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RESUMEN

Introduccion. Las células tumorales presentan distintos mecanismos que afectan,
directa o indirectamente, a las células del sistema inmune del huésped. Se ha reportado
que el tumor libera o induce a las células del estroma a producir principalmente
citocinas que inhiben la funcionalidad de diversas células del sistema inmune y ademas
favorecen la induccion de las células T con capacidad reguladora (Treg). Por otro lado,
se ha reportado que un estado de inflamacién crénica favorece el desarrollo y
progresion de algunos tumores; en este sentido, se ha propuesto que las células Th17
tienen un papel critico en mantener la inflamacion.

Objetivo. Evaluar a las células Treg y células Th1l7 en sangre periférica de pacientes
con carcinomas pulmonares de células no pequefas.

Materiales y métodos. El estudio incluy6é 23 pacientes con diagndstico de carcinoma
pulmonar primario (18 adenocarcinomas y 5 carcinomas epidermoides). Como grupos
control se incluyeron 11 sujetos fumadores y 10 sujetos no fumadores.

De los pacientes, sujetos fumadores y no fumadores se obtuvieron células
mononucleares (CMN). A partir de células CD4" purificadas por seleccion negativa
empleando perlas magnéticas, se identificaron las células Treg empleando la
combinacion de marcadores CD25, CD127, CD49d y FOXP3. Se determin6 el
porcentaje de células Treg CTLA-4*, LAP(TGF-B)" asi como el porcentaje de células
productoras de IL-10. Las células Th17 se identificaron por medio del marcador RORYy.
Ademas, se determiné el porcentaje de células productoras de IL-17 para identificar a
las células Th17. Andlisis estadistico: como medida de resumen se indica la mediana y
para la comparacién entre los grupos estudiados se empled la prueba de Kruskall-
Wallis. Se considero una p<0.05 como nivel de significancia estadistica.

Resultados. Las células Treg se fenotipificaron mediante los marcadores:
CD4"CD25'FOXP3" 0 CD4'CD25'CD127'CD49d"; sin embargo estas poblaciones no
mostraron diferencias significativas entre los grupos de pacientes y de sujetos sanos
fumadores y no fumadores. En la poblacion CD4"CD25'CD127" se analizé el porcentaje
de células que expresaron: CTLA-4 e IL-10 y/o TGF-f3. Los resultados encontrados no

mostraron diferencias significativas entre los grupos estudiados.




En relacion al porcentaje de células Th17, identificadas como CD4"RORY”, se observé
un incremento significativo en el grupo de pacientes con carcinoma pulmonar
comparado con el porcentaje de células Th1l7 detectado en los sujetos no fumadores
(p=0.044), pero no con el grupo de fumadores. Los grupos de sujetos fumadores y no
fumadores no mostraron diferencia significativa cuando se compararon. A partir de la
poblacion CD4" se determind el porcentaje de células productoras de IL-17. El grupo de
pacientes y sujetos fumadores mostraron un mayor porcentaje de células productoras
de IL-17 con respecto al grupo de sujetos no fumadores (p<0.05).

Conclusiones. Ya que el porcentaje de células Treg de sangre periférica de los sujetos
no fumadores, fumadores y pacientes con carcinoma pulmonar es similar, dichos
resultados sugieren que ni el habito tabaquico ni la patologia estudiada afectan la
proporcion de células Treg. Al parecer, esta poblacién no ejerce su efecto biolégico por
la liberacién de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B), pero pudiera llevarlo a cabo
a través de la interaccion membrana-membrana mediada por la molécula co-inhibitoria
CTLA-4.

El habito tabaquico conlleva a un proceso de inflamacion cronica de las vias
respiratorias; con base a los datos obtenidos, las células Thl7 parecen, entre otros
factores, estar participando en este fenédmeno. La persistencia del proceso inflamatorio,
mediado en parte por las células Th17, pudiera favorecer el desarrollo y la progresion
del tumor. Por ello, las células Th17 estarian desempefiando una funcién pro-tumoral.
Estos resultados permiten profundizar en el conocimiento de la biologia tumoral y de su
estrecha relacion con la respuesta inmune. Lo anterior podra contribuir al desarrollo de
nuevos esquemas de tratamiento que impacten sobre el control del crecimiento tumoral
a fin de incrementar la sobrevida de los pacientes con carcinomas pulmonares de

células no pequefas.




ABSTRACT

Introduction. Tumor cells affect, directly or indirectly, cells of the immune system.
Tumor cells release or induced to stromal cells to secret inhibitory cytokines to down-
regulate tumor specific immunity. In addition, this tumor microenvironment induces
regulatory T cell (Treg) differentiation. The Treg cells play a critical role in anti-tumor
immune response. However, it has been reported that chronic inflammation stimulates
tumor development and progression. Th17 cells are playing a critical role in maintaining
the chronic inflammation.

Objective. In peripheral blood from non-small cell lung carcinomas patients, the Treg
and Th17 cells were studied.

Materials and methods. 23 patients with diagnosis of primary lung carcinoma (18
adenocarcinomas and 5 squamous cell carcinomas), and 21 healthy subjects (11 heavy
smoking and 10 non-smoking subjects) were included.

From patients and healthy subjects, PBMC were obtained. After purification of CD4"
cells by negative selection, Treg cells were identified by membrane and intracellular
markers: CD25, CD127, CD49d, and FOXP3. The percentages of Treg cells expressing
CTLA-4*, LAP(TGF-B)" or the percentages of IL-10 producing Treg cells were
determined. The Thl7 cells were identified by expression of RORy. Also, the
percentages of IL-17 producing cells were identified. Statistical analysis: Data are
expressed as median of percentages of cells. To assess differences among the groups
studied, Kruskall-Wallis test was done. P < 0.05 was considered statistically significant.
Results. Treg cells were identified by the following markers: CD4"CD25'FOXP3" or
CD4'CD25'CD127'CD49d". No significant differences were obtained when the
percentages of these cell populations were compared among the groups studied. From
the CD4"CD25"CD127 Treg cells, the percentages of cells expressing CTLA-4, IL-10 or
TGF-B were analyzed. No significant differences among the groups included were
obtained. Similar percentages of CD4"RORYy" cells (Th17 cells) were found in patients
and smokers subjects groups. In contrast, significant differences were obtained when
percentages of Thl7 cells from patients group and non-smoker subjects group were
compared (p=0.044). From total CD4" cell population, the percentages of IL-17

producing cells were determined for each group studied. Compare to non-smoking




subjects group, higher percentage of IL-17" cells (p < 0.05) were detected in the patients
and smokers subjects groups.

Conclusions. Due to similar percentages of Treg cells in peripheral blood from the
groups studied were obtained, the tobacco smoke and the underlying pathology are not
affecting the proportions of Treg cells. The biological effects of Treg cells detected could
be mediated by CTLA-4 but not by production of anti-inflammatory cytokines (IL-10,
TGF-B). By other side, chronic inflammation caused by tobacco smoke or other stimuli
could be associated to the increase of Thl7 cells detected in PBMC in lung cancer
patients and smoker subjects. The persistence of the inflammatory process, mediated in
part by Th17 cells, could support tumor development and progression. In this case, Th17
cells may be playing a pro-tumoral role. These results contribute to a better knowledge
of tumor biology and tumor specific immunity. This knowledge might impact in design
new schemes of treatment for control of tumor growth, and in the increased of the non-

small cell lung carcinomas patients survival.
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INTRODUCCION

Céncer pulmonar

En el afio 2008, ocurrieron aproximadamente 57 millones de muertes en el mundo
debido a diversas causas, de las cuales, aproximadamente 7 millones fueron asociadas
al cancer, lo que corresponde a la tercera causa de muerte. El cancer pulmonar es un
importante problema de salud publica, ya que es el que presenta el indice de mortalidad
mas alto. En el género femenino, el cancer pulmonar representa la cuarta causa de
muerte, mientras que en el género masculino es la primera causa de muerte debida al
cancer.

En México, varios autores han reportado un incremento en la incidencia y mortalidad
debida al cancer pulmonar. Lazcano y cols.! reportaron que en el periodo comprendido
de 1979 a 1993, se presentaron 73,807 muertes debidas al cancer pulmonar, con un
incremento en la tasa de mortalidad de 5.01 a 7.25 por cada 100,000 habitantes. En
hospitales especializados como el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER), Medina y cols.? realizaron un estudio con 1019 pacientes atendidos entre los
afios 1984 a 1992 e indican que en ese periodo, el nUmero de casos de pacientes con
cancer pulmonar se incrementd aproximadamente 4 veces. Ademas, reportaron que de
los carcinomas pulmonares el mayor porcentaje corresponde a los adenocarcinomas
(47.2%), seguido del carcinoma epidermoide (37.3%) y so6lo un pequefio porcentaje
corresponde a carcinomas de células pequefias (10%).

Finalmente, Ruiz-Godoy® documenté que durante el periodo del afio 1998 al afio 2004,
en México se registraron 397,400 muertes debido a neoplasias malignas, de las cuales
45,578 (11.5%) correspondieron a cancer de pulmoén. La distribucién con respecto al

género fue, en hombres el 68.1% y en mujeres el 31.9%.

Etiologia del cancer pulmonar

La causa exacta y patogénesis del cancer pulmonar aun es desconocida; sin embargo,
hay factores que han sido seflalados como posibles agentes causales.

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

cigarro es responsable del 85-90% de los casos. Las tres clases principales de
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carcinogénicos contenidos en el humo del cigarro son: hidrocarburos policiclicos,
nitrosaminas y aminas aromaticas. El asbesto es el factor ocupacional mas comun
relacionado con la incidencia de cancer pulmonar. Otro factor ocupacional y ambiental
incluye la exposicion a raddén, arsénico, cromo, niquel y radiacion ionizante. Por otro
lado, enfermedades pulmonares no malignas preexistentes como la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis pulmonar idiopéatica y tuberculosis
también se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollar cancer pulmonar®®.
La mayoria de los agentes genotdxicos son metabolizados por enzimas detoxificadoras
(principalmente de la familia del citocromo p450) para evitar que los metabolitos
provenientes de estos agentes afecten al material genético. Algunos individuos portan
variantes génicas de estas enzimas detoxificadoras, que poseen una menor actividad,
lo que incrementa la vida media de los metabolitos altamente reactivos favoreciendo su
unién a proteinas y acidos nucleicos. Lo anterior conlleva a la formacion de aductos que
inducen mutaciones, especialmente del tipo de transversiones G-T>’. La permanencia
de las mutaciones inducidas por los agentes genotoxicos marca la iniciacion del
proceso denominado carcinogénesis, el cual involucra tres etapas: iniciacion, promocion
y progresion.

La iniciacion se lleva a cabo cuando la célula es afectada por algin agente genotoxico
(quimico, fisico o biolégico), ocasionando una mutacién en los protooncogenes o bien
en genes supresores de tumor. Los primeros son genes dominantes que codifican
proteinas que participan en la proliferacion celular; los segundos son genes recesivos
que codifican proteinas involucradas en regulacién o inhibicion de la proliferacion
celular. Mutaciones en cualquiera de estos genes favorecen la proliferacion celular
descontrolada, caracteristica del cancer®*°.

Cuando el mismo carcin6geno, u otro, sigue en contacto con la célula iniciada se
presenta la promocién, que consiste en la acumulacion de mutaciones, generacion tras
generacion, en las células transformadas. Lo anterior explica la heterogeneidad celular
observada en los tumores. Como resultado de esta etapa, la célula transformada puede
ganar autonomia e independizar su proliferacion de las sefales reguladoras del
microambiente. La acumulacion de las células transformadas origina un tumor primario

o carcinoma in situ®*°,
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La progresion implica la dispersion de las células del tumor hacia los tejidos
adyacentes, fendémeno conocido como invasion. En esta etapa, las células
transformadas manifiestan alteraciones en el patron de expresion de las moléculas del
complejo de adhesion celular E-cadherina-cateninas, el cual también es responsable en
parte de mantener la arquitectura tisular y el fenotipo celular diferenciado. Las
alteraciones en la expresion o funcién de las proteinas de este complejo, o de sus
reguladores, provoca la pérdida de adhesion intercelular, alteraciones morfoldgicas e
incremento en la motilidad celular. Aunado a esto, las células neoplasicas sintetizan
enzimas proteoliticas con las que degradan la membrana basal y entran a la circulacion
sanguinea y/o linfatica, para distribuirse a otros érganos del cuerpo. Durante este
proceso mas del 99% de las células malignas mueren; las que sobreviven pasan a
través de la capa de células endoteliales que revisten el interior de la pared capilar y
penetran en la matriz extracelular adyacente de algun érgano “blanco”, por distante que
esté, y generar en él un tumor secundario. Este proceso se denomina metastasis y es

una caracteristica de los tumores malignos®™*°.

