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RESUMEN

El cancer es un grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron 6 caracteristicas o
“etiquetas” del cancer. Mas tarde, en el 2011 los mismos autores propusieron agregar
la evasion de la destruccion inmune como una caracteristica o “etiqueta” adicional que
comparten todos los tipos tumorales. Globalmente, el cancer de pulmén fue el tipo
tumoral mas comunmente diagnosticado y la principal causa de muerte por cancer en
hombres en el 2008. El sistema inmune identifica y elimina células tumorales con base
en la expresion de antigenos especificos tumorales a traves de diferentes poblaciones
celulares hematopoiéticas. Los neutréfilos son las primeras células que infiltran el sitio
de tumor primario. Una vez alli, ejercen funciones protumorales que promueven el
reclutamiento de nuevos neutrdfilos, estimulan la angiogénesis, crecimiento e invasion
de células tumorales. A pesar del desarrollo de una respuesta antitumoral por parte del
sistema inmune, variantes de células tumorales no son eliminadas, con lo que células
tumorales pueden mantenerse en equilibrio con el sistema inmune y posteriormente,
escapar. Células tumorales pueden evadir la respuesta inmune por falta de
reconocimiento inmunolégico o pueden evadir su eliminacién. Recientemente se
descubrié que, células tumorales pueden evadir su eliminacién celular por inhibicién del
proceso de fagocitosis a través de la union de CD47 por parte de células tumorales y
SIRPa en macrofagos. CD47 es una proteina integral de membrana, miembro de la
superfamilia de inmunoglobulinas. CD47 interactia con integrinas, proteinas de familia
SIRP y trombospondina-1, con las cuales ejerce diferentes funciones. Células
progenitoras y madre circulantes incrementan expresion de CD47 para evitar ser
fagocitadas. Células tumorales imitan este mecanismo. Anti-CD47 que bloquea
interaccion CD47/SIRPa permite la fagocitosis de células tumorales y en modelos
murinos inhibe el crecimiento tumoral y previene el proceso de metastasis. El objetivo
de este estudio fue determinar los niveles de expresiéon de CD47 total en sangre
periférica de pacientes de cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP) y
controles, asi como la frecuencia de neutrdfilos y los niveles de expresion de CD47 en
neutrofilos de pacientes y compararlos con las variables clinicas. Ademas, se evaluo la

expresion de CD47 en pacientes como posible biomarcador prondstico. Los resultados



muestran que, la frecuencia de CD47 total fue similar entre pacientes y controles, sin
embargo, pacientes con CPCNP expresan mas del doble de receptores CD47 por
célula. La frecuencia de neutréfilos (CD66b+ CD15+) se encontré incrementada en
pacientes CPCNP con respecto a controles. Esto va en concordancia con lo descrito
por otros estudios en CPCNP. Neutrofilos de pacientes CPCNP tienen incrementada
mas de 2 veces la expresion de CD47 en superficie con respecto a controles. La
densidad de expresion de CD47 total se encuentra asociada en pacientes CPCNP con
el estadio clinico, presencia de oligometastasis y con hipoalbuminemia. Estos
resultados sugieren que el incremento en expresion de CD47 total esta relacionado con
el desarrollo tumoral y con el estatus nutricional de pacientes. La alta expresion de
CDA47 total en sangre periférica de pacientes correlaciona con peor sobrevida global. La
alta expresion de CD47 en neutréfilos correlaciona con una tendencia a menor
sobrevida global. Estos resultados muestran que CD47 podria ser un posible

biomarcador pronéstico en pacientes CPCNP en estadio IV.



ABSTRACT

Cancer is a group of diseases that can affect any part of the body. In 2000, Hanahan
and Weinberg proposed six characteristics or "hallmarks" of cancer. Later, in 2011, the
same authors proposed adding evading immune destruction as a feature or additional
"hallmark” shared by all tumor types. Globally, lung cancer was the most commonly
diagnosed type of cancer and the leading cause of cancer death in men in 2008. The
immune system identifies and removes tumor cells based on the expression of tumor
specific antigens through various hematopoietic cell populations. Neutrophils are the
first cells infiltrating the primary tumor site. Once there, exhibited protumorals functions
that promote the recruitment of new neutrophils, stimulate angiogenesis, growth and
invasion of tumor cells. Despite the development of an anti-tumor response by the
immune system, variants of tumor cells are not eliminated, so tumor cells are
maintained in balance with the immune system and then tumor cells escapes. Tumor
cells avoid immune response by lack of immune recognition or can avoid immune cell
elimination. Recently it has been discovered that tumor cells can evade cell elimination
process by inhibiting phagocytosis through binding of CD47 to SIRPa. CD47 is an
integral membrane protein, a member of the immunoglobulin superfamily. CD47
interacts with integrins, SIRP family proteins and thrombospondinl and exerts diverse
functions. Circulating stem cells and progenitor cells increased CD47 expression to
avoid being phagocytosed. Tumor cells mimic this mechanism. CD47 blocking
antibodies allows phagocytosis of tumor cells and in murine model inhibited tumor
growth and prevent metastasis process. The aim of this study was to determine levels
of expression of CD47 on peripheral whole blood of patients of non-small lung cancer
cells (NSCLC) and controls as well as the frecuency of neutrophils and the levels of
expression of CD47 in neutrophils of patients and compared with clinical variables.
Furthermore, the expression of CD47 in patients was evaluated as a potential
prognostic biomarker. The results show that, overall CD47 frequency was similar
between patients and controls, however, NSCLC patients expressed more than twice
CDA47 receptors per cell. The frequency of neutrophils (CD66b+ CD15+) was found
increased in NSCLC patients compared to controls. This is consistent with the findings

of other studies in NSCLC. Neutrophils of NSCLC patients have increased more than 2



times the surface expression of CD47 compared to controls. The density of expression
of CD47 is associated in all NSCLC patients with clinical stage, presence of
oligometastases and hipoalbuminemia. These results suggest that increased surface
expression of CD47 is related to overall tumor growth and nutritional status of patients.
High expression of CD47 in peripheral blood of NSCLC patients correlated with worse
overall survival. High expression of CD47 in neutrophils correlated with a trend towards
lower overall survival. These results show that CD47 could be a potential prognostic
biomarker in patients with stage IV NSCLC.
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INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo [1], ocurre en casi cualquier 6rgano y tejido y esta relacionado con una
variedad de factores etioldégicos como la inestabilidad gendmica y el estrés proveniente
del medio ambiente. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg [3] propusieron 6
caracteristicas o “etiquetas” del cancer. Mas tarde, en el 2011 [4], los mismos autores
propusieron agregar la reprogramacion del metabolismo celular y la evasion de la
destruccion inmune como 2 caracteristicas o “etiquetas” adicionales que comparten
todos los tipos tumorales. Este grupo de enfermedades es un problema de salud
publica mundial por el nimero de muertes, la alteracion en el estilo de vida de los
pacientes y por los costos de la atencion medica que demanda [5,6]. Globalmente, el
cancer de pulmoén fue el tipo tumoral mas comunmente diagnosticado y la principal
causa de muerte por cancer en hombres en el 2008 con un total de 1.6 millones de
casos nuevos y 1.4 millones de muertes. Cada afio se diagnostican en México cerca de
100 mil nuevos caso de cancer, de los cuales aproximadamente dos tercios fallecen
debido a una deteccion tardia o al fracaso del tratamiento [14]. De manera general, la
tasa de mortalidad por cancer en México tiene un incremento promedio de 2.91% anual
[13].

