieran deberse a que el efecto en la expresién de CD3¢ y CD28 se deba
exclusivamente por el contacto directo célula T Jurkat-célula tumoral.

Otra posibilidad por la cual no se observo la disminucién in vitro de CD3( en los cocultivos de las
células Jurkat con las células tumorales, es que las lineas tumorales hayan perdido la capacidad de
secretar factores que /n vivo eran capaces de liberar al microambiente tumoral; no obstante dichos
factores si pueden encontrarse en las muestras bioldgicas de los pacientes con adenocarcinoma y
ser capaces de reducir la expresién de CD3(, lo que se observé en este trabajo de Tesis. También es
posible que los factores solubles causantes de dicha disminucién sean liberados por otras células
(por ejemplo del sistema inmune) como consecuencia de la presencia del tumor.

Recapitulando, el liquido pleural y el plasma de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
disminuyen la expresién o alteran la conformacién de CD3(. Esta disfuncion es mediada por
factores solubles que son secretados o inducidos 7in vivo por las células tumorales del ciancer
pulmonar en contra de los linfocitos T. Estos factores solubles se encuentran mas concentrados en
el liquido pleural y son capaces de difundir y pasar a la circulacién periférica. Ver Fig 22.
Finalmente, la reduccién de la expresion de CD3( puede ser un mecanismo de evasion del cancer
pulmonar, cuyo significado biolégico es la disfuncion del linfocito T para eliminar y controlar el
progreso del tumor. Esto puede explicar en parte la inmunosupresion observada en los pacientes
con cancer. Aunque falta aclarar si la reduccién de CD3( es causada directamente por lo factores
solubles secretados por el tumor, o es provocada por la inflamacién crénica presente en los

pacientes con cancer pulmonar.

48



DISCUSION

=

L Argi >
____ti__jrgnasa

Sangre periférica

Fig 22. Posibles factores involucrados en la disminucién de la expresién de CD3( en los
linfocitos T Jurkat tratados con el liquido pleural o el plasma de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. Las alteraciones a nivel de la proteina CD3( puede deberse
a la induccion del estrés oxidativo en la célula T Jurkat, provocado por factores
secretados por los macréfagos o neutréfilos infiltrantes al tumor. En algunos casos, la
disminucién de la expresion de CD3( fue consecuencia de la reduccién de la expresion
de su mRNA, probablemente por concentraciones bajas de L-arginina o de triptofano
ocasionadas por la acciéon de enzimas secretadas o inducidas por el tumor. En general,
los factores solubles involucrados en la reduccién de CD3( tanto a nivel de proteina
como de su mensajero, son capaces de difundir a sangre periférica.
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CONCLUSIONES

» El plasma y el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, no indujeron

apoptosis en los linfocitos T Jurkat.

» El liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar indujo un ligero aumento

en el porcentaje de necrosis en las células T Jurkat cultivadas durante 96h.

» No hubo cambios en la expresion de CD3¢ ni en CD28 en los linfocitos T Jurkat tratados con

el plasma o el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

» Hubo disminucién significativa en la expresion de CD3( a nivel de proteina en los linfocitos T
Jurkat tratados con el plasma o el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma

pulmonar.

P La reduccion de la expresion de CD3( en los linfocitos T Jurkat tratados con el liquido pleural
de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar fue mayor que en las células T Jurkat
cultivadas con el plasma de dichos pacientes, lo que sugiere que los factores responsables de la

disminucién de CD3( se encuentran mas concentrados en el liquido pleural.

P La expresion del mRNA para CD3¢ no disminuy6 en los linfocitos T Jurkat cultivados con el
plasma o el liquido pleural de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar, lo que implica

que la disminucién de CD3( es a nivel de proteina.
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