Inflamacion crénica y cancer

Desde el afio de 1863, Rudolf Virchow observé leucocitos en el tejido neoplasico y
mencioné una probable conexién entre la inflamacién y el cancer. Sugiri6 que la
presencia de patdgenos y dafio en el tejido promueven un ambiente pro-inflamatorio
que incrementa la proliferacion celular''. Sin embargo, se ha demostrado que la
proliferacion celular per se no genera cancer, en cambio la proliferacion celular
sostenida en un ambiente rico en células con actividad pro-inflamatorias, factores de
crecimiento, células estromales “activadas” y agentes promotores de dano al DNA, son
un riesgo potencial para el desarrollo de neoplasias™?.

Las causas de la inflamacion cronica son varias e incluyen citocinas/quimiocinas pro-
inflamatorias, infecciones, enfermedades autoinmunes, obesidad y exposicion a toxinas
ambientales (tabaco y dieta). EI microambiente pro-inflamatorio de los tumores se
caracteriza por la presencia de leucocitos en el estroma y areas tumorales. Los
linfocitos infiltrantes del tumor (TILs) pueden contribuir al crecimiento del tumor, asi

como a la inmunosupresién asociada con esta enfermedad.™*
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Debido a la naturaleza dinamica de los tumores, que incluye cambios en la interaccion
entre las células tumorales y varios subtipos de macrofagos, neutrdfilos, células By T,
células dendriticas (DCs), células endoteliales y mesenquimales, es dificil definir el
papel que juega cada célula en particular, asi como definir el origen de las citocinas que
promuevan o contengan al cancer. Sin embargo, hay moléculas como el TNF-q,
interleucina 6 (IL-6), IL-1p, CCL2, IL-8 (CXCL8), VEGF, los factores NFkB, AP1, STAT3,
asi como macréfagos, que aparentemente tienen un papel mas consistente en la

progresién del tumor®,

Tabaco y cancer pulmonar

La exposicion al humo del tabaco es la principal causa epidemiolégica de céncer
pulmonar. Ademas de ser un factor de riesgo de cancer de vejiga, mesotelioma y
cancer cervical; es un probable co-factor en cancer de estdbmago, higado, utero y
rifion®. Se sabe que el humo del cigarro compromete la integridad del epitelio ciliado
del tracto respiratorio, incrementando su permeabilidad e impidiendo su correcto
funcionamiento como barrera anatémica'®. El humo del cigarro también tiene efectos
sobre los macréfagos alveolares y DCs, alterando su maduracion; ademas, en las
células NK disminuye su capacidad citotéxica’®!’. Lo anterior da como resultado un
incremento en la susceptibilidad para contraer infecciones en las vias aéreas. El humo
del cigarro activa a las células epiteliales e incrementa el nUmero de macréfagos
alveolares, estas células producen citocinas pro-inflamatorias que favorecen el
reclutamiento de otras células, entre ellas los neutrdfilos. Las infecciones persistentes
generan un estado de inflamacion crénica que puede dafar al tejido debido a la
produccion de metaloproteinasas (MMP), ademas se presenta un incremento de
linfocitos T CD8" y CD4". De estos Ultimos, la poblacién secretora de IL-17 (Th17) se
asocia con el mantenimiento del estado de inflamacién crénica®. En los sujetos
fumadores, la inflamacion crénica junto con los carcindégenos presentes en el humo del
cigarro puede dar como resultado mutaciones en las células epiteliales que conllevan al
desarrollo de un carcinoma in situ. Sin embargo, solo entre el 1 y 5% de los fumadores

desarrollan cancer pulmonar*®2°.
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Sistema inmune y cancer

El sistema inmune puede proteger al huésped de tumores mediante la identificacion y
eliminacion de células que expresen antigenos tumorales o moléculas inducidas por
estrés celular, asi como por una rapida eliminaciéon de patdgenos y una pronta
resolucion de la inflamacién, lo cual previene el establecimiento de un microambiente
inflamatorio que favorezca la tumorigénesis®.

En el primer proceso interviene la inmunovigilancia, por medio de la cual el sistema
inmune identifica a las células tumorales y las elimina antes de que incrementen su
masa tumoral y causen algun dafio®*. Sin embargo, se ha observado que a pesar de la
inmunovigilancia, los tumores pueden desarrollarse y durante este proceso es
importante la participacion de la respuesta inmune del huésped, por lo que se consideré
que la teoria denominada inmunoedicién proporciona una mejor explicacién sobre el
papel que juega el sistema inmune en el desarrollo tumoral. La teoria de la

inmunoedicién consta de tres fases denominadas: eliminacion, equilibrio y escape®.

Inmunoedicion

Fase de eliminacion

En esta etapa participa la respuesta inmune innata y adaptativa. Las células NK, NKT y
linfocitos T yd son activados por citocinas pro-inflamatorias liberadas por macréfagos,
DCs, células estromales que rodean al tumor o por las mismas células tumorales.
Cuando el tumor ha crecido de 1-3 mm, requiere irrigacidn sanguinea y una
remodelacion del estroma, lo que induce sefales de alarma y pro-inflamatorias, las
cuales reclutan células del sistema inmune innato (células NK, DCs y macrofagos) en el
sitio del tumor. Las células NK y macréfagos reclutados producen IL-12 e IFN-y?3. El
IFN-y liberado por estas células presenta efectos antiproliferativos, antiangiogénicos e
induce apoptosis, por lo que ejerce una limitada citotoxicidad®*. Ademas, las células NK
inducen la muerte de células tumorales mediante la activacion de mecanismos
citotoxicos como la via perforina-granzimas y la via mediada por receptor (Fas/FasL y/o
TRAIL/TRAILR); mientras que los macréfagos incrementan la produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS)?°. La combinacién de algunas

citocinas derivadas de los tumores y de los tejidos circundantes no tumorales bloquea la
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formacion de nuevos vasos sanguineos, lo que contribuye a la muerte de mas células
tumorales®®. Las células tumorales apoptdticas o necréticas son endocitadas por las
DCs inmaduras residentes en el tejido, las cuales inician su migracién a los ganglios
linfaticos (LN), durante este proceso las DCs maduran bajo condiciones pro-
inflamatorias; en los LN, las DCs presentan los antigenos tumorales a las células T
CD4" naive que se activan y liberan citocinas tipo Th1l (IL-2, IFN-y, etc.) que ayudan a la
proliferacion y maduracion de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos en contra
del tumor?’. Los linfocitos T llegan al sitio del tumor, donde los CTLs efectores
reconocen y eliminan a las células que expresan antigenos tumorales?.

En esta fase, la eliminacion de las células tumorales puede ser completa o incompleta;
en el caso de la eliminacion incompleta o parcial, la teoria de la inmunoedicion
considera una siguiente etapa en la cual se mantiene un estado temporal de equilibrio

entre la respuesta inmune y el desarrollo del tumor.

Fase de equilibrio

Durante este periodo de seleccion natural, muchas variantes de células tumorales son
eliminadas pero surgen nuevas variantes portando diferentes mutaciones que dan como
resultado tumores con gran inestabilidad genética por lo que se generan, de manera
gradual, células tumorales con baja antigenicidad capaces de evadir a las células
efectoras del sistema inmune®. Estas células pueden sobrevivir en un ambiente
inmunocompetente, el cual favorece el crecimiento de mas clonas con fenotipo no
inmunogénico. En esta etapa de inmunoseleccion, los linfocitos T y el IFN-y tienen un
papel critico®. La fase de equilibrio es el proceso mas largo de la inmunoedicién y

puede transcurrir durante varios afios.

Fase de escape
Durante la fase de escape, el sistema inmune ya no es capaz de reprimir el crecimiento
del tumor, dando como resultado el crecimiento progresivo del mismo hasta su

manifestacion clinica®.
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Evasion tumoral

Las células tumorales presentan diversos mecanismos que les permiten evadir o
beneficiarse de la respuesta inmune, los cuales pueden ser parte del proceso de
carcinogénesis o bien el resultado de la presion ejercida por la respuesta inmune que
favorece la progresion tumoral®*. En relacién a la evasién tumoral, un aspecto
importante es la generacién de un microambiente inmunosupresivo local que puede
extenderse a LN promoviendo la invasion y metastasis del tumor.

La inmunosupresion esta mediada por diversos factores solubles derivados del tumor o
células estromales, como la IL-10, el factor de crecimiento transformante § (TGF-) y el
factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF)*. El VEGF puede actuar como
quimioatrayente para células mieloides, DCs y macrofagos. La IL-10 y el TGF- pueden
inhibir en las DCs la presentacion de antigeno, la produccién de IL-12, ademas de
afectar su diferenciacién, maduracion y funcion. Las DCs inmaduras y/o los macréfagos
pueden inducir supresion de las células T a través de la produccién de indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO)*. El TGF-B puede actuar sobre los CTLs reprimiendo la expresion de
proteinas citoliticas como la perforina, granzimas, asi como FasL®'. Estos factores
solubles pueden ser los responsables de afectar moléculas importantes para el
reconocimiento y activacion de las células del sistema inmune, como la cadena C o € del
CD3 en los linfocitos infiltrantes del tumor (TILs). Ademas pueden favorecer la
diferenciacion y reclutamiento de células T reguladoras (Treg) *.

Por otra parte el establecimiento de un microambiente pro-inflamatorio crénico en el
sitio del tumor contribuye a la proliferacion tumoral, a su invasion, migracién y
metéstasis. En este sentido las células Thl7 tienen un papel importante para el

mantenimiento de la inflamacién®.

Células Treg

Las células Treg tienen la capacidad de suprimir la activacion, proliferacion y diversas
funciones efectoras de las células inmunes in vivo e in vitro. Esta caracteristica las hace
indispensables en la prevencion de enfermedades autoinmunes, alérgicas, asi como la

tolerancia fetal durante el embarazo. Por otra parte, estas células tienen un papel
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negativo ya que suprimen la respuesta inmune antitumoral y en consecuencia favorecen
la progresion del tumor®.

Basados en estudios realizados en ratdon, las células Treg inicialmente fueron
caracterizadas como células CD4'CD25". Posteriormente se describié al factor de
transcripcion FOXP3 como marcador especifico de esta poblacion. Sin embargo, en
humanos, se ha reportado que CD25 y FOXP3 pueden ser expresados en células T
CD4" activadas, lo que ha generado discrepancias sobre la adecuada identificacion y

funcionalidad de esta poblacién de linfocitos T en humanos*>~’.

Diferenciacion de células Treg

A nivel de timo, el desarrollo de las células Treg requiere de una interaccion de alta
afinidad entre su TCR y el péptido propio presentado por las células estromales del
timo. Estas células también proveen las sefales de coestimulacion necesarias para el
desarrollo de las células Treg. La IL-2 e IL-7 en el microambiente del timo son
necesarias para el desarrollo de las células Treg en raton; sin embargo, en el caso de
los humanos, los corpusculos de Hassall, presentes en la médula del timo, secretan
linfopoyetina estromal timica (TSLP) la cual recluta DCs CD11c" e induce la expresion
de moléculas coestimulatorias. Las DCs activadas por la TSLP favorece en timocitos
inmaduros CD4'CD8'CD25 la expresion de FOXP3, lo que contribuye a la seleccion
positiva de timocitos con alta afinidad al antigeno propio y favorece su diferenciacion
hacia células Treg FOXP3***%3% Existe evidencia de que las células Treg FOXP3*
también pueden ser generadas fuera del timo bajo ciertas condiciones; entre éstas se
requiere la estimulacién via TCR y las citocinas IL-2 y TGF-B. EI mecanismo por el cual
el TGF-B induce la expresion de FOXP3 involucra la cooperacion de los factores STAT3
y NFAT. La adquisicién de la actividad supresora por parte de las células Treg tratadas
con TGF-f in vitro requiere de la sobreexpresion de CTLA-4, mientras que para las que

se desarrollan en el timo esta molécula no es necesaria®.
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Caracterizacion de células Treg

FOXP3

FOXP3 es miembro de la familia de factores de transcripcién forkhead box (FOX),
caracterizados por poseer un dominio “forkhead” de union a DNA. FOXP3 fue
identificado inicialmente en Drosophila melanogaster como un factor requerido para el
patron de formacion en las regiones terminales del embrién. Varios miembros de la
familia FOX tienen un papel importante en algunos aspectos de la regulacion
inmune**#2,

El gen Foxp3, sumamente conservado en mamiferos, esté localizado en el brazo corto
del cromosoma X y consiste en 11 exones que codifican una proteina de 431
aminoacidos. En su regidon amino terminal contiene un dominio represor rico en prolinas,
un dedo de zinc y un motivo de cierre de leucinas que permite la homo o
heterodimerizacion; finalmente un dominio forkhead (FKH) de unién a DNA***3,

FOXP3 puede formar parte de un complejo molecular de aproximadamente 600 kDa
junto con histonas deacetilasas, histonas acetiltransferasas y otros factores de
transcripcion, como por ejemplo Runxl1. Este complejo se asocia con varios factores de
transcripcion, incluido NFAT para inhibir la expresion de IL-2 y otras citocinas pro-
inflamatorias y disminuir las funciones efectoras de las células T cooperadoras™.