El sistema inmune identifica y elimina células tumorales con base en la expresion de
antigenos especificos tumorales a través de células dendriticas, células NK, células
NKT, macrofagos, linfocitos T CD4 y CD8 y neutréfilos. Otras células como células
supresoras de origen mieloide y células T reguladoras ejercen una funcion
inmunosupresora. Al igual que los macréfagos, neutréfilos que infiltran el sitio de tumor
primario pueden ejercer funciones protumorales. Estos neutrofilos asociados a tumor
(TAN) permiten el reclutamiento de nuevos neutréfilos al sitio tumoral mediante la
secrecion de quimiocinas atrayentes como CXCL1 y CXCL8 [30]. Los TANs estimulan
la angiogénesis tumoral, promueven el crecimiento del tumor y facilitan la invasion de

células tumorales por medio de elastasa, catepsina G, proteinasa 3, entre otras [29-31].

A pesar del desarrollo de una respuesta antitumoral por parte del sistema inmune,

variantes de células tumorales no son eliminadas, por lo que se pasa a la fase de
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equilibrio de la teoria de inmunoedicion del cancer [41, 42]. Esta fase representa un
balance dinamico entre células tumorales y el sistema inmune y puede durar mucho
tiempo debido a que las células tumorales “sobrevivientes” entran en estado de
dormancia. Después de roto el equilibrio entre las células tumorales y el sistema
inmune, células tumorales prosiguen a la fase de escape. Células tumorales pueden
evadir la respuesta inmune por falta de reconocimiento inmunolégico, por ejemplo,
células tumorales pueden adquirir defectos en el procesamiento de antigenos y en las
vias de presentacion de antigenos [39, 41].

Células tumorales, aun cuando no puedan evadir su deteccién por parte de células del
sistema inmune pueden evadir su eliminacion, sobreexpresando moléculas anti-
apoptéticas como FLIP y Bcl-xL o a través de ligandos inhibitorios que suprimen las
acciones citotoxicas de células inmunes como PD-L1 [38]. Recientemente se descubrio
que, células tumorales pueden evadir su eliminacion celular a través de la inhibicién del

proceso celular de fagocitosis.

Células apoptéticas necesitan ser eliminadas ya que las consecuencias de una
eliminacién celular ineficiente es el proceso de necrosis secundaria. Células
apoptéticas son eliminadas en un proceso que involucra la liberacion de sefales
‘encuéntrame”, exposicion de sefiales “comeme” y la pérdida de sefalizacion “no me
comas”. Por otra parte, células sanas exponen en su superficie membranal
sefnalizacion “no me comas” por medio de la unién entre CD47 en la célula diana y

SIRPa en superficie membranal de célula fagocito.

CDA47 es una proteina que se encuentra expresada en la membrana plasméatica de
todas las células hematopoiéticas [87]. CD47 es una proteina integral de membrana
tipo 1, miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se compone de un dominio
inmunoglobulina variable extracelular, un dominio mdultiple altamente hidrofébico que
abarca 5 veces la membrana y un dominio citoplasmico alternativamente escindido [48,
49, 92, 93]. CD47 interactua y regula a diferentes integrinas, también se une a ligandos
en otras células como proteinas SIRPs y trombospondina-1 [92, 93]. CD47 interacciona
con integrina allbp3 y trombospondina-1 y permite la propagacion de plaguetas sobre

fibrinbgeno [98]. La unién de CD47 con trombospondina-1 inhibe la angiogénesis

12



inducida por oxido nitrico en células vasculares de musculo liso [107, 109] entre otras
funciones. La unién CD47/SIRPa le permite distinguir a macrofagos “lo propio” de “lo
extrafio” [127] y cumple diferentes funciones en las poblaciones hematopoiéticas, entre

ellas la inhibicion fisica del proceso de fagocitosis celular.

El incremento en los niveles de expresion de CD47 por parte de células progenitoras y
células madre que circulan en torrente sanguineo y posteriormente viajan a través de
sinusoides, les permite evitar ser fagocitadas. Este mecanismo es imitado por células
tumorales [159] de diversos tipos de cancer [160-174]. El uso de anticuerpo bloqueante
de interaccién CD47/SIRPa permite la fagocitosis de células tumorales [159, 161-163,
165, 169, 171, 172, 174]. El efecto de anti-CD47 en modelos murinos mostré que inhibe
el crecimiento tumoral [159, 161, 169, 171, 172]. Ademas, anti-CD47 previene
metastasis de células tumorales [162, 166, 169, 172].

Por esto, CD47 ha sido propuesto como agente terapéutico muy prometedor. Sin
embargo, la evaluacion de sus niveles de expresion fuera del sitio de tumor primario,
especificamente en sangre periférica y su evaluacién como posible biomarcador se ha
reportado pobremente sélo en cancer de mama. En cancer pulmonar de células no
pequefias (CPCNP) los Unicos biomarcadores prondsticos existentes son: mutaciones
en EGFR (receptor de factor de crecimiento epidermal) y los rearreglos ALK (cinasa de
linfoma anaplastico), sin embargo estos se presentan solo en 15% de los casos de
pacientes con CPCNP [82, 84]. Por lo que se requieren estudios para determinar

nuevas moléculas que puedan servir como biomarcadores en CPCNP.

El objetivo de este estudio fue determinar los niveles de expresion de CD47 total en
sangre periférica de pacientes y controles, asi como la frecuencia de neutréfilos
(CD66b+ CD15+) y los niveles de expresion de CD47 en neutrofilos y compararlos con
las variables clinicas. Ademas, se evalud la expresion de CD47 como posible

biomarcador pronadstico.

La frecuencia de CD47 total fue similar entre pacientes y controles, esto puede deberse
a que CD47 es una proteina ubicua en poblaciones hematopoiéticas. Sin embargo, los

pacientes con CPCNP expresan mas del doble de receptores CD47 por célula.
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Por otra parte la frecuencia de neutréfilos (CD66b+ CD15+) se encontrdé incrementada
en pacientes CPCNP con respecto a controles. Esta neutrofilia es un mecanismo
reconocido e identificado en diversos tipos tumorales incluido el CPCNP. Neutrofilos de
sangre periférica de pacientes CPCNP tienen incrementada mas de 2 veces la

expresion de CD47 en superficie con respecto a sujetos control.

La densidad de expresion de CD47 total se encuentra asociada en pacientes CPCNP
con el estadio clinico, presencia de oligometastasis y con hipoalbuminemia. La
densidad de expresion de CD47 total se incrementa mas de 2 veces conforme se pasa
de estadio Ill al IV de la enfermedad. Asi mismo, se incrementa casi 17 veces en
pacientes con oligometastasis. También, en pacientes con hipoalbuminemia (condicion
comun de pacientes CPCNP), la densidad de expresion de CD47 total es casi el doble
con respecto a pacientes con niveles normales de albumina de suero, con lo que el
incremento de su densidad de expresion esta relacionado con el estatus nutricional de

pacientes.

Finalmente, la alta expresibn de CD47 total en sangre periférica de pacientes
correlaciona con peor sobrevida global. También, la alta expresion de CD47 en
neutrofilos correlaciona con una tendencia a menor sobrevida global. Debido a esto,
CD47 podria ser un posible biomarcador pronéstico en pacientes con cancer pulmonar.
Este estudio es el primero en evaluar los niveles de expresién de CD47 y su relacion

con la sobrevida global de pacientes en CPCNP.
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. ANTECEDENTES.

1.1 Cancer

1.1.1Definicién del Cancer.

Céncer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo (Organizacion Mundial de la Salud) [1],
ocurre en casi cualquier érgano y tejido y esta relacionado con una variedad de
factores etioldgicos como la inestabilidad gendmica y el estrés proveniente del medio
ambiente. Su desarrollo se da en varias etapas, durante las cuales alteraciones
genéticas le confieren diferentes tipos especificos de ventajas para su crecimiento; de
esta manera, posibilitando la transformacion progresiva de una célula normal a una
célula maligna tumoral [2]. Se han propuesto seis caracteristicas o “etiquetas” del
cancer [3] con el fin de entender la diversidad de enfermedades neoplésicas, estas son:
auto suficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a sefales inhibitorias de
crecimiento, evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
sostenida e invasion y metéstasis (Figura 1). Los diferentes tipos de genotipos de
células tumorals son el resultado de este conjunto de alteraciones en la fisiologia

celular, lo que permite la transformacién maligna de una célula normal.

La principal caracteristica de una célula tumoral es su habilidad para proliferar
sostenidamente; los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccion vy
liberacion de sefales promotoras de crecimiento que regulan la entrada y progresiéon de
una célula a través del ciclo celular, asegurando de esta forma la homeostasis y
mantenimiento de la arquitectura tisular asi como su funcién. Las células tumorales
mediante la desregulacion de estas sefiales, adquieren la capacidad de proliferar de
manera sostenida mediante diferentes mecanismos: expresan ligandos de factores de
crecimiento, para los cuales responden mediante la expresion de sus receptores
respectivos lo que resulta en una estimulacién proliferativa autocrina, envian sefales

para estimular células normales dentro del estroma tumoral para que estas

15



proporcionen los factores de crecimiento necesarios para las células tumorales o
elevan el nivel de receptores en su superficie, con lo que se vuelven hiperresponsivas a
un ligando de factor de crecimiento determinado [4] por lo que reducen su dependencia

en los estimulos del microambiente tisular [3].

Ademas de inducir y mantener sefiales estimulantes de crecimiento, las células
tumorales también evaden los programas que regulan negativamente la proliferacion
celular. Estos programas, que son capaces de bloquear la proliferacién celular forzando
a las células a entrar en un estado de quiescencia celular (fase G, del ciclo celular) o a
través de inducir las células a entrar en un estado post-mitético, dependen del accionar
de genes supresores de tumores. En diversos tipos tumorales, estos genes supresores
de tumores se encuentran inactivos, de estos, los mas estudiados son Rb y TP53. Rb
transduce sefales inhibitorias de crecimiento, TP53 regula sefales de estrés y
anormalidades, de esta forma si el dafio gendmico o las sefiales promotoras de
crecimiento son excesivas, o0 el suministro de glucosa u oxigenacion no son 6ptimos,

puede llevar al arresto en el ciclo celular [4].

La apoptosis o muerte celular programada sirve como barrera contra el desarrollo del
cancer, sin embargo, las células tumorales pueden adquirir resistencia a apoptosis. El
mecanismo mas comun de resistencia a apoptosis es la pérdida de un regulador
proapoptotico a través de una mutacion en el gen supresor de tumores p53 y el
incremento en la expresion de reguladores anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de sefales
de sobrevida (Igfl/2) junto con una disminucién en la expresion de factores pro-
apoptéticos (Bax, Bim, Puma) [4].

Las células normales se dividen un cierto nimero de veces, después de las cuales
entran en un estado no proliferativo pero viable que se denomina senescencia celular y
posteriormente, cuando se les fuerza a salir de ese estado y continuar dividiéndose
llegan a un estado final caracterizado por muerte celular masiva conocido como crisis;
sin embargo, las células tumorales, logran evadir este proceso, lo que les permite

dividirse ilimitadamente. Esto lo logran a través de la expresion mantenida de la enzima
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telomerasa, encargada de agregar segmentos de repeticiones de los telémeros en los

extremos del ADN telomérico, la cual en células normales se encuentra casi ausente.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Capacidades o “etiquetas” del Cancer. Las células tumorales de la mayoria de los canceres
comparten 6 caracteristicas generales: Auto suficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a
sefiales inhibitorias de crecimiento, evasién de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
sostenida e invasion y metastasis. (Imagen desde Hanahan D y R.A Weinberg, Cell. 2011. Vol 144, 646-
674).

Asi también la célula tumoral presenta alteraciones en la vasculatura. Durante la
embriogénesis, el desarrollo de vasculatura nueva se da por 2 mecanismos:
vasculogénesis, que involucra el nacimiento de nuevas células endoteliales y su
ensamblaje dentro de tubos sanguineos, o angiogénesis, que es el surgimiento de
nuevos vasos sanguineos a partir de existentes. Después de la morfogénesis, la
vasculatura normal producida por ambos procesos, se vuelve quiescente y solamente
se enciende transitoriamente durante el proceso de reparacion de una herida, sin
embargo, durante el desarrollo tumoral se activa el proceso angiogénico, que causa el

brote de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura normal quiescente.

Las células tumorales que adquiere cada una de estas capacidades de forma alternada

durante la progresion tumoral, adquieren posteriormente la capacidad final de invasion
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y metastasis. La metastasis o el asentamiento de células tumorales en lugares
distantes, causa el 90% de las muertes por cancer. En el proceso de metastasis
participan varios tipos de proteinas involucradas en la union célula-célula y célula-
matriz extracelular, entre estas proteinas estdn cadherinas e integrinas
respectivamente. Una alteracion comun entre diversos tipos tumorales es la pérdida de
expresion de E-cadherina, lo que provoca la pérdida del ensamblaje de las laminas
epiteliales, mientras que otras proteinas como N-cadherina, que se encuentra asociada
a migracion celular se encuentra sobre-expresada. De manera general, el proceso de
invasion celular-metastasis por parte de células tumorales es un proceso que involucra
la sucesiéon de cambios biolégicos: invasion local, la intravasacion hacia vasos linfaticos
y sanguineos, el transito hacia sistemas linfaticos y hematégenos, escape de células
tumorales de la parte luminal de los vasos sanguineos hacia el parénquima de tejidos
distantes, lo que se denomina extravasacion, formacién de ndédulos pequefios de
células tumorales, proceso conocido como micrometastasis, y finalmente, el
crecimiento de lesiones micrometastdsicas en tumores macroscopicos, lo que se

denomina colonizacion.

Hanahan y Weinberg (2011) establecen que, ademas de las 6 “etiquetas” o
caracteristicas adquiridas de las células tumorales, la reprogramacion del metabolismo
celular y la evasion de la destruccion inmune son 2 capacidades importantes para el
desarrollo tumoral y por lo tanto, deben considerarse como “etiquetas” o marcadores

distintivos del cancer (Figura 2).