En contraste con las células Treg en raton, en donde FOXP3 es expresado como una
proteina completa, las células Treg humanas expresan dos isoformas en cantidades
equivalentes: la isorforma completa (FOXP3FL, con un peso molecular aparente de 58
kDa), homéloga del FOXP3 de raton y la isoforma producto del splicing alternativo,
carente de un exdén (exén 2 [FOXP3A2] o exon 3 [FOXP3A3], dependiendo de los

41,45,46

autores ), con un peso molecular aparente de 54 kDa), dicho exdn codifica para un

dominio que interacciona e inhibe al factor RORy***’.

FOXP3 se une a aproximadamente 700 genes que pueden expresarse o0 no en las
células T FOXP3", lo que sugiere que FOXP3 puede actuar como activador o represor
génico. Cuando FOXP3 se une a los promotores y regiones reguladoras 5’ de los genes
Ctla4 e ll12ra favorece su transcripcion, mientras que si FOXP3 se une a los promotores
de los genes 112 e lI7ra favorece la represiéon de esos genes®®. La actividad dual de

FOXP3 explica algunas de las caracteristicas de las células Treg, las cuales tienen una
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alta expresion de CTLA-4 y CD25 asi como una baja expresion del IL-7R, ademas de
carecer de produccion de IL-2. FOXP3 también puede unirse al locus IFNy, suprimiendo

la expresion de IFNy*>4,

Marcadores de membrana

En el caso del raton, las células Treg FOXP3" pueden ser identificadas por la expresion
de CD25. Sin embargo, la molécula CD25 se expresa tanto en células T activadas como
células Treg. En humanos se ha reportado que el CD25 se expresa hasta en un 30% de
los linfocitos de sangre periférica y de ellos so6lo el 1 o 2% presentan actividad
reguladora®.

Debido a lo anterior, recientemente se han estudiado una serie de marcadores de
membrana que se asocian con la actividad supresora de las células Treg. Entre estos
marcadores se encuentra la molécula CD39, ectonucleasa asociada a la superficie
celular, responsable del rompimiento del ATP a AMP*. Una alternativa méas es la
expresion de la molécula CD62L (conocida también como L-selectina) que es empleada
para diferenciar entre las células Treg CD62L" de las células T CD4" activadas que son
CD62LIOW35'49.

Recientemente se ha reportado que la ausencia de receptor de IL-7 (IL-7R), conocido
como CD127 puede ser utilizado como una alternativa para la identificacion de las
células Treg con funcién supresora®. Finalmente se ha propuesto otro marcador que
puede ayudar a la identificacion de células Treg, la molécula CD49d (cadena a de la
integrina VLA-4 [a4B1]), presente en la mayoria de las células efectoras pro-inflamatorias
pero ausente en las células Treg FOXP3". La deplecion de las células CD49d" permite
remover las células CD4"CD25" con actividad pro-inflamatoria que expresan de manera
transitoria el FOXP3!,

Mecanismos de supresion de las células Treg

Es importante definir como las células Treg llevan a cabo su funcién, no sélo para
conocer el proceso de tolerancia periférica sino también como un blanco terapéutico
potencial. Desde el punto de vista funcional, los mecanismos de supresion pueden

agruparse dependiendo de su modo de accion: i) supresion mediada por citocinas, ii)
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supresion mediada por disrupcion metabdlica o iii) supresion mediada por la modulacién
en la maduracién y funcién de las DCs***2,

i) Supresion mediada por citocinas. Las citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y el
TGF-B se han considerado mediadores importantes de la supresion inducida por las
células Treg, debido a que afectan la maduracién y funcion de DCs y células T
efectoras®. Ademéas de ser importantes para el mantenimiento de la expresién del
factor de transcripcion FOXP3 en las células Treg, también favorecen la diferenciacién
hacia células Treg. Sin embargo aun existen ciertas discrepancias sobre su funcién®*.
i) Supresion por disrupcion metabdlica. Recientemente se ha debatido sobre la
capacidad de las células Treg para ejercer su efecto supresor mediante una disrupcion
metabdlica, dada la alta expresion de CD25 (IL-2Ra) en las células Treg estas
consumen la IL-2 en el microambiente, la ausencia de esta citocina conduce a la
apoptosis de las células efectoras®. Estudios en células Treg humanas sugieren que la
deplecion de IL-2 no es requerida para suprimir a las células T efectoras®®, por lo que
son necesarios mas estudios para resolver este debate. Por otra parte, las células Treg
expresan las ectoenzimas CD39 y CD73, que generan adenosina pericelular, la cual
suprime la funcion de las células T efectoras a través de la activacion del receptor de
adenosina 2A (A2xR)*’. La unién de la adenosina con su receptor A;sR no solo inhibe a
las células T efectoras, también favorece la diferenciacién a células Treg inducidas
mediante la inhibicién de la expresién de IL-6 promoviendo la produccion de TGFB*. La
inhibicion de IL-6 es importante en el mantenimiento de las células Treg, las cuales
suprimen la funciéon de las células T efectoras mediante la transferencia del segundo
mensajero AMP ciclico (CAMP) a las células efectoras a través de las uniones
estrechas™.

iil) Supresion dirigida a las DCs: Ademas del efecto directo de las células Treg sobre las
células T efectoras, las Treg pueden modular la maduracion y funcion de las DCs,
requeridas para la activacion de las células efectoras. Se ha propuesto que esta
interaccidn atenua la activacion de las células efectoras por las DCs. Este proceso que
involucra la interaccion de moléculas co-estimulatorias en las DCs con la molécula
CTLA4 expresada en las células Treg. Ademas, las células Treg pueden promover que

las DCs produzcan indolamina 2, 3-dioxigenasa (IDO), potente molécula reguladora que
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induce la produccion de metabolitos pro-apoptoticos generados del metabolismo del
triptéfano, que da como resultado la inhibicién de las células T efectoras®#°®*,

Finalmente, se ha sugerido que la molécula LAG3 (CD223) puede bloquear la
maduracion de las DCs. LAG 3, homologo de CD4, se une con gran afinidad a las
moléculas de clase Il del MHC de las DCs inmaduras e impide su maduracion y su
capacidad inmunoestimulatoria®. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
dilucidar como las células Treg pueden suprimir la funcion de las células T efectoras a

través de las DCs.

Células Th17

Las células Th17 han sido definidas como aquéllas que producen principalmente IL-17A
(también conocida como IL17) e IL-17F, pero no IFNy o IL4. Las células Th17 también
producen TNF-a, IL-6, IL-21, IL-26 e IL-22. El patrén de expresion de receptores de
quimiocinas y citocinas ha sido investigado ampliamente y se ha aceptado que
expresan CCR4, CCR6 y el IL-23R, pero no CXCR3. La IL-17 tiene diversas funciones
bioldgicas, pero la mejor caracterizada esta relacionada con efectos pro-inflamatorios ya
gue recluta neutrofilos, favorece la granulopoiesis y la induccién de quimiocinas (CXC).
Actla sobre los macrofagos promoviendo su reclutamiento; ademas, estimula la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y péptidos antimicrobianos en una variedad de
células inmunes y no inmunes®?.

La combinacion de citocinas que estimula el desarrollo de las células Th1l7 ha sido
blanco de debates, debido a que las diferentes condiciones de activacion, tipos de
cultivo y condiciones experimentales empleadas hacen dificil la comparacion de los
resultados de los experimentos in-vitro. Inicialmente se reportd que la presencia de IL-
18, IL-6 y/o IL-23 era suficiente para inducir la diferenciacion a células Thl7;
posteriormente se reportd que el TGFB1 es importante para el desarrollo de las células
Th17 en humanos®.

Estudios en raton han identificado al menos 5 factores de transcripcion importantes para
el desarrollo y funcién de las células Th17: RORy, RORaq, IRF-4, STAT3 y AHR. De
estas proteinas, RORy se ha considerado como el factor de transcripcion asociado a las
células Th17 en ratén y en humano (también conocido como RORC)®.
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Diferenciacion de células Th17

Para cualquier célula T, el primer paso hacia la activacidn (proliferacion y diferenciacion)
ocurre como consecuencia de la unién del antigeno al TCR. Las sefiales dependientes
del TCR juegan un papel importante en la diferenciacion de las células Thl7. La
produccion de IL-17 es mediada principalmente por el factor NFAT, ya que el promotor
proximal del gen Il17a contiene dos sitios de union a NFAT los cuales son importantes
para la regulacién de la IL-17%.

La IL-6, producida por DCs activadas, es un factor clave que promueve la diferenciacion
de las células Thl7 a partir de células T naive. Otra citocina que contribuye a la
diferenciacion y mantenimiento de las células Th17 es la IL-21, la cual es producida por
las propias células Th1753646¢

La citocinas de tipo | y tipo Il como IL-12, IL-4, IL-6, IL-21 e IL-23 activan la familia de la
cinasa Janus (Jak). La familia de proteinas Stat, de unién a DNA son criticas para la
transmision de sefiales a partir de los receptores de citocinas tipo I/ll. Las citocinas IL-6,
IL-21 e IL-23 que promueven la diferenciacion de las células Thl7 activan al factor
Stat3, que interviene en la regulacion de la expresion de la IL-17, IL-21 e IL-23R y el
factor RORy®®

TGF-B

Existen 3 isoformas del TGF-B, siendo el TGF-B1 el mas relevante inmunoldégicamente,
el cual a pesar de sus funciones inmunosupresivas, también presenta un rol pro-
inflamatorio importante para la diferenciacion de las células Thl7. EI TGF-f en
combinacién con la IL-6 son factores necesarios para la diferenciacién de las células
Th1l7, ya que inducen la expresion del factor RORy, asi como la expresion del IL-
23R64,66.

RORy

RORYy pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares a esteroides y esta
relacionado a la subfamilia del receptor de acido retinoico. RORy es importante en la
organogénesis linfoide y en la timopoiesis y su participacién en la regulacion de la

produccién de IL-17 comienza a dilucidarse®.
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El promotor de Il17a contiene multiples sitios de union funcionales para RORYy. El cual
se ha encontrado unido al gen Ill17a empleando inmunoprecipitacion de cromatina. La
expresion de RORYy es regulada a través de la estimulacion via TCR en presencia de
citocinas que inducen la diferenciaciéon de Th17. Otro miembro relacionado es RORa, el
cual se ha encontrado sobreexpresado en las células Th1l7. La co-expresion de ambos
factores se asocia con el incremento en el numero de células productoras de IL-17, lo
que sugiere que RORa sinergiza con RORy para promover la diferenciacion de las

células Th17%%%6,

IL-17

La IL-17A (IL-17) pertenece a la familia de la IL-17, la cual también incluye IL-17B, IL-
17C, IL17D, IL17E (también llamada IL-25) e IL-17F. La IL-17E no es producida por los
linfocitos Th1l7, pero si por los Th2. La IL-17E induce la expresion de citocinas y
quimiocinas de tipo Th2 como CCL5 (RANTES) y CCL11 (Eotaxina) y esta involucrada
en la respuesta inmunolégica alérgica®’®.

La IL-17A e IL-17F ademas de ser producidas por las células Th17, también pueden ser
producidas por una variedad de tipos celulares, incluidas las células Tyd, células NKT,
NK, neutréfilos y eosinéfilos®’. La IL-17A e IL-17F son las citocinas efectoras producidas
por células de la respuesta inmune innata y adaptativa. Ambas citocinas tienen
propiedades pro-inflamatorias y actian sobre una gran variedad de células para inducir
la expresién de otras citocinas (TNF, IL-1B, IL-6, GM-CSF, G-CSF); quimiocinas
(CXCL1, CXCL8, CXCL10) y metaloproteasas®. Las células Th17 humanas producen
CCL20, ligando de CCR6, que tiene actividad antimicrobiana y quimioatrayente. La IL-
17A e IL-17F también son citocinas importantes para el reclutamiento, activacion y
migracion de neutréfilos®”%,

Los receptores para la IL-17 (IL-17R) se consideran una familia distinta de receptores
para citocinas; la familia incluye IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD e IL-17RE.
Mientras que IL-17RA e IL-17RC son los receptores para la IL-17A e IL-17F, el IL-17RB
es el receptor para la IL-17E, pero también puede unir a la IL-17B con baja afinidad. La
sefalizacion del IL-17RB promueve una respuesta de tipo Th2; sin embargo, se ha

reportado que la IL-17E (IL-25) puede unirse al IL-17RB e IL-17RA para inducir la
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produccion de IL-5 e IL-13, lo que sugiere el IL-25R esta formado por un heterodimero
de IL-17RA e IL-17RB. De esta manera, el IL-17RA no soélo participa en los efectos pro-
inflamatorios de la IL-17, también contribuye a la sefializacion mediada por IL-17E. Los
ligandos para el IL-17RD e IL-17RE aun no se han descrito®°""°,

Los miembros de la familia de IL-17R contienen un dominio transmembranal y un
dominio C terminal intracelular largo. Excepto para el IL-17RA, aparentemente existe un
splicing alternativo para todos los demés miembros de la familia de IL-17R. Ademas, los
IL-17RB e IL-17RC presentan isoformas solubles con capacidad para reconocer a su
ligando®’.

El IL-17RA es el receptor caracteristico para la IL-17, puede unirse a la IL-17A e IL-17F;
esta altamente expresado en células hematopoyéticas, en bajos niveles en
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales. El IL-17RA puede formar
heterodimeros con el IL-17RC, el cual es el receptor afin para la IL-17F que, en
contraste con el IL-17RA, es expresado en bajos niveles en células hematopoyéticas

pero en altos niveles en células no hematopoyéticas®®®’.

IL-22

La IL-22 es una citocina de la familia de la IL-10. Esta familia incluye a la IL-19, IL-20,
IL-24, IL-26 IL-28 e IL-29. La IL-22 es producida por células Th17 en respuesta a la IL-
23. El receptor para la IL-22 (IL-22R), que también es un heterodimero compuesto por
el IL-22R e IL-10R2, se expresa en células epiteliales y endoteliales. Pero en contraste
con el IL-17R, el IL-22R no se expresa en células de la respuesta inmune y al parecer la
IL-22 es usada por las células Th17 para comunicarse con los tejidos. La IL-22 induce la
produccion de agentes antimicrobianos en queratinocitos y es esencial en la funcién de

la barrera inmune del epitelio® .

Células Th17 en cancer

La IL-17 puede contribuir a la progresion del tumor debido a su efecto en el
microambiente tumoral, mas que a un efecto directo en la proliferacién y sobrevivencia
de las células tumorales’®. Su principal papel pro-tumoral, en la inflamacién relacionada

con el cancer, es su propiedad pro-angiogénica sobre los fibroblastos y células
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endoteliales circundantes. La IL-17 puede inducir una variedad de mediadores
angiogénicos, entre ellos: el VEGF por parte de los fibroblastos, promoviendo la
formacién de nuevos vasos sanguineos; a su vez, el VEGF puede inducir la produccion
de TGFB que incrementa la expresion del VEGFR vy por lo tanto la captacion de VEGF
por parte de las células endoteliales. La IL-17 también induce la produccion de IL-6,
prostaglandina E, (PGE;) e incrementa la expresion de ICAM-1 en los fibroblastos.
Todas estas moléculas tienen un rol importante en la angiogénesis y la invasion del
tumor”>,

La IL-17 también estimula la produccion de IL-8, la cual promueve una respuesta
angiogénica en las células endoteliales, incrementa la proliferacion y supervivencia de
las células tumorales, ademés de favorecer la migracion de las células tumorales y la
infiltracién de neutrdfilos al sitio del tumor’. Las quimiocinas pueden estimular o inhibir
la proliferacion y quimiotaxis de las células endoteliales presentes en los vasos
sanguineos que le sirven al tumor. El balance entre las quimiocinas angiogénicas y
angiostaticas en el microambiente tumoral puede determinar la supervivencia del tumor.
Cuando el tumor o las células infiltrantes del tumor secretan mas quimiocinas
angiogénicas gque angiostaticas, se estimula la formacion de nuevos vasos sanguineos
y el crecimiento del tumor. Por otro lado, exceso de factores angiostaticos en el
microambiente tumoral puede inhibir la neovascularizacibn y como consecuencia un
arresto en el crecimiento tumoral. ElI IFN-y es un inductor potente de citocinas
angiostaticas (por ejemplo CXCL10) en distintas células, tales como los fibroblastos,
células endoteliales e incluso las células tumorales. En cambio, la IL-17 incrementa de
manera selectiva la produccion de factores angiogénicos como el CXCL1, CXCL5,
CXCL6, y CXCLS8 por parte de las células tumorales y epiteliales. Adicionalmente, la IL-
17 puede inhibir la produccion de factores angiostaticos por parte de los fibroblastos. La
IL-17 puede cambiar el balance entre los factores angiostaticos y angiogénicos hacia
estos Ultimos, favoreciendo la actividad angiogénica’""®.

Por otra parte, se ha propuesto que la IL-17 puede incrementar la actividad de los CTLs.
La IL-17 puede inducir la produccion de IL-6 por parte de otras células, ademas de la
produccion de IL-12 por parte de los macréfagos y DCs. La IL-6 e IL-12 se han asociado

con la induccion de CTLs especificos en contra del tumor. La IL-17 promueve la
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maduracion de progenitores de DCs incrementando la expresion de moléculas

coestimulatorias, moléculas del MHC clase Il y su capacidad aloestimulatoria’®.

Relacion entre células Th17 y Treg

Las células Th1l7 se caracterizan por la expresion de citocinas pro-inflamatorias como
IL-17 e IL-22, se localizan en mucosas como el intestino y tracto respiratorio, donde su
funcién es defender al organismo de patégenos que invaden a través del epitelio” .
Las células Treg se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion FOXP3 y se
encuentran también en las mucosas para evitar que los patdgenos induzcan una

respuesta inmune excesiva’’ %

. El descubrimiento de que la diferenciacion de las
células Treg y Th17 requiere de TGFB da la primera evidencia de que estas
poblaciones pueden estar relacionadas. Durante la homeostasis en las mucosas, el
desarrollo de las Treg se ve favorecido por el TGF-B y por el co-factor Acido Retinoico
(AR) que es producido por las DCs residentes en las mucosas. Por otra parte, cuando
las DCs reconocen algun patégeno, éstas producen IL-6. Esta citocina pro-inflamatoria
y el TGFB inducen la diferenciacion a células Th17. De esta manera, el balance entre el
AR y la IL-6 determina el linaje pro o anti-inflamatorio de las células T en un
microambiente rico en TGF-[3, esto provee un mecanismo para que el sistema inmune
mantenga o elimine algiin microorganismo en las mucosas’’®.

Ademas del requerimiento del TGF- para la diferenciacion hacia células Th17 o Treg,
se ha documentado sobre la interaccion de los factores de transcripcion de estas

poblaciones’" .

El factor de transcripcion FOXP3 puede unirse al factor de
transcripcion RORy a través de un motivo codificado en el exén 2, el cual interacciona
con el carboxilo terminal del dominio de transactivacion del factor RORy. La represion
del factor RORy por FOXP3 depende de la concentracion de TGF-B; en altas
concentraciones, la funcion del RORYy es reprimida por el incremento en la expresion de
FOXP3, pero a bajas concentraciones de TGF-f3, la sefializacion iniciada por IL-6 a
través del factor STAT3 evita la represibn de RORy silenciando ahora al factor

FOXP3778°,
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El factor de transcripcion RORYy es de suma importancia para las células Th17, mientras
que el factor de transcripcion FOXP3 lo es para las células Treg. Sin embargo en
etapas tempranas de su diferenciacion pueden co-expresar ambos factores’” .

A pesar de que inicialmente se habian considerado a estas poblaciones como
mutuamente excluyentes, la evidencia actual sugiere que la plasticidad de estas células
esta definida por factores presentes en el microambiente que afectan la diferenciacion

hacia células Treg o Th17%%%
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ANTECEDENTES

Células Treg en cancer

En 1971, Gershon y Kondo identificaron a las “células supresoras” cuando transfirieron
tolerancia antigeno-especifica en animales a través de células T. Debido a que en esta
poblacion de células no se identificaron marcadores exclusivos, entre otros factores; el
concepto de supresién mediada por células T permanecié en relativa oscuridad durante
los afios 80%3. En los afios 90, el grupo de Sakaguchi®* identificé una poblacién de
células T CD4" que expresaban gran cantidad de moléculas CD25, y tenian la
capacidad de prevenir problemas de autoinmunidad en modelos murinos.

En cuanto a las células Treg en céncer, el grupo de Woo fue el primero en reportar un
incremento de las células Treg (CD4°CD25%) en los TILs de pacientes con NSCLC vy
pacientes con cancer de ovario®™. Estas células producian TGF-B y expresaban la
molécula CTLA-4. Mediante ensayos de supresion, esta poblacion inhibia Ila
proliferacién de los linfocitos T CD4*CD25®°. Esta fue la primera evidencia de que las
células Treg contribuyen a la progresion del cancer, ya que inhiben la respuesta inmune
antitumoral.

Otros grupos reportaron un incremento de células Treg en sangre periférica y TILs de
pacientes con distintos tipos de cancer® . Al igual que el grupo de Woo, observaron

un incremento en el porcentaje de células Treg identificadas como CD4*CD258"899

0
como CD4*CD25'FOXP3*%89193  Algunos de estos estudios indican que las células
Treg llevan a cabo su funcién supresora mediante el contacto célula-célula®®, mientras
que otros sugieren un efecto mediado por factores solubles®”®. Finalmente concluyen
90,92

que el incremento de las células Treg se asocia con la progresion del cancer asi

como a un mal pronéstico®® o recurrencia®.

Células Th17 en cancer

Recientemente, el papel de la IL-17 y las células Th17 en cancer se ha vuelto el centro
de investigaciones. A pesar de los avances para entender su papel en la inflamacion y
la autoinmunidad, su actividad en cancer aun es controversial puesto que en la literatura

se implica a esta poblacién en procesos pro y anti-tumorales®. Algunos autores han
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reportado un incremento de células Thl7 (IL-17") en sangre periférica y TILs de
pacientes con cancer gastrico, de ovario, carcinoma hepatocelular y NSCLC*®. Dicho
incremento se asocia con la progresion del tumor. Se ha demostrado que lineas de

7100

células tumorales no expresan el receptor para la IL-177, por lo que el efecto de la IL-

17 en la progresion del tumor se asocia con el incremento en la densidad microvascular.

Antecedentes directos

Nuestro grupo de trabajo ha realizado estudios en lineas celulares de NSCLC, y se
encontré que secretan TGF-BL. Ademas, las DCs cultivadas en presencia de factores
derivados de las lineas celulares de adenocarcinoma (AD) y carcinomas de células
escamosas (SCC) incrementan la produccién de IL-10'%%. La presencia de estas
citocinas en el microambiente tumoral podria favorecer la diferenciacion de células
Treg. Esta poblacién podria ser la responsable de la disminucién en la produccion de
granzimas y perforina observada en los CTLs provenientes de derrame pleural de AD
pulmonar'®,

Por otra parte también se encontré que las lineas celulares de SCC expresan IL-1B e
IL-6'%2. Ademas, las DCs cultivadas en presencia de factores derivados de lineas
celulares de SCC también producen IL-6'%. Estas citocinas junto con el TGF-B podria
favorecer la diferenciacion de células Thl7, las cuales al mantener un ambiente pro-
inflamatorio crénico afectan a las células T efectoras provocando su sobreactivacion y
posteriormente su agotamiento. Este fendmeno incrementaria la susceptibilidad de las
células T efectoras a una muerte celular inducida por activacion (AICD), lo que podria
explicar la disminucion en el porcentaje de CTLs presentes en el derrame pleural de AD
pulmonar®®,

Por lo anterior, es necesario estudiar a las poblaciones de células Treg y células Th17
en NSCLC para tratar de definir su participacion en la progresion del tumor a fin de

disefiar estrategias que permitan mejorar la respuesta inmune antitumoral.