Las células tumorales aun en presencia de oxigeno, son capaces de reprogramar su
metabolismo basado en glucosa y por ende, su produccién de energia, limitando su
metabolismo energético a glicolisis, lo que lleva a un estado denominado “glicolisis
anaerobica”. A pesar de que este mecanismo es menos eficiente en generacion de
energia en forma de ATP, las células tumorales lo compensan mediante la
sobrerregulacion de transportadores de glucosa como GLUT1 que incrementa el

importe de glucosa hacia el citoplasma.
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Finalmente, a pesar de que células y tejidos son constantemente monitoreados por el
sistema inmune, encargado de reconocer y eliminar las células tumorales y los tumores
incipientes, las células tumorales de alguna forma evaden su deteccion o
reconocimiento por parte del sistema inmune y de esta forma favorecen el desarrollo

tumoral [4].

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Ny Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 2. Las nuevas “etiquetas” o capacidades adquiridas de las células tumorales. EIl
reprogramamiento del metabolismo celular y la evasién de la destruccién inmune por parte de las células
tumorales son 2 capacidades muy importantes para las células tumorales.(Imagen desde Hanahan D y
R.A Weinberg, Cell. 2011. Vol 144, 646-674).

1.1.2 Epidemiologia del Cancer: Una Enfermedad Global.

El cancer es un problema de salud publica mundial por el nUmero de muertes, por la
alteracion en el estilo de vida de los pacientes y por los costos de la atencion médica
gue demanda [5, 6]. Esta enfermedad es la segunda causa principal de muerte a nivel
global, tan solo detrds de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, los
fallecimientos por estas Ultimas tienden a disminuir, mientras que las muertes por

cancer estan aumentando.
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En el afio 2008 se registraron 12.7 millones de nuevos casos y 7.6 millones de muertes
por cancer en el mundo [7, 8] y se estima que en el 2030 habra 20.3 millones de
nuevos casos y 13.2 millones de muertes aproximadamente [9]. En 2008, el 56% de los
nuevos casos y el 64% de las muertes por cancer en el mundo ocurrieron en paises en

desarrollo [8].

El incremento en la incidencia del cancer en paises en desarrollo es debido a cambios
demograficos como: el incremento y envejecimiento de las poblaciones, vy el
incremento de los principales factores de riesgo (fumar, cambios en los patrones de
dieta e inactividad fisica). El crecimiento de la poblacion y el incremento en el
envejecimiento poblacional son los principales contribuyentes al incremento de casos
nuevos de cancer; la poblacion mundial en 2008 era de 6.7 mil millones de personas,
para el 2030 se espera crezca hasta 8.3 mil millones y para 2050 llegue hasta 8.9 mil
millones [10]. De la misma forma, el tabaco, la obesidad, la inactividad fisica y la
desnutricion son también causas de diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, al
respecto de la obesidad, la OMS estima que el nUmero de adultos con sobrepeso en
2005 era de aproximadamente de 1.6 mil millones, de los cuales 300 millones eran
obesos, para el 2015 se preveé el incremento en el nimero de personas con

sobrepeso llegara a 2.3 mil millones.

El cancer es ademas actualmente, la causa principal de mortalidad en muchos paises
desarrollados pero se piensa se convertira en la principal causa de mortalidad en las
siguientes décadas en todas las regiones del mundo [9, 11]. En paises en desarrollo,
los tipos de cancer debidos a enfermedades infecciosas como el cancer de higado y el
cancer cervical, tienen en la actualidad alta incidencia; en el futuro, también se
incrementaran los otros tipos de cancer debidos principalmente al estilo de dieta
occidental, el uso de tabaco y alcohol junto con un decremento general en la actividad
fisica [12].

Ademas, en paises desarrollados se registran reducciones en la incidencia de cancer;

por el contrario, en paises en desarrollo hay un aumento general en la incidencia de

20



cancer. Por ejemplo, en Estados Unidos en el 2012, al menos 13 tipos de cancer
registraron un decremento de 0.6% de nuevos casos [13]. De la misma manera, asi
como en paises desarrollados el fumar rapidamente declina, en paises en desarrollo en

Sudamérica, Asia y Africa la tasa de fumadores esta aumentando [7].

La incidencia de nuevos casos de cancer y la tasa de mortalidad difieren entre
regiones. Por ejemplo, los canceres de mama, prostata, pulmén y otros se presentan
mayormente en paises desarrollados de regiones como Europa del Norte, Australia y
Norteamérica; en el caso de cancer de estbmago, las tasas de incidencia mas altas se
dan en Este de Asia, Europa del Este y Sudamérica (Figura 3). También se han
observado diferencias en tasas de incidencia y mortalidad entre grupos étnicos y razas;
por ejemplo, los hombres afroamericanos tienen una tasa de incidencia de cancer
global 15% mayor y una tasa de mortalidad 33% mayor que los hombres de raza
blanca. Ademéas de esto, hombres y mujeres afroamericanos tienen un indice de

sobrevida menor comparado con las personas blancas [13].
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Estimated New Cases

Estimated Deaths

Male Female Male Female
Developed Prostate Breast Lung & bronchus Breast
CountriF:BS 648,400 692,200 412,000 189,500

Lung & bronchus Colon & rectum Colon & rectum Lung & bronchus
482,600 337,700 166,200 188,400
Colon & rectum Lung & bronchus Prostate Colon & rectum
389,700 241,700 136,500 153,900

Urinary bladder Corpus uteri Stomach Pancreas
177,800 142,200 110,900 79,100
Stomach Stomach Pancreas Stomach
173,700 102,000 82,700 70,800
Kidney Qvary Liver Ovary
111,100 100,300 75,400 64,500
Non-Haodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Urinary bladder Liver
95,700 84,800 55,000 39,900
Melanoma of skin Melanoma of the skin ksoghagus Leukemia
85,300 1.6 53,100 38,700
Pancreas Pancreas Leukemia Non-Hodgkin lymphoma
) 48,600 33,500
Liver Cervix Uteri Kidney Corpus uteri
81,700 76,500 43,000 33,200
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
2,975,200 2,584,800 1,528,200 1,223,200
Male Female Male Female
Developing Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
Countries 612,500 691,300 539,000 268,900
Stomach Cervix uteri Liver Cervix uteri
466,900 453,300 402,900 242,000
Liver Lung & brenchus Stomach Lung & bronchus
440,700 272,000 353,500 239,000
Colon & rectum Stomach Esophagus Stomach
274,000 247,000 223,000 202,900
Esophagus Colon & rectum Colon & rectum Liver
262,600 232,400 154,400 177,700
Prostate Liver Prostate Colon & rectum
255,000 186,000 121,900 134,100
Urinary bladder Corpus uteri Leukemia Esophagus
119,500 144,900 95,100 115,900
Leukemia Escphagus Neon-Hedgkin lymphoma Ovary
116,500 137,900 71,600 75,700
Oral Cavity Ovary Brain, nervous system Leukemia
107,700 125,200 63,700 75,100
Non-Hodgkin lymphoma Leukemia Oral cavity Brain, nervous system
103,800 93,400 61,200 50,300

All sites but skin
3,654,000

All sites but skin
3,453,600

All sites but skin
2,697,500

All sites but skin
2,122,600

Figura 3. Casos nuevos y muertes por cancer en paises desarrollados y paises en desarrollo
(Imagen desde Jemal., et al. CA CANCER J CLIN 2011; 61:69-90)

Globalmente, el cancer de pulmén fue el mas comunmente diagnosticado y fue la
principal causa de muerte por cancer en hombres en el 2008 con un total de 1.6
millones de casos nuevos y 1.4 millones de muertes. El cancer de prostata fue el
segundo tipo de cancer mas comunmente diagnosticado y fue la sexta causa de
mortalidad en 2008, otros tipos de cancer comunmente diagnosticados fueron: cancer

colorrectal, cancer de estbmago, cancer de higado, etc.