30



JUSTIFICACION

Las células tumorales presentan diversos mecanismos de escape que afectan, directa o
indirectamente, a las células del sistema inmune del huésped. En particular, se ha
demostrado que el tumor libera o induce en las células del estroma la produccion
principalmente de IL-4, PGE2, IL-10 y TGF-(3. Diversos grupos de investigacion, incluido
el nuestro, han documentado que el NSCLC mantiene a las DCs en estadio inmaduro e
induce en estas células la produccion de IL-6, PGE2 e IL-10. En conjunto, estas
citocinas disminuyen el niumero de macréfagos productores de TNF-a, reducen la
actividad citolitica de células NK vy linfocitos T citotoxicos. Estas citocinas se han
asociado a la induccion de las células Treg. La actividad de estas células, aunado a
otros mecanismos de escape tumoral, son responsables de disminuir la actividad
antitumoral de diversas células del sistema inmune lo que favorece el crecimiento
tumoral y su progresion.

Por otro lado, se ha reportado que el desarrollo y la progresion de algunos tipos de
tumores se asocian con un estado de inflamacion cronica. En este sentido,
recientemente se ha propuesto que las células Th1l7 tienen un papel critico para
mantener la inflamacion, mediante la produccién de citocinas de la familia de la IL-17
(IL-17A, IL-22). Estas citocinas por tener propiedades pro-inflamatorias inducen, en
distintos tipos de células inmunes y no inmunes, la expresion de IL-6, IL-8, GM-CSF, G-
CSF y otras proteinas de fase aguda. La inflamacién crénica puede verse exacerbada
por la produccion, por parte de algunos tipos de tumores o por las células del estroma
tumoral, de citocinas como TNF-a, IL-6, que al reforzar de manera constante la
actividad de las células pro-inflamatorias, provoca que queden exhaustas o debilitadas,
lo que conlleva a que no se induzca una eficiente respuesta antitumoral.

Por lo anterior, es necesario estudiar si en los pacientes con carcinoma pulmonar, la
respuesta inmune se encuentra bloqueada por las células Treg o si la activacion
constante del sistema inmune por las células Thl7 lleva a su agotamiento. Ambos
eventos favorecer la proliferacion y progresion del tumor. Definir la participacion de las
células Treg y células Thl7 en la respuesta inmune anti-tumoral, permitira disefiar

estrategias para controlar el crecimiento o eliminar de manera eficiente al NSCLC.

31



HIPOTESIS

Los carcinomas pulmonares de células no pequefias favorecen el incremento de los
linfocitos Treg o de los linfocitos Thl7 como mecanismo de escape del tumor a la

respuesta inmune antitumoral.
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OBJETIVO

Evaluar las poblaciones de células Treg y Th1l7 en sangre periférica de pacientes con

carcinomas pulmonares de células no pequenas.

Objetivos particulares

Identificar y cuantificar las poblaciones de células Treg y Th17 en sangre periférica de
pacientes con carcinomas pulmonares de células no pequefias.

Evaluar la expresion de CTLA-4 y LAP(TGF-B), asi como el porcentaje de células
productoras de IL-10.

Evaluar el porcentaje de células productoras de IL-17 (Th17).
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se colectaron muestras sanguineas de 23 pacientes con carcinoma pulmonar de
células no pequeiias (NSCLC) primario, 18 con diagnéstico de adenocarcinoma y 5 de
carcinoma epidermoide. El diagnostico fue establecido con base al analisis histologico
por parte del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) basados en los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)'*, Las muestras sanguineas fueron colectadas antes de que los pacientes
recibieran algun tipo de tratamiento. La distribucién con respecto al género fue de 13
sujetos masculinos y 10 sujetos femeninos. La edad promedio de este grupo fue de 59
afios con rango de 40 a 83 afios. Todos los pacientes fueron atendidos en el afio 2010
en el servicio clinico 3 del INER.

Como grupo control, se colectaron muestras sanguineas de 11 sujetos fumadores
considerados pesados (consumo de cigarrillos > 15 por dia). La distribucion con
respecto al género fue de 6 sujetos masculinos y 5 sujetos femeninos. La edad
promedio de este grupo fue de 52 afios con un rango de edad de 45 a 63 afos.
También, como grupo control, se colectaron muestras sanguineas de 10 sujetos no
fumadores. La distribucion con respecto al género fue de 6 sujetos masculinos y 4
sujetos femeninos. La edad promedio de este grupo fue de 56 afios con un rango de 43
a 83 afios. La funcion respiratoria de los grupos control se determind por medio de la
prueba de espirometria.

Para este estudio, la obtencion de muestras sanguineas fue aprobada por el Comité de
Ciencia y Bioética del INER. Los pacientes, sujetos fumadores y no fumadores que
aceptaron participar en el estudio, autorizaron la toma de la muestra sanguinea

firmando una carta de consentimiento informado.

Separacién de células mononucleares
De la sangre periférica se obtuvieron las células mononucleares (CMN) mediante
gradiente de densidad empleando ficoll (Lymphoprep, Axis-Shield), centrifugando a

1500 rpm durante 30 min. La fraccion correspondiente a las CMN se colecté y se lavo
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con medio RPMI-1640 a 1500 rpm durante 10 min, se retir6 el sobrenadante y las CMN

se congelaron en nitrégeno liquido hasta su uso.

Purificacion de células CD4"

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

Determinacion de la pureza de la fraccion CD4"

La fraccion CD4*, CD4", asi como las CMN se ajustaron a 1X10° cel/tubo de tincion, se
lavaron con 1mL de solucion PBS/BSA al 1% y los tubos se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min. Se retiré el sobrenadante y el botén celular se resuspendio en 100uL de
PBS/BSA, con los anticuerpos a-CD3, a-CD4 y a-CD8. La mezcla se incubd a
temperatura ambiente (TA) durante 30 min con agitacion constante. Al término de la
incubacion, las células se lavaron y el botéon celular se resuspendié en 300uL de
paraformaldehido al 1% en PBS. Finalmente, las muestras se adquirieron en el
citometro de flujo FACSCalibur (BD).

Fenotipificacion de células Treg y Thl7 a partir de células CD4" de sangre
periférica

La fenotipificacion de las células Treg y Th17 se llevé a cabo en la fraccién de células
CD4". Para la identificacion de las células Treg se emplearon mezclas de los siguientes
anticuerpos: a-CD4 Alexa Fluor 700 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen), a-FOXP3 Alexa
Fluor 488 (Clona: 150D, BioLegend), a-CD25 PE-Cy5 (Clona: M-A251, BD
Pharmingen), a-CTLA4 PE (Clona. BNI3, BD Pharmingen), a-CD127 Alexa Fluor 647
(Clona: HCD127, BioLegend) y a-CD49d PE (Clona: 9F10, BioLegend).

Para la fenotipificacion de las células Th17 se emplearon los siguientes anticuerpos: a-
CD4 Alexa Fluor 700 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen), a-CCR6 Alexa Fluor 488
(Clona: TG7/CCR6, BioLegend) y a-RORYy PE (Clona: AFKJS9, eBioscience).
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Tincion de membrana e intracelular

Las células CD4* se ajustaron a 1X10° cel/tubo de tincién, se realizé6 un lavado con
solucion PBS/BSA y se centrifugé a 1500 rpm durante 5 min. El boton celular se
resuspendio en 100uL de PBS/BSA y, para identificar a las células Treg por marcadores
de membrana se adicionaron los anticuerpos a-CD4, a-CD25, a-CD49, a-CD127. En
cambio para identificar a las células Thl7 se emplearon los anticuerpos a-CD4 y a-
CCR6. Los tubos se incubaron a TA durante 30 min con agitacion constante. Las
células se lavaron y el botdn celular se resuspendié en 200uL de solucion Fix/Perm
(BioLegend), se incub6 a TA durante 20 min con agitacion constante. Las células se
lavaron nuevamente y el botdn celular se resuspendié en 200uL de solucion de
permeabilizacion (BioLegend), se incub6 a TA durante 15 min con agitacién constante.
A las células permeabilizadas se agregaron los anticuerpos a-CTLA4 y a-FOXP3 como
marcadores intracelulares de las células Treg y el anticuerpo a-RORy como marcador
nuclear de las células Th17. Los tubos se incubaron a TA durante 30 min con agitacion
constante, las células se lavaron y el boton celular se resuspendié6 en 300uL de
paraformaldehido. Finalmente las muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo
FACSCanto Il (BD).

Deteccion de células Treg IL-10" TGFB"

Las células CD4" se estimularon con PMA (25ng/mL), ionomicina (1pg/mL) y brefeldina
A (10pg/mL) en un volumen de 1mL con medio RPMI-1640 (suplementado con 10% de
suero fetal bovino) a 37°C por 5 h. Para corroborar la estimulacion de las células se
realizo la tincidén empleando el anticuerpo a-CD69 FITC (Clona: FN50, Biolegend).

Tincion de membrana e intracelular

Las células CD4" estimuladas se ajustaron a 1X10° cel/tubo de tincién, se realizé un
lavado y el botdn celular se resuspendio en 100uL de PBS/BSA. Se adicionaron los
anticuerpos a-CD4 Alexa Fluor 700 (Clona: RPA-T4, BD Pharmingen) y a-CD127 Alexa
Fluor 647 (Clona: HCD127, BioLegend) para identificar a las células Treg por sus
marcadores de membrana. El anticuerpo o-LAP(TGFB1) PerCP/Cy5.5 (Clona:

BG/hLAP, BioLegend) se emple6 para detectar de manera indirecta el TGF-B en
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membrana. Las células se incubaron con agitacion constante TA durante 30 min. Se
lavé y el boton celular se resuspendié en 200uL de solucion de permeabilizacién (BD),
se incubd a TA durante 10 min con agitacion constante. Concluida la incubacion, las
células se lavaron y el boton celular se resuspendié en 100uL de PBS/BSA,
posteriormente se adiciond el anticuerpo a-IL-10 PE (Clona: JES3-19F1, BioLegend)
para detectar la citocina intracelular. Se incub6 nuevamente a TA durante 30 min con
agitacion constante. Al concluir la incubacion, las células se lavaron y se
resuspendieron en 300uL de paraformaldehido. Finalmente, las muestras se

adquirieron en el citometro de flujo FACSCanto Il (BD).

Deteccion intracelular de IL-17 e IL-22 en células Th17 a partir de CMN

Estimulacion de CMN

A 1X10° CMN en 500ul de medio RPMI-1640 (suplementado con 10% de suero fetal
bovino) se adicionaron 5ul de perlas latex con los anticuerpos a-CD2, a-CD3 y a-CD28
(T Cell Activation/Expansion Kit human, MACS Miltenyi Biotec) y se colocaron en placa
de 48 pozos. La placa se incub6 a 37°C durante 72 h. Después de colectar las células,
se lavaron, se ajustaron a 1X10° células y se estimularon con PMA, ionomicina y

brefeldina como se mencion6 anteriormente.

Tincion de membrana e intracelular

Las CMN estimuladas se ajustaron a 1X10° cel/tubo de tincién, se realizé un lavado y el
botén celular se resuspendié en 100uL de PBS/BSA. Se procedié a identificar la
poblacién CD4" empleando el anticuerpo a-CD4 PE-Cy5 (Clona: RPA-T4, BioLegend).
Las células se lavaron nuevamente y el boton celular se resuspendido en 200uL de
solucion de permeabilizacién (BD), se incub6 a TA durante 10 min con agitacion
constante. Concluida la incubacién, las células se lavaron y el boton celular se
resuspendid en 100uL de PBS/BSA con el anticuerpo a-IL-17 PE (Clona: BL168,
BioLegend) 6 a-IL-22 PE (Clona: 22URTI, eBioscience) para identificar a las células
Th1l7. Se empleo el anticuerpo a-IFNy Alexa Fluor 488 (Clona: 4S.B3, BioLegend) para
discriminar a las células Thl, productoras de esta citocina y de IL-17, de las células

Th17 productoras solo de IL-17. Los tubos se incubaron a TA durante 30 min con
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agitacion constante. Las células se lavaron y se resuspendieron en 300uL de
paraformaldehido. Finalmente, las muestras se adquirieron en el citbmetro de flujo
FACSCalibur (BD).