Para las mujeres, el cancer de mama fue el cAncer mas comunmente diagnosticado y
la principal causa de muerte por cancer en el mundo con 1.38 millones de nuevos

casos y 458,400 muertes registradas. El cancer colorrectal fue el segundo tipo de
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cancer mas comunmente diagnosticado y fue la tercera causa de mortalidad en 2008,
otros tipos de cancer con tasas de incidencia altas son: cancer cervicouterino, cancer

de pulmodn, cancer de estbmago, etc (Figura 4).

Estimated New Cases Estimated Deaths
Male Female Male Female
Worldwide Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
1,095,200 1,383,500 951,000 458,400
Prostate Colon & rectum Liver Lung & bronchus
903,500 570,100 478,300 427,400
Colon & rectum Cervix Uteri Stomach Colon & rectum
663,600 529,800 464,400 288,100
Stomach Lung & bronchus Colon & rectum Cervix Uteri
640,600 513,600 320,600 275,100
Liver Stomach Esophagus Stomach
522,400 349,000 276,100 273,600
Esophagus Corpus uteri Prostate Liver
326,60 287,100 258,400 217,600
) Liver Leukemia Ovary
225,900 143,700 140,200
Ovary Pancreas Esophagus
225,500 138,100 130,700
Leukemia Thyroid Urinary bladder Pancreas
195,900 163,000 112,300 127,900
Oral Cavity Non-Hodgkin lymphoma Non-Hodgkin lymphoma Leukemia
170,900 156,300 109,500 113,800
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
6,629,100 6,038,400 4,225,700 3,345,800

Figura 4. Casos nuevos de cancer y muertes por cancer en el Mundo (Imagen desde Jemal., et al.
CA CANCER J CLIN 2011; 61:69-90).

En México mueren diariamente decenas de personas a causa del cancer y muchas
mas reciben la noticia de que padecen esta enfermedad. Datos del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI) del afio 2007 ubicaron a los tumores malignos como
la segunda causa de muerte en el pais por debajo de la diabetes mellitus y por encima
de las enfermedades isquémicas del corazén. En las mujeres de entre 30 a 59 afios de
edad, el cancer es la primera causa de muerte, por otra parte, en hombres de 30 afios

y mayores, los tumores malignos son la tercera causa de muerte [14].

El nimero de muertes por cancer en México en el 2010 fue de 74,685, lo que
corresponde a un incremento del 35% comparado con lo reportado en el afio 1998,
donde la mortalidad total fue de 55,236 [14].

Cada afo se diagnostican en el pais cerca de 100 mil nuevos casos, de los cuales
aproximadamente dos tercios fallecen debido a una deteccién tardia o al fracaso del
tratamiento [14]. De hecho, a pesar de que algunos tipos de cancer, como el cancer de

mama contienen criterios mas rigurosos para la prevencion, diagnostico, tratamiento,
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control y vigilancia de la enfermedad, datos disponibles sugieren que solo entre 5y
10% de los casos en México son detectados en las fases iniciales de la enfermedad en
comparacion con 50% de los casos detectados en fases iniciales en Estados Unidos
[16].

De manera general, la tasa de mortalidad por cancer en México tiene un incremento
promedio de 2.91% anual (Figura 5), sin embargo, no todos los tipos de cancer tienen
incrementos en su tasa de mortalidad, por ejemplo, el cancer cervicouterino presenta
una disminucion en la tasa de mortalidad de 9.12 a 6.8 muertes por cada 100,000
mujeres entre los afios 2000 y 2010; en otro caso, el cancer de mama y el cancer de
préstata presentan importantes incrementos en la tasa de mortalidad (Figura 6), para el
caso del cancer de mama, el indice de mortalidad entre periodo 2000-2010 aumento de
7 a 9.1 por cada 100,000 mujeres, mientras que, para el cancer de prostata hay un

incremento de 8.1 a 10 por cada 100,000 hombres en el mismo periodo [14].
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Figura 5. Mortalidad por cancer en México 1998-2010. La Mortalidad por cancer en México tiene un
incremento del 35% con respecto a lo reportado en 1998, incrementandose anualmente 2.91%. (Imagen
desde Aldaco-Sarvide., et al GAMO 2012; Vol 11, No 6 371-379.)

Por género, el 51% de las muertes por cancer corresponde a mujeres [14, 17] mientras
gue el restante 49% corresponde a hombres. Esta distribucion por género de la tasa de
mortalidad en México, se vio por primera vez en el reporte histopatolégico de
neoplasias malignas (2006) por parte del Sistema Nacional de Vigilancia

Epidemiolégica (SINAVE) y se ha mantenido hasta el 2010, contrastando con lo
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reportado en el afio 2000, donde el 51.8% de las muertes por cancer correspondian a

hombres y el 48.2% correspondian a mujeres. Para las mujeres en el afio 2010, las

principales causas de muerte por cancer fueron: cancer de mama (13.3%), cancer

cervicouterino (10.4%) e higado y vias biliares (7.3%); para los hombres fueron: cancer

de prostata (15%),
principalmente (Tabla 1).
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Figura 6. Mortalidad por tipo

cancer de pulmon (12%) y cancer de estdmago (8.1%)
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de cancer en México 1998-2010. La Unica disminucién notable de
mortalidad por cancer se observa en pacientes con diagnéstico de cancer cervicouterino (CaCu) con una
reduccion del 13%. (Imagen desde Aldaco-Sarvide., et al GAMO 2012; Vol 11, No 6 371-379).

25



Tabla 1. Principales causas de muerte por cancer en hombres y mujeres en el afio 2010 en
México. (Imagen desde Aldaco-Sarvide., et al GAMO 2012; Vol 11, No 6 371-379).

Hombres Mujeres

Tipo cancer Porcentaje (%) | Tipo cancer | Porcentaje (%)
Prastata 15 Marna 13.3

Pulman 12 CaCu 10.4
Estomago 81 Higado y VB 73

Higado y VB 7 Estomago 6.8

Colorrectal 58 Pulmén bd

1.1.3 Participacion del Sistema Inmune en Cancer.

El sistema inmune es capaz de reconocer a un organismo patdgeno de otro y puede
discriminar entre moléculas “no propias” de células y proteinas propias del organismo.
El sistema inmune tiene 2 componentes: un componente poco especifico o sistema
inmune innato que constituye la primera linea de defensa contra patdégenos y la
conforman células dendriticas, NK, NK T, macréfagos, granulocitos y mastocitos y un
componente altamente especifico o sistema inmune adaptativo consiste de células T

CD8 citotoxicas y células T CD4 cooperadoras.