Adquisicidon de Datos y Analisis Estadistico

Las muestras se adquirieron en los citometros de flujo FACSCalibur o FACSCanto |l
(BD) empleando los programas CellQuest y FacsDiva, respectivamente. En todas las
muestras se realizo la grafica de tamafo (FSC) vs granularidad (SSC), se delimit6 la
region correspondiente a los linfocitos y a partir de esa region se realizo la grafica de
CD4 vs granularidad, donde se seleccionaron a los linfocitos CD4". Se adquirieron
20,000 eventos correspondientes a la region de linfocitos CD4" (figural).
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Figura 1: Adquisicion de datos. De la grafica de tamafio vs granularidad se obtiene la region correspondiente a
los linfocitos (R1). A partir de R1 se obtiene en la grafica CD4 vs granularidad, la region correspondiente a los
linfocitos CD4".

Para el analisis de los datos obtenidos se emple6 el programa FlowJo version 7.6
(TreeStar). Las graficas y pruebas estadisticas se realizaron empleando el programa
GraphPad Prism 5.

Se empled la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para comparar los resultados
obtenidos en nuestros grupos estudiados, se consideré una p<0.05 como nivel de

significancia estadistica. En las graficas se indica la mediana como medida de resumen.
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RESULTADOS

Purificacion de células CD4"

Dadas las limitaciones iniciales en relacion al equipo para detectar los marcadores
empleados para la identificacion de las células Treg y Th17, se realizd la purificacion
por seleccion negativa de las células CD4" con la finalidad de emplear una mayor
cantidad de marcadores y llevar a cabo una identificacion méas estricta de las
poblaciones estudiadas.

Empleando la tincion con los anticuerpos a-CD3, a-CD4 y a-CD8 determinamos la
pureza de la poblacion CD4" después de la purificacion. Al observar la distribucion en
las fracciones obtenidas del procedimiento, asi como en las CMN totales obtuvimos que
el porcentaje de pureza de la fraccion correspondiente a las células CD4" fue superior al

95% en todos los casos (figura 2).

CMN Fraccion + Fraccion — (CD4+)
10 14 1 10 4 29 1 10 ? 0 0
3549 0’y 63| 7 1199 |

CDS8

CD4

Figura 2: Distribucion de células CD4". Porcentajes de las células CD4" y CD8" en las CMN y en las fracciones
obtenidas después de la purificacion de células CD4" (fraccion + y fraccion -). Gréficas tipo dot plot. Muestra
sanguinea representativa proveniente de un sujeto no fumador.

FOXP3

Debido a que se ha documentado que el factor de transcripcibn FOXP3 se expresa de
manera transitoria en células T activadas carentes de actividad reguladora®1%,
decidimos emplear 2 anticuerpos a-FOXP3 (clona 236A/E7 y clona 150D) y realizar la
tincion en células estimuladas y no estimuladas. Observamos que los porcentajes de

células FOXP3" obtenidos con ambos anticuerpos son similares en las células no
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estimuladas, sin embargo, la tincion en las células estimuladas con el anticuerpo
236A/E7, mostrdé un incremento en el porcentaje de células FOXP3™; mientras que el
porcentaje de células FOXP3" detectado en la tincion con el anticuerpo clona 150D fue

similar al obtenido en las células no estimuladas (figura 3).
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Figura 3: Comparacion de los porcentajes de células CD4"FOXP3*. En la parte superior se muestran los
porcentajes obtenidos con el anticuerpo a-FOXP3 clona 236A/E7 y en la parte inferior los obtenidos con el
anticuerpo o-FOXP3 clona 150D. CMN sin estimular y estimuladas por 72 h con los anticuerpos a-CD3, a-
CD28 y a-CD2 unidos a perlas de latex. Muestras provenientes de un sujeto fumador y un sujeto no fumador.
Los ejes se colocaron con respecto al control de isotipo.

Con estos resultados decidimos emplear el anticuerpo a-FOXP3 clona 150D para llevar
a cabo la fenotipificacion puesto que al emplear este anticuerpo no detectamos un
incremento en el porcentaje de células FOXP3" que puede deberse a la expresion
transitoria de FOXP3 en células estimuladas. De esta manera podemos identificar de

manera mas estricta a las células Treg FOXP3".

Fenotipificacion de células Treg en células CD4" de sangre periférica

Porcentaje de células Treg
Para llevar a cabo la identificacion de las células Treg en los grupos estudiados,
seleccionamos aquellas células CD4" que expresaron la molécula CD25. A partir de la

poblacion CD4"CD25" se determiné el porcentaje de células que expresaban el factor
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de transcripcibn FOXP3. Observamos porcentajes similares entre los grupos de
pacientes y sujetos fumadores, mientras que en el grupo de sujetos no fumadores el

porcentaje fue menor. El andlisis representativo se muestra en la figura 4.
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Figura 4: Identificacion de células Treg CD4'CD25'FOXP3". De la region de linfocitos se seleccionaron los
positivos para la molécula CD4, posteriormente se seleccionaron los linfocitos CD4'CD25*. A partir de la
poblacion CD4*CD25" se muestran los histogramas obtenidos para la expresion nuclear de FOXP3 (histograma
color negro). El isotipo se representa con el histograma color rojo. Se representan los graficos obtenidos del
analisis de un sujeto de cada grupo estudiado (pacientes, fumadores y no fumadores).

Debido a la controversia actual sobre la expresion de FOXP3 y su asociacion con la
actividad reguladora de las células Treg®”*' y a que recientemente se ha documentado
que la ausencia de las moléculas CD127%° y CD49d> se asocia con la funcién
supresora de las células Treg, empleamos la combinacion de las moléculas CD127 y
CD49d como otra opcion para llevar a cabo una identificacion estricta de las células
Treg. A partir de la poblacion CD4'CD25" determinamos el porcentaje de células
negativas para ambas moléculas. Al igual que en el analisis anterior, los porcentajes de

células CD4'CD25'CD127'CD49d" fueron similares entre los pacientes y sujetos
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fumadores, mientras que en los sujetos no fumadores fue menor. El andlisis se
representa en la figura 5.
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Figura 5: Identificacion de células Treg CD4"CD25"'CD127°CD49d". De la region de linfocitos se seleccionaron
los positivos para la molécula CD4, posteriormente se seleccionaron los linfocitos CD4*CD25*. A partir de la
poblacion CD4"CD25" se muestran las gréficas tipo dot plot obtenidas para determinar el porcentaje de células
Treg de acuerdo a la ausencia de las moléculas CD127 y CD49d. Las células Treg se localizan en el cuadrante
inferior izquierdo (dobles negativas). Los ejes se colocaron con respecto al control de isotipo. Se representan los
graficos obtenidos del analisis de un sujeto de cada grupo estudiado (pacientes, fumadores y no fumadores).

Los porcentajes de células CD4"CD25'FOXP3" y células CD4'CD25'CD127 CD49d"
fueron similares en los grupos estudiados (tablal). Empleando ambos métodos de
andlisis observamos que el porcentaje de células Treg de los pacientes y sujetos
fumadores son similares y se incrementaron de manera no significativa con respecto al
porcentaje de células Treg de los sujetos no fumadores (figura 6). Por lo que,

aparentemente el habito tabaquico y la patologia estudiada no modifica la proporcion de
las células Treg en sangre periférica.
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Tabla 1: Porcentajes de células Treg \

Poblacion Pacientes

Fumadores No fumadores p
+ + + 23 2 15 NS
CD4 CD25 FOXP3 (1-3.6) (1-3.4) (1.1-3.6)
+ + - - 25 24 15 NS
CD4'CD25'CD127'CD49d (1.1-4) (1-3.4) (0.7-3.8)
(): Rango. NS: No significativo.
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Figura 6: Porcentaje de células Treg. A) Datos obtenidos con el anlisis de la poblacion CD4"CD25'FOXP3". B)
Datos obtenidos con el analisis de la poblacion CD4'CD25'CD49d CD127". Se indica la mediana como medida de
resumen. Pacientes n=23, sujetos fumadores n=11 y sujetos no fumadores n=10.

Porcentaje de células Treg CTLA-4"

Se ha documentado que las células Treg expresan la molécula CTLA-4 de manera
constitutiva y que dicha molécula es importante para que esta poblacion ejerza su
funcién supresora por contacto célula-célula*®*®®8  Dichos reportes detectan la
molécula CTLA-4 en la poblacion CD4°CD25"; en nuestro caso analizamos el
porcentaje de la poblacion positiva para la molécula CTLA-4 a partir de las poblaciones
de células Treg identificadas anteriormente (CD4"CD25"FOXP3" y CD4'CD25°CD127).

El andlisis realizado se muestra en la figura 7.
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Figura 7: Porcentajes de CTLA-4". A partir de la region de linfocitos se seleccionaron aquellos positivos para
la molécula CD4. Se seleccionaron los linfocitos CD4"CD25" y a partir de esta poblacion: A) Se detecto la
expresion nuclear de FOXP3 (histograma color negro). En la poblacion CD4*CD25'FOXP3" se detecto la
expresion de la molécula CTLA-4 (histograma color azul) B) Se seleccionaron los linfocitos CD4"CD25"

CD127". En la poblacion CD4"'CD25" CD127" se detecté la expresion de la molécula CTLA-4 (histograma
color azul). El isotipo se representa con histograma color rojo.

Los porcentajes de células Treg CTLA-4" obtenidos en la poblacién CD4"CD25"FOXP3*
fueron similares a los obtenidos en la poblacion CD4"'CD25'CD127" (tabla 2).

Tabla 2: Porcentajes células Treg CTLA-4"

Poblacion Pacientes Fumadores No fumadores P

+ + + 38.0 42.0 33.5 NS
CD4'CD25 FOXP3 (11.7-63.7)  (32.5-66.4) (19.7-54.5)

+ + - 41.1 43.0 36.5 NS
CD4'CD25 CD127 (14.0-62.9)  (30.9-57.2) (19.4-60.7)

(): Rango. NS: No significativo.

En ambos casos, los porcentajes de células Treg CTLA-4" no mostraron diferencias
significativas entre pacientes, sujetos fumadores y sujetos no fumadores (figura 8), por

lo que, aparentemente el habito tabaquico y la patologia estudiada no modifica el
porcentaje de células Treg CTLA-4".
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Figura 8: Porcentaje de células Treg CTLA-4". A) Datos obtenidos con el analisis de la poblacion
CD4'CD25'FOXP3"*. B) Datos obtenidos con el analisis de la poblacion CD4*CD25'CD127". Se gréfica la
mediana como medida de resumen. Pacientes n=20, Fumadores n=9 y No Fumadores n=8.

Expresion de CTLA-4 en células Treg

Se analizo la expresion de la molécula CTLA-4 en la poblacion CD4"'CD25'CD127,
empleando la intensidad media de fluorescencia relativa (RMFI), obtenida de la
siguiente manera: RMFI = intensidad media de fluorescencia (MFI) obtenida de la
muestra / MFI del control de isotipo correspondiente’®®*%. No encontramos diferencias

significativas entre los grupos estudiados (tabla 3).

Tabla 3: Expresion (RMFI) de CTLA-4

Poblacién Pacientes Fumadores No fumadores p
+ N . 2.7 25 2.7
CD4°CD25°CD127 (1.3-5.8) (15-4.8) (1.6-5.0) NS

(): Rango. NS: No significativo.

Estos resultados sugieren que la expresiéon de la molécula CTLA-4 no se ve afectada ni

por el tabaquismo ni por el cancer pulmonar.
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Deteccion de IL-10 y TGF-B

Porcentaje de células productoras de IL-10 y porcentaje de células CD4'CD127
LAP(TGF-B)*

Se ha reportado que las células Treg, ademas de llevar a cabo su funcién supresora
mediante el contacto célula-célula, lo hacen liberando citocinas anti-inflamatorias,
principalmente IL-10 y TGF-B*. Distintos grupos han cuantificado estas citocinas en
plasma de los pacientes con cancer o en sobrenadantes de cultivos de células
CD4*CD25* estimuladas con PMA®®88 En nuestro caso decidimos analizar los
porcentajes de células productoras de IL-10 a partir de células CD4" estimuladas con
PMA. El analisis se ilustra en la figura 9.
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Figura 9: Porcentajes de células productoras de IL-10. A partir de la region de linfocitos se seleccionaron los
positivos para la molécula CD4. A partir de la poblacion CD4" se determiné el porcentaje de células CD4"IL-
10", Gréficos obtenidos del anélisis de un sujeto de cada grupo estudiado (pacientes, fumadores y no
fumadores). Los ejes se colocaron con respecto al control de isotipo.
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Dado las limitaciones iniciales en relacion a los diversos fluorocromos conjugados a los
anticuerpos empleados para detectar marcadores de células Treg, asi como en base a
reportes recientes que indican que la ausencia de la molécula CD127 en la poblacién
CD4'CD25" correlaciona con la expresion de FOXP3 y la actividad supresora de las
células Treg®, decidimos analizar la co-expresién de IL-10 y TGF-B en la poblacién

CD4'CD127°, como se ilustra en la figura 10.
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Figura 10: Porcentajes de células CD4"CD127 productoras de IL-10 y LAP(TGF-B)". A partir de la region de
linfocitos se seleccionaron los positivos para la molécula CD4, posteriormente se seleccionaron los linfocitos
CD4'CD127". A partir de la poblacion CD4"CD127 se determind el porcentaje de células LAP(TGF-p)*,
cuadrante superior izquierdo y cuadrante superior derecho. En la poblacion CD4'CD127" no se observo
produccion de IL-10 (cuadrante superior e inferior derecho). Gréficos obtenidos del analisis de un sujeto de cada
grupo estudiado (pacientes, fumadores y no fumadores). Los ejes se colocaron con respecto al control de isotipo.

En relacion al porcentaje de células CD4" productoras de IL-10, el grupo de pacientes
presento el mayor porcentaje (1.4%), seguido del grupo de sujetos fumadores (0.91%),
mientras que el grupo de sujetos no fumadores presento el menor porcentaje (0.79%).
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre estos porcentajes (figura
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11A). Al analizar la poblacion CD4'CD127 detectamos que menos del 0.5% de esta
poblacion produce IL-10. La diferencia de los resultados obtenidos en ambas
poblaciones puede deberse, en parte, a que en las células CD4" se incluyen células
Th2 productoras de IL-10.

Por otra parte, como se menciond anteriormente, el TGF-B es otra citocina que es
producida por las células Treg, y puede mantenerse en su membrana unido a la
molécula LAP'®, por lo que nosotros empleamos la molécula LAP(TGF-B) para detectar
indirectamente al TGF-B en la poblaciéon CD4"'CD127".

El porcentaje de células LAP(TGF-B)* obtenido en los sujetos fumadores y sujetos no
fumadores fue similar (4.4 y 4.2%, respectivamente). En cambio, en el grupo de los
pacientes, el porcentaje se incrementd al doble (8.5%). Sin embargo, dicho incremento

no mostroé diferencia significativa al compararse con los otros grupos (figura 11B).
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Figura 11: Porcentaje de células productoras de citocinas supresoras. A) Porcentaje de células CD4" productoras
de IL-10. B) Porcentaje de células LAP(TGF-B)* provenientes de la poblacion CD4'CD127". Se gréfica la mediana
como medida de resumen. Pacientes n=15, Fumadores n=7 y No Fumadores n=6.

Expresion de IL-10 y LAP(TGF-)

Para medir la expresion de IL-10 en la poblacion de células CD4" se emple6 la RMFI.
No observamos diferencias significativas entre los grupos de estudio. Por otra parte
también medimos la expresion de LAP(TGF-B) en la poblacion CD4°CD127°, y

observamos que en el grupo de pacientes, la RMFI se incrementé al doble comparada
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con la RMFI de los grupos de sujetos fumadores y sujetos no fumadores (tabla 4), por lo
que podemos sugerir que en nuestras condiciones las células Treg de los pacientes no

producen IL-10, pero si incrementan la expresion de LAP(TGF-f).

Tabla 4: Expresion (RMFI) de IL-10 y LAP(TGF-B)

Poblacién Pacientes Fumadores No fumadores p
CD4+ 4.9 4.7 5.1 NS
(4.5-6.0) (4.3-5.1) (4.2-5.5)
CD4+CD127- 9.7 5.2 23 *0.024
(5.8-20.5) (5.0-5.3) (4.2-5.9)

*: Diferencia significativa entre pacientes y sujetos fumadores y no fumadores. (): Rango.
NS: No significativo

Fenotipificacion de células Th17 en células CD4" de sangre periférica

Porcentaje de células Th17

El factor de transcripcion RORy se ha considerado marcador exclusivo de las células
Thi17, ya que participa en la diferenciacion de las células T naive a células Th17%. Con
base a este marcador en este estudio identificamos, a partir de la poblacién de linfocitos
CD4", el porcentaje de células positivas para este factor de transcripcion. El analisis
realizado para la identificacion de las células CD4"RORY" se muestra en la figura 12 A.
Ademas del factor de transcripcibn RORYy, se ha propuesto que la poblacion de células
Th17, pueden expresar el receptor de quimiocinas CCR6, que les permite migrar a los
sitios de inflamacion para llevar a cabo su funcién efectora®. A partir de la poblacién
CD4'RORY" se determiné el porcentaje de células que expresan al receptor CCRS,

como se ilustra en la figura 12B.
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Figura 12: Porcentajes de células Th17. A partir de la region de linfocitos se seleccionaron los positivos para la
molécula CD4. A) A partir de la poblacion CD4" se muestra la grafica tipo dot plot donde se determiné el
porcentaje de células CD4"RORy". B) A partir de la poblacion CD4"RORy" se determind la expresion de la
molécula CCR6 (histograma color azul). Graficos obtenidos del analisis de un sujeto de cada grupo estudiado

(pacientes, fumadores y no fumadores). El isotipo se representa con el histograma color rojo.
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Encontramos que en los pacientes el porcentaje de células CD4"RORY" se incrementd
tres veces (1.6%) con respecto a los sujetos no fumadores (0.5%), mientras que en los
sujetos fumadores el incremento fue el doble (1.2%) con respecto a los sujetos no
fumadores. El porcentaje de células CD4"RORy" de los pacientes con respecto a los
sujetos no fumadores mostré diferencias significativas (p=0.041) (figura 13A). Estos
resultados sugieren que el habito tabaquico y el cancer pulmonar, promueven un
proceso de inflamacion crénica, que incrementa el porcentaje de células Thl7
(CD4"RORY").

Aproximadamente el 50% de las células CD4"RORy" expresaron CCR6; el porcentaje
encontrado fue ligeramente mayor en el grupo de pacientes (53%) comparado con los
sujetos fumadores (43%) y sujetos no fumadores (49%). No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos estudiados (figura 13B). Estos resultados sugieren que el
porcentaje de células CD4'ROR y* que presentan el receptor CCR6 no se ve afectado

ni por el habito tabaquico ni por la patologia estudiada.
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Figura 13: Porcentaje de células CD4" con marcadores RORy y CCR6. A) Porcentaje de células CD4"RORYy".
*p=0.0408. B) Porcentaje de células CCR6" provenientes de la poblacion CD4'RORy". Se grafica la mediana
como medida de resumen. Pacientes n=15, Fumadores n=7 y No Fumadores n=6.
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Deteccion de IL-17 e IL-22

Porcentaje de células productoras de IL-17
La poblacién Th17 se ha asociado con la secrecion de citocinas de la familia de la IL-17,
principalmente la IL-17A (IL-17). Esta citocina ha sido detectada empleando diferentes

99799 " En  nuestro estudio

técnicas (ELISA, citometria e inmunohistoquimica
empleamos la tincién intracelular para detectar la IL-17 en la poblacion CD4". El andlisis
empleado se indica en la figura 14. Encontramos que el porcentaje de células CD4"
productoras de IL-17 se incrementd en el grupo de pacientes y sujetos fumadores con

respecto a los sujetos no fumadores.

Granularidad
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Figura 14: Porcentajes de células productoras de IL-17. A partir de la region de linfocitos se seleccionaron los
positivos para la molécula CD4. A partir de la poblacion CD4" se muestra la gréfica tipo dot plot donde se
determiné la poblacion de células CD4'1L-17". Gréficos obtenidos del analisis de un sujeto de cada grupo
estudiado (pacientes, fumadores y no fumadores). Los ejes se colocaron con respecto al control de isotipo.

Se ha documentado que las células Thl ademas de secretar IFN-y también producen

IL-17%". Para distinguir entre las células CD4* Thl o Th17, se analizaron las citocinas
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intracelulares IFN-y e IL-17. Se definieron como células Thl aquéllas que producian
ambas citocinas; mientras que las células Th1l7 se identificaron como aquéllas que se
restringieron a la produccién exclusiva de IL-17. El analisis utilizado se muestra en la
figura 15. Encontramos que el porcentaje de células Th1l7 incrementd en el grupo de

pacientes y sujetos fumadores con respecto a los sujetos no fumadores.

G 00
Paciente Fumador No Fumador
2302 | 3.2/ 0.2 |" 240.2
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Figura 15: Porcentajes de células Th17 (IL-17"). A partir de la region de linfocitos se seleccionaron los
positivos para la molécula CD4. A partir de la poblacion CD4" se muestra la grafica tipo dot plot donde se
determiné el porcentaje células Thl7 productoras de IL-17. Las células Thl7 se identifican como la
poblacion de células CD4'IL-17"1IFN-y” (cuadrante inferior derecho). Graficos obtenidos del analisis de un
sujeto de cada grupo estudiado (pacientes, fumadores y no fumadores). Los ejes se colocaron con respecto
al control de isotipo.

Observamos que los porcentajes de células Thl7 fueron ligeramente menores a los
porcentajes de células CD4'IL-17" (tabla 5). En ambos casos observamos diferencias
significativas entre los grupos de pacientes y sujetos no fumadores, asi como entre

sujetos fumadores y sujetos no fumadores (figura 16).

53



Tabla 5: Porcentajes de células IL-17" y células Th17

Poblaplon Pacientes Fumadores No fumadores p
estudiada
CD4'IL-17* 16 15 0.86 *0.0004
(0.9-4.8) (0.8-2.4) (0.6-1.3)
CD4'IL-17"IFN-y’ 1.3 11 0.66 *<0.0001
(0.7-2.8) (0.7-2.1) (0.4-0.8)

*: Diferencia significativa entre el grupo de pacientes y sujetos no fumadores, asi como entre el grupo de sujetos
fumadores y sujetos no fumadores. (): Rango
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Figura 16: Porcentajes de células productoras de IL-17. A) Datos obtenidos a partir de las células CD4"
*p=0.0004. B) Datos obtenidos a partir de la poblacion CD4IL-17"IFNy". **p<0.0001. Se grafica la mediana
como medida de resumen. Pacientes n=23, Fumadores n=11 y No Fumadores n=10.

Estos resultados muestran que la principal fuente de IL-17 encontrada en los grupos
estudiados es debido a la presencia de células Th1l7. Esto refuerza la idea de que un
proceso inflamatorio promovido por el tabaquismo o por el tumor incrementa el
porcentaje de células con fenotipo Thl7 (CD4'RORy"), asi como el porcentaje de
células productoras de IL-17 exclusivamente.

Expresion de IL-17 en células Th17

Empleamos la RMFI para determinar la expresion de la IL-17 detectada en los grupos

estudiados y observamos un incremento significativo en la RMFI del grupo de pacientes
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cuando se comparo con el grupo de sujetos no fumadores (tabla 6). Esto sugiere que el
cancer pulmonar ademas de promover un incremento en el porcentaje de células Th17

(IL-17%) también incrementa la expresion de la IL-17.

Tabla 6: Expresion (RMFI) de IL-17

Citocina estudiada Pacientes Fumadores No fumadores p
9.0 6.7 4.3
IL-17 (3.2-48.8) (3.6-20.19) (2.7-10.0) *0.001

*: Diferencia significativa entre pacientes y sujetos no fumadores. () Rango

Finalmente, los porcentajes obtenidos de la fenotipificacion de células Thl7, fueron
similares a los porcentajes obtenidos para la deteccién de IL-17. Lo que sugiere que la
produccion de IL-17 se asocia con la proporcion de células con fenotipo CD4"RORY".

Porcentaje de células productoras de IL-22

Se ha documentado que las células Th17 ademés de la IL-17, producen la 1L-22%.
Nosotros determinamos los porcentajes de células CD4" productoras de IL-22. En
nuestras condiciones experimentales, el porcentaje de células CD4'IL-22" en los grupos
estudiados fue menor al 0.6% (tabla 7), no se observé diferencia significativa, tampoco

se encontrd una relacién con la produccion de IL-17.

Tabla 7: Porcentajes células productoras de IL-22

Poblacion estudiada  Pacientes Fumadores No fumadores P

CD4"IL-22" 0.44 0.6 0.5 NS
(0.3-1.3) (0.4-0.9) (0.4-1.1)

(): Rango. NS: No significativo.