1.1.3.1 Componentes celulares del Sistema Inmune Innato.
Células Dendriticas.

Las células dendriticas (DCs) son las células presentadoras de antigeno mas
importantes, se dividen en: células dendriticas mieloides y células dendriticas linfoides
o plasmacitoides. Las células dendriticas pueden estimular diferentes respuestas
inflamatorias. Diferencian células T CD4 hacia diferentes tipos: Thl, Th2, Th17, Th21ly
T reguladoras [18]. Brevemente, la liberacion de IL-12 por DCs promueve respuesta
tipo Thl que induce la estimulacion de células T CD8 citotoxicas, la union de OX40 por

DCs induce respuesta tipo Th2 que promueve activacién de linfocitos B, secrecién de
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TGFB induce células T reguladoras y la secrecion de TGF(, IL-1 e IL-6 induce células

tipo Th17 causantes de reacciones autoinmunes [19].

Durante el desarrollo tumoral, la célula dendritica no logra la maduracién hacia un
fenotipo que genere respuestas inmunes fuertes, debido a que ingiere el antigeno en
un microambiente no inflamatorio, provocado por secrecién de IL-10 y VEGF por

células tumorales, esto lleva ulteriormente a la tolerancia inmunologica [20].
Células NK.

Las células NK son las células responsables de eliminar células tumorales que no
expresan el complejo principal de histocompatibilidad por medio de la liberacion de
exosomas que contienen pequefias proteinas citotoxicas como perforina y granzima
[18, 21, 22]. Estas células detectan a las primeras células transformadas [23] por medio
de la identificacibn de cambios como: el nivel reducido de expresién del complejo
principal de histocompatibilidad clase I, y/o de las moléculas MICA y MICB a través de
sus receptores activantes (como NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, etc) e inhibitorios
(KIRs vy tipo lectina NKG2A-CD94 principalmente) [17, 20, 23] (Figura 7). Células NK
inducen apoptosis en células tumorales a través de ligandos de receptor de muerte
como FasL y TRAIL [18, 21, 22, 24]. Células NK infiltran varios tipos tumorales en
diferentes tejidos como piel, pulmén, riidn e intestino [25] donde pueden producir

factores que apoyan la angiogénesis tumoral como VEGF y PDGF [22].
Células NKT

Las células NK T son células T CD3+ que también expresan marcadores de células NK
y reconocen ligandos glicolipidicos presentados por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad como CD1d. Se les ha reportado involucrados en la respuesta
inmune contra sarcomas inducidos por quimicos y también favorecen a los tumores a

través de la regulacion negativa de la vigilancia inmune [25].
Macrofagos.

Los macréfagos pueden ser activados por citocinas y/o niveles diferenciales de oxigeno

(hipoxia, normoxia). Actualmente son reconocidos 2 tipos diferentes de macréfagos: los
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macrofagos activados clasicamente (macréfagos M1) y los macrofagos activados

alternativamente (macréfagos M2).

Los macrofagos activados clasicamente o M1 se activan en respuesta a IFNy solo o
junto con LPS y con citocinas como TNFa. Secretan altos niveles de la enzima sintasa
de o6xido nitrico (INOS, NOSZ2) y citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1, IL-6, IL-12
e IL-23 (21, 24, 26-28) las cuales ejercen actividad citotdéxica en células tumorales.
Ademas secretan quimiocinas proinflamatorias como CCL5, CCL8, CXCL4, CXCLS9,
CXCL10, CXCL12 y CXCL15 que promueven el reclutamiento de linfocitos T CD8
citotoxicos y células NK, la afluencia de células dendriticas, la generacion de células T
CD4, la migracién y diferenciacion de monocitos hacia un fenotipo proinflamatorio y
tienen una mayor capacidad de presentacion de antigenos [26-28]. Por otra parte, los
macrofagos activados alternativamente o M2 se activan en respuesta a citocinas de
tipo Th2 como IL-4, IL-10, IL-13 y TGFB y secretan citocinas anti-inflamatorias como IL-
IRA, IL-10, TGFB y Arginasa1 [21, 24, 28]. Promueven el crecimiento tumoral al proveer
de un microambiente inmunosupresor, en el que favorecen la induccion de células T
reguladoras, presentan baja capacidad de presentacion de antigenos, ausencia de
actividad citotoxica y una alta expresion de Arginasa-1 que bloquea a iNOS [26, 28].

Los macrofagos asociados a tumor (TAMs) son de fenotipo M2 y dentro del tumor
contribuyen a la inflamacién crénica que permite un ambiente inmunosupresor que
beneficia la angiogénesis, crecimiento y metastasis tumoral. Su infiltrado es un factor
comun en diversos tipos de tumores malignos como linfomas, cancer pulmonar de
células no pequefias y carcinoma hepatocelular y es un factor independiente de
pronostico adverso para el paciente [26].

Mastocitos.

Los mastocitos estan entre las primeras células en infiltrar el microambiente tumoral.
Una vez infiltrados en el tumor, los mastocitos pueden promover la angiogénesis y la
expansion tumoral; pueden inhibir el desarrollo de respuestas inmunes antitumorales

mediante la inhibicion de la acumulacion de linfocitos T en el sitio tumoral y la inhibicion
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de generacion de linfocitos T CD8 y células tipo Thl mediado por células dendriticas
[29].

La alta densidad de mastocitos en muchos tipos de cancer se correlaciona con un
pronostico adverso para el paciente. Sin embargo, en tumores de mama, su infiltrado

en el estroma tumoral correlaciona con una mejor sobrevida general [29].

1.1.3.2 Neutrofilos en Cancer.

Los neutrdéfilos juegan un papel ya bien reconocido en la defensa del organismo
hospedero, extravasandose y entrando a los tejidos, donde fagocitan y matan a

organismos foraneos invasores como bacterias y hongos.

Los neutrdfilos pueden ser divididos en 2 grupos con base en su respuesta tumoral: los
neutréfilos N1 que presentan un fenotipo anti-tumoral polarizado por IFNB y los

neutroéfilos N2 con fenotipo pro-tumoral inducidos por TGF( [30].

Una vez infiltrados en el tumor, los neutréfilos asociados a tumor (TAN) le confieren
diferentes “ventajas” a las células tumorales. Primero, los neutrdéfilos que se encuentran
en el sitio tumoral forman un bucle autocrino de sefalizacion que permite el
reclutamiento de mas neutrdfilos hacia el sitio tumoral, a través de quimioatrayentes
como las quimiocinas CXCL1 y CXCLS8, citocinas como TNFa e IFNy y moléculas de

adhesion celular como CD11b [31].

Ademas, los neutréfilos estimulan la angiogénesis tumoral a través de 2 tipos de
mecanismos: mecanismos directos e indirectos. Entre los mecanismos directos estan:
la expresion y/o produccion de citocinas (IL-1a/B, IL-4, 6), quimiocinas (CXCL1, 2, 5,
10, CCL2, 4, 17) y factores estimulantes de la angiogénesis (secrecion de VEGF, BV8,
etc). Los mecanismos indirectos son: secrecion de metaloproteinasa-9 (MMP9), la cual
libera y activa a VEGF que se encuentra en forma inactiva en matriz extracelular [30-
32], liberacion de citocinas que estimulan a células tumorales a producir factores

angiogénicos y secrecion de oncostatina M que incrementa produccion de VEGF [30].
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Promueven el crecimiento tumoral a través de la secrecion de quimiocinas CXCL1,
CXCL8, CCL3 y de elastasa, facilitan la invasion de las células tumorales por medio de
elastasa, catepsina G, proteinasa 3, MMP8 y MMP9 y promueven la metastasis,
seleccionando nichos premetastasicos para el posterior arribo de células tumorales
[31]. También contribuyen a la inhibicion de la respuesta inmune Yy a la progresion
tumoral, por ejemplo, inhibiendo las funciones efectoras de linfocitos T por medio de la
expresion de arginasal, la cual degrada arginina, necesaria para la actividad de células
T [31, 32].