Expresion de IL-22 en células CD4"

Al analizar la expresion de la IL-22 observamos que la RMFI mostro diferencia
significativa entre los pacientes y los sujetos fumadores y no fumadores (tabla 8).
Aparentemente el cancer pulmonar incrementa la expresion de la IL-22, pero hacen

falta estudios para dilucidar la participacion de esta citocina en dicha patologia.
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% Th17

Tabla 8: Expresion (RMFI) de IL-22

Citocina Pacientes Fumadores No fumadores p
4.8 4.1 3.7
IL-22 (2.7-8.8) (2.9-4.4) (3.3-5.0) *0.001

*: Diferencia significativa entre pacientes y sujetos fumadores y no fumadores. () Rango

Correlacion entre células Tregy Th17

Se ha documentado que las poblaciones de células Treg y Thl7 tienen funciones
antagoénicas y se diferencian de manera excluyente’”’®. Para conocer si en los grupos
analizados existe alguna asociacion entre las células Treg y Th17, se realiz6 el analisis
de correlacion. Los resultados obtenidos no mostraron una tendencia positiva en el
grupo de pacientes y sujetos no fumadores, mientras que en los sujetos fumadores no
se observo tendencia alguna (figural7). Estos resultados sugieren que ambas
poblaciones se comportan de manera independiente y la presencia de alguna no afecta
la proporcion de la otra. Consideramos necesario incrementar el nUmero de muestras

para determinar si existe o no una correlacion.
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Figura 17: Correlacion empleando la prueba de Spearman. Porcentaje de células Treg (X) vs porcentaje de
células Th17 (Y) A) Pacientes n=23. B) Sujetos fumadores n=11. C) Sujetos no fumadores n=10. Linea =
tendencia.
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DISCUSION

Las células tumorales emplean distintos mecanismos que afectan la respuesta
inmunolégica®. Por un lado, producen factores solubles que al actuar sobre la célula
blanco inhiben su participacion o bien inducen poblaciones celulares con capacidad
reguladora®. Por otra parte, se ha reportado que el tumor induce la activacién crénica
de la respuesta inmunoldgica y que los mediadores de la inflamacién estimulan la
proliferacién y/o progresién del tumor®!,

En este estudio se identificaron a las células Treg y células Th17 para definir el papel de
éstas en pacientes con NSCLC. Las células Treg se identificaron como células
CD4"CD25'FOXP3*, empleando el anticuerpo a-FOXP3 clona 150D que no reconoce la
expresion transitoria de FOXP3 en las células activadas®’. Ya que recientemente se ha
reportado que las células Treg pueden identificarse empleando una serie de moléculas
de membrana®>*1° se definié a la poblacién CD4*CD25'CD127'CD49d" como células
Treg. Los porcentajes de células Treg identificadas por ambos procedimientos son
similares en los grupos estudiados.

La poblacion CD4"CD25'CD127'CD49d no expreso IL-10 pero si las moléculas CTLA-4
y TGF-B, lo que sugiere que esta poblacién puede presentar actividad reguladora por
medio de estas moléculas. En relacién a la IL-10, la mayoria de los reportes indican que

ésta se encuentra elevada en los pacientes con céancer®” %

, incluyendo cancer
pulmonar®®°. Esta citocina se ha cuantificado inmunoenzimaticamente en plasma o
sobrenadante de cultivos de células CD4"'CD25"%%>°%%1 | 3 determinacién sérica no
permite conocer la fuente real de la IL-10 y en los cultivos de células CD4'CD25", la
presencia de IL-10 puede deberse a células Th2 o Trl. El grupo de Wolf®® analizé la
expresion intracelular de IL-10 en células CD4"CD25" y CD4"CD25  y encontr6 bajos
porcentajes de ceélulas productoras de esta citocina en ambas poblaciones. Nosotros
empleamos un procedimiento similar, y nuestros resultados mostraron que alrededor del
1% de la poblacion CD4" produce IL-10; sin embargo, esta citocina no fue producida por
la poblacion CD4"CD127".

En relacion a la molécula CTLA-4, la poblacion CD4"CD25'CD127 fue positiva en

porcentajes similares a la poblacion CD4*CD25'FOXP3" detectada en nuestro estudio
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asi como lo reportado por otros autores®®*. Por otra parte, la poblacién CD4*CD127
mostré un incremento tanto en el porcentaje de células TGF-B*, como en la expresion
de TGF-B. Los resultados anteriores sugieren que esta poblacion puede llevar a cabo
su funcién supresora a través del contacto célula-célula. A pesar de que se ha
reportado que la poblacion CD4*CD25'CD127 CD49™ tiene actividad supresora®, es
necesario realizar ensayos que permitan conocer si, en nuestras condiciones
experimentales, esta poblacién tiene actividad reguladora.

Por otra parte, el grupo de Woo®>®

, al igual que nosotros, no encontro diferencias a
nivel sanguineo entre los porcentajes de células Treg de pacientes y sujetos sanos,
mientras que otros grupos detectaron un incremento de células Treg que infiltran al
tumor®®®. Por lo anterior, consideramos necesario realizar la identificacion de esta
poblacién en los TILs.

En relacion a las células Thl7, las identificamos como células CD4"RORy" ya que
estudios referentes a la diferenciacién de esta poblacién han establecido que RORYy es
el factor de transcripcién maestro para esta poblacién®, por lo que se ha considerado

95.97.98 también identificamos a

marcador exclusivo. Ademas, al igual que otros reportes
la poblacion Th17 como la productora de IL-17.

El papel de estas células en cancer aun es controversial, ya que se han asociado con
procesos anti- y pro-tumorales’®. Inicialmente, las células Thl7 se reportaron en

neoplasias asociadas a un estado de inflamacién crénica®™®.

Ya que se ha
documentado que el habito tabaquico mantiene un estado de inflamacion crénica y que
el tabaquismo es un factor de riesgo para el desarrollo de NSCLC, consideramos a los
sujetos fumadores como un grupo control. El porcentaje de esta poblacién en los
pacientes con NSCLC vari6 con respecto a otros tipos de cancer®®; pero al igual que
en cancer gastrico®®, encontramos un incremento significativo en la poblacién de células
Th17 (RORY") en sangre periférica de los pacientes. Al detectar la produccion de IL-17,
observamos un incremento en el porcentaje de células IL-17" en pacientes y sujetos
fumadores. Por otra parte, algunos autores detectan la presencia de esta poblacién en
el infiltrado inflamatorio de algunos tipos de tumores. Chen y cols.*® identificaron células

IL-17" en cortes histolégicos de NSCLC. Se ha propuesto que la molécula CCR6
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detectada en la poblacién Th17 favorece su reclutamiento al sitio del tumor®®, por lo que
consideramos necesario estudiar esta poblacion en el infiltrado inflamatorio del tumor.

Estos resultados sugieren que en el estado de inflamacion crénica debido al habito
tabaquico participan las células Thl7. Es necesario determinar si el ambiente
inflamatorio cronico debido a las células Th1l7, ademas de ser un factor de riesgo para
el desarrollo del céancer pulmonar, es promovido o mantenido por el tumor ya
establecido y participa en su crecimiento o progresion. Para conocer este aspecto
estamos iniciando estudios en pacientes con NSCLC sin antecedentes de tabaquismo o

de otros factores que induzcan un proceso inflamatorio crénico.

Participacion de las células Treg y Th17 en cancer pulmonar.

El habito tabaquico afecta las barreras primarias de defensa del tracto respiratorio, ya
gue disminuye la actividad de la carpeta mucociliar. Lo anterior lleva a una ineficiente
eliminaciébn de los patégenos y otros agentes tOxicos presentes en el aire, que
constantemente penetran al tracto respiratorio. Lo anterior induce una reaccion
inflamatoria aguda que, por la persistencia del tabaquismo, se transforma en una
inflamacion crénica que afecta diversas estructuras celulares de tracto respiratorio. Los
mecanismos de reparacion y regulacion, entre ellos la presencia de células Treg,
participan evitando la exacerbacion de la respuesta inflamatoria crénica'®. Sin embargo,
ya que el tabaquismo continua, la inflamacién crénica sobrepasa estos mecanismos de
reparacion y regulacion del tejido dafiado. Los agentes genotoxicos presentes en el
humo del cigarro afectan irreversiblemente al material genético de las células epiteliales
adyacentes al tejido dafiado, lo que inicia el proceso de malignidad. Transcurrido el
tiempo y ya que el tabaguismo se mantiene, asi como se incrementa la heterogeneidad

tumoral, algunas clonas de células malignas producen TGF-B%

y otros mediadores que
inducen en las DCs locales la produccién de IL-6'%. EI TGF-B y la IL-6 participan en la
diferenciacion e incremento de la poblacion de células Th1l7. La IL-17 producida por
estas células favorece el establecimiento de un microambiente pro-inflamatorio, y al
actuar en células blanco como células endoteliales y fibroblastos, induce en ellas la
produccion de IL-6. Este microambiente inflamatorio, en el que sobresale la produccion

de IL-17 estimula en los fibroblastos la produccion de VEGF para generar nuevos vasos
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sanguineos. La neovascularizaion favorece el crecimiento tumoral. Ademas, la IL-17
induce en células endoteliales y fibroblastos la produccion de metaloproteasas que
promueven la remodelacion de la matriz extracelular, favoreciendo la invasion y
metastasis de las células tumorales’?.

En relacion a la respuesta inmune, la IL-17 promueve la maduracion de DCs asi como
la activacion de células NK y CTLs"® En parte, la activacién constante puede llevar a
que las células inmunes queden exhaustas y disminuyan la sintesis de granzimas y
perforina por las células citotéxicas'®. Lo anterior puede ser aprovechado por las
células tumorales para evadir la respuesta inmune del huésped. Sin embargo, y debido
a la inflamacién crénica perenne, el organismo trata aun de mesurar este fenomeno,
manteniendo y/o incrementando la funcionalidad de las células Treg.

Profundizar en el conocimiento de la participacion de las células Treg y Th17 permitira
el desarrollo de tratamientos que permitan controlar el crecimiento y favorecer la

eliminacioén del tumor.
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CONCLUSIONES

e Se identificaron células Treg y Thl7 en la sangre periférica de pacientes con
carcinomas pulmonares de células no pequefias, sujetos fumadores y sujetos no
fumadores.

e El porcentaje de células Treg con fenotipo CD4'CD25'FOXP3" fue similar al
porcentaje de células Treg con fenotipo CD4"CD25"CD127°CD49d".

e EIl porcentaje de células Treg fue similar entre los grupos estudiados, lo que
sugiere que ni el habito tabaquico ni la patologia estudiada incrementan su
porcentaje en sangre periférica.

e Las células Treg expresaron las moléculas CTLA-4 y LAP(TGF-B), pero no
produjeron IL-10, lo que sugiere que podrian llevar a cabo su efecto biolégico por
la interaccion célula-célula.

e El porcentaje de células CD4"RORy" es mayor en los pacientes con respecto a
los sujetos no fumadores.

e El porcentaje de células productoras de IL-17 (Th17) es mayor en los pacientes y
sujetos fumadores con respecto a los sujetos no fumadores.

e Los porcentajes de células Thl7 con fenotipo CD4'RORy" es similar al
porcentaje de células Th17 productoras de IL-17".

e En los sujetos fumadores, un proceso inflamatorio cronico debido al hébito
tabaquico incrementa el porcentaje de células Thl7. En los pacientes con
NSCLC, la persistencia del proceso inflamatorio, por la continuacion del
tabaquismo o por la propia masa tumoral, puede mantener el microambiente que

favorece el incremento en el porcentaje de células Th17.
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PERSPECTIVAS

Realizar la identificacidn, cuantificacion y evaluacion de las células Treg y Thl7,
en el infiltrado inflamatorio de los NSCLC.

Realizar estudios que permitan corroborar la funcionalidad de las células Treg
identificadas en este estudio. De igual manera realizar estudios que puedan
definir el mecanismo por el cual las células Treg llevan a cabo su funcion
supresora. En caso de no presentar una actividad reguladora, identificar las
alteraciones que puedan evitar la funcionalidad de estas células.

Realizar estudios que demuestren la funcionalidad de la IL-17 producida por las
células Thl7.

Realizar estudios que permitan dilucidar si el incremento de las células Th1l7 en
los pacientes con NSCLC es favorecido por el habito tabaquico o por la masa

tumoral.
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