Los neutréfilos de fenotipo antitumoral (N1) son capaces de lisar células tumorales a
través de especies reactivas de oxigeno (ROS). Promueven el reclutamiento y
activacion de células T mediante quimiocinas atrayentes de células T como CCL3,
CXCL9 y CXCL10. Activan a células dendriticas por contacto célula-célula e inhiben la
angiogénesis por medio de angiostatina (inhibe la proliferacién endotelial inducida por
VEGF) y elastasa (escinde a VEGF y la inactiva) [30, 31].

Finalmente, en pacientes con cancer, hay un nivel elevado de neutrofilia, la cual en
diversos tipos de cancer como melanoma metastasico y carcinoma renal, se

correlaciona con un prondstico adverso para el paciente.

1.1.3.3 Componentes del Sistema Inmune Adaptativo.
Linfocitos T CDA4.

La respuesta celular del sistema inmune adaptativo requiere del reconocimiento de
antigenos y se compone de células T CD8 y T CD4. Los linfocitos T CD4 o linfocitos
cooperadores pueden presentar varios fenotipos: tipo Thl, Th2 y Th17. Los linfocitos T
CD4 se diferencian hacia tipo Thl al ser expuestos a IL-12, como resultado secretan
citocinas como IFNy y TNFa, y apoyan las funciones citotoxicas de linfocitos T CD8 y
células NK, incrementan la expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase | y promueven la proliferacion celular de linfocitos T
CD8+ [21, 26]. Los linfocitos T CD4 tipo Th2 son diferenciados al ser expuestos a IL-4,
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secretan citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 con lo que inducen la anergia de linfocitos T,
inhiben la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8 y fomentan la respuesta humoral

dirigida por linfocitos B.

Los linfocitos T CD4 al ser expuestos a TGFB e IL-6 son diferenciados hacia fenotipo
tipo Th17. Estos linfocitos se caracterizan por secretar IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23R. Se
ha reportado que son mas eficientes en la erradicacion de tumores sin embargo, tienen
efectos protumorales al promover la vascularizacion tumoral a través de la liberacion de

factores proangiogénicos como VEGF, PGE2 e IL-8 entre otros [24].
Linfocitos T citotoxicos CD8.

Los linfocitos T citotoxicos reconocen antigenos unidos al complejo principal de
histocompatibilidad clase | presentados en la superficie de células presentadoras de
antigeno profesionales (por ejemplo, células dendriticas) y sirve como sefial activante,
sin embargo, la estimulacién via TCR no puede activar a los linfocitos T por lo que se
necesita de una sefal coestimulatoria, la cual se da por interaccion de CD28 en
superficie celular de linfocitos T y CD80/CD86 en superficie celular de células
presentadoras de antigeno. La activacion de los linfocito T lleva a la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T “ingenuos” en linfocitos T citotoxicos efectores. Una vez
activados producen citocinas como IFNy y moléculas efectoras como perforina y
granzima [ regulando la actividad citolitica del linfocito T en células objetivo. En
muchos tipos de cancer como cancer de colén, mama, pulmon, ovario y eséfago entre
otros, el alto infiltrado de linfocitos T CD4 y CD8 estan correlacionados con un factor

prondstico favorable para el paciente [33, 34].

Células Supresoras de Origen Mieloide (MDSCs) y Células T reguladoras (Tregs).

Las células supresoras de origen mieloide son una poblacion celular heterogénea
definida por su origen mieloide y por su estado no diferenciado, se compone de
progenitores de células mieloides y precursores de células dendriticas, monocitos,

macrofagos y granulocitos [20, 35]. Las células supresoras de origen mieloide (MDSCSs)
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se pueden dividir en 2 grupos fenotipicamente: la fraccién celular de origen monocitico
(CD11b+ CD14+ HLA-DR™®) y de origen granulocitico (CD11b+ CD14- CD15+) [36].

Promueven la progresion tumoral de diversas formas; inducen la activacion de linfocitos
T defectuosos, facilitan la neoangiogénesis mediante produccién de metaloproteasas
diversas y VEGF, inhiben la lisis celular mediada por células NK, permiten la
diferenciacion de los macréfagos intratumorales hacia fenotipo M2 protumoral e inhiben

las funciones efectoras de linfocitos T [35].

De hecho, las principales funciones inmunosupresoras de las MDSCs tiene que ver con
la inhibicién de las funciones efectoras de los linfocitos T [36]. Esto lo hacen mediante
diversos mecanismos: Inducen la apoptosis en linfocitos T a través de la produccién de
oxido nitrico (NO) y de especies reactivas de oxigeno (ROS), bloguean la migracion de
linfocitos T asi como su accion efectora sobre células tumorales a través de la
nitrosilacion de su receptor (TCR) mediante la produccion de peroxinitritos, estimulan la
anergia de los linfocitos T por medio de TGF-@3, bloquean la proliferacién de linfocitos T,
provocan una reduccion en produccién de citocinas y permiten la evasion tumoral de
las funciones efectoras de linfocitos T por medio del agotamiento de L-arginina y
triptofAno mediado por las enzimas Arginasal (Argl) e indoleamina 2,3 dioxigenasa
(IDO). También, reducen la migracion de linfocitos T a ganglios linfaticos por medio de
la reduccién de expresién de L-selectina e inhabilitan la transmisién de sefiales
activantes en su membrana plasmatica por parte del linfocito T por reduccién en la

expresion de la cadena zeta, entre otros efectos [35, 36].

Las células T reguladoras se dividen en dos subgrupos: las células T reguladoras
naturales (nTreg) con fenotipo CD4+ CD25+ Foxp3+ y las inducibles o adaptativas
(iTregs), formadas por células Trl las cuales carecen de expresion de Foxp3 y células
Th3 que no expresan Foxp3 y producen TGF( [37].Las células T reguladoras (Tregs)
utilizan diferentes mecanismos para inhibir la respuesta inmune antitumoral; secretan
mediadores inmunosupresores como IL-10, TGFB e IL-35, inducen apoptosis en
linfocitos T efectores por liberacion de granzima A y B o promueven la disrupcion
metabdlica por falta de IL-2. También, ejercen mecanismos de inmunosupresion

mediante contacto célula-célula por ejemplo, inhiben la maduracion de células
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dendriticas (DCs) por interaccion de CTLA4 con CD80/CD86 en DCs lo que inhibe la
activacion de respuestas inmune antitumorales. Otras moléculas que contribuyen a la

actividad inmunosupresora son LAG3, CD39, neuropilinal y galectinal [38].

Las Tregs son atraidas al sitio tumoral por medio de diferentes mecanismos: células
tumorales secretan ligandos de quimiocinas para los que las células Tregs expresan
sus respectivos receptores (CCL22/CXCR4, CCR4/CXCR4, CCL5/CCRb), las células
tumorales generan células Tregs a través de la secrecion de factores solubles al medio
(GM-CSF, VEGF) que reclutan o expanden poblacién celular de MDSCs, las cuales
posteriormente secretan citocinas que inducen células Tregs. Las propias células Tregs
pueden convertir células T CD4+ “ingenuas” en células Tregs por medio de la secrecion
de IL-10 y VEGF. También pueden Tregs mantener a células dendriticas en estado
inmaduro por medio de interaccion CTLA4 con CD80/CD86 en ceélulas dendriticas, con
lo que las iDCs inducen iTregs [37, 38]. El infiltrado de células Tregs en el tumor se
asocia a un pronostico adverso para el paciente con cancer de ovario, melanoma,
cancer de mama, linfoma de Hodgkin y glioblastoma, mientras que para el carcinoma

colorectal y el de cabeza y cuello, es asociado con un prondstico favorable.
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Figura 7. Reconocimiento de células tumorales por parte del Sistema Inmune Innato. Células NK
por medio de sus receptores NKG2D reconocen a las proteinas A/B relacionadas con el Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) Clase | en células tumorales para mediar la muerte de células
tumorales, receptores inhibidores como receptores KIRs detectan moléculas no clasicas de MHC clase |
HLA-G para impedir la citotoxicidad de células NK. La unién de ligandos de la familia TNF en células NK
con receptores TNF en células tumorales provoca la apoptosis de células tumorales. Macréfagos
fagocitan células tumorales apoptéticas por medio de CD14, mucina de células T (TIM), TAM y
receptores FcR a través de su interaccion con ICAM-3, fosfatidilserina (PS), PS/Gas6; la funcién de Gas6
es hacer “puente” entre PS y TAM. Células Dendriticas (DCs) pueden fagocitar a células apoptdticas
tumorales a través de av35, CD36, FcR, TIM y receptores TAM. FcR activantes en DCs permiten la
presentacion de antigenos tumorales. FcRs activantes e inhibidores también son expresados en
neutrofilos, eosindfilos y mastocitos, reconocen a tumores que llevan anticuerpos para promover o inhibir
secrecion de citocinas y quimiocinas de células del sistema inmune innato. (Imagen desde Liu Y y G.
Zeng, J Immunother 2012, Vol 35, No 4 299-308).

1.1.4 Mecanismos de Evasion Tumoral.

El sistema inmune mediante diferentes mecanismos previene la formacion de tumores:
protege al organismo hospedero de tumores inducidos por virus eliminando infecciones
virales, elimina a patégenos y resuelve la inflamacién prontamente para prevenir el
establecimiento de un ambiente pro-inflamatorio que conlleve a la tumorigénesis.
También identifica y elimina células tumorales con base en la expresion de antigenos

especificos tumorales. Al tercer proceso se le conoce como vigilancia inmune [39].
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La eliminacién de las células tumorales por parte del sistema inmunolégico requiere del
accionar del sistema inmune innato y del sistema inmune adaptativo, sin embargo, en
muchos casos, a pesar del desarrollo de una respuesta antitumoral por parte del
sistema inmune, las células tumorales aun progresan [40]. Este fenémeno dio lugar al

establecimiento de la teoria de la inmunoedicion del cancer.

La teoria de la Inmunoedicion del cancer se refiere a la interaccion entre el sistema
inmune y células tumorales como un proceso de 3 fases: la fase de eliminacion, fase de

equilibrio y fase de escape tumoral [39-42].

La fase de eliminacién involucra las respuestas inmune innata y adaptativa y tiene 4
fases: el reconocimiento de células tumorales por células del sistema inmune innato y
su eliminacion limitada, la maduracion y migracion de células dendriticas y la
presentacion cruzada de antigenos hacia linfocitos T “ingenuos”, generacion de
linfocitos T antigeno especificos, y la llegada de linfocitos T antigeno especificos hacia

el sitio tumoral.

Las células NK, NKT y y® T son activadas por citocinas inflamatorias liberadas por las
células tumorales y son reclutadas en sitio tumoral donde producen citocinas pro-
inflamatorias como IL-12 e IFNy, y matan células tumorales a través de perforina, FasL
y TRAIL, lo que libera antigenos tumorales, y lleva a la respuesta inmune adaptativa.
Las células NK promueven la maduracién de células dendriticas y su migracion hacia
ganglios linfaticos cercanos al tumor, aumentan la presentacion de antigenos hacia
linfocitos T “ingenuos”, los cuales posteriormente ya activados, ejercen sus funciones

efectoras matando células tumorales por medio de produccién de IFNy [42].

Sin embargo, a pesar de esta respuesta antitumoral, variantes de células tumorales no
son eliminadas y dan origen a tumores, entrando a la fase de equilibrio. En esta fase, el
sistema inmune controla el crecimiento tumoral a través de la eliminacion constante de
células tumorales. Esto genera células con reducida inmunogenicidad, que las vuelven

resistentes a las células inmune efectoras [42, 43].

La fase de equilibrio de la teoria de la Inmunoedicién del tumor representa un balance

dindmico entre células tumorales y el sistema inmune, mismo que puede durar mucho
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tiempo, debido a que células tumorales “sobrevivientes” entran en estado de dormancia
y pueden durar asi mas de 10 o 20 afios. Hay varios mecanismos de dormancia de
células tumorales: dormancia intrinseca o celular que involucra el arresto en la fase GO-
G1 del ciclo celular y la dormacia extrinseca 0 angiogénica, que es cuando la
proliferacion celular del cancer es contrabalanceada por la apoptosis y debido a la poca

vascularizacion, no crece [43].

Después de roto el equilibrio entre células tumorales y el sistema inmune, células
tumorales prosiguen a la fase de escape, donde la interaccion entre células tumorales
gque se encuentran bajo modificaciones genéticas y bajo constante presion
inmunoldgica, evaden la respuesta inmune, circulan por el torrente sanguineo y hacen

metastasis.

Las células tumorales pueden evadir la respuesta inmune ya sea por falta de
reconocimiento inmunolégico o por induccion de tolerancia inmunolégica. Las células
tumorales pueden adquirir defectos en el procesamiento de antigenos y en las vias de
presentacion y evadir con esto, el reconocimiento inmune (Figura 8 inciso a), por
ejemplo, la pérdida de TAP1, de moléculas del complejo MHC clase I, LMP2, LMP7 y el
desarrollo de insensibilidad a IFNy por parte de células tumorales previene su

eliminacion mediada por las células T, resultando en la progresion tumoral [40, 42].

1.1.4.1 Evasion de la Eliminacion Celular por parte de las Células Tumorales.

Aun cuando no pueden evadir su deteccion por parte de células del sistema inmune,
pueden evadir su eliminacion al sobreexpresar moléculas anti-apoptoticas como FLIP y
Bcl-xL, o pueden evitar su lisis expresando receptores de muerte inactivos como el
receptor TRAIL, DR5 y Fas.

De forma mas activa, pueden expresar en su superficie, ligandos inhibitorios que
inhiben las acciones citotoxicas de las células inmunes como la expresion de PDL1
(Figura 9, inciso f), HLA-G y HLA-E, estas ultimas pueden inducir tolerancia en las

células presentadoras de antigeno e inhibir la muerte mediada por células NK [39].
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Recientemente se ha descubierto que, células tumorales pueden evadir su eliminacion
celular a través de la inhibicion del proceso celular de fagocitosis. La fagocitosis es un
proceso por el cual, células fagocitos rodean con su membrana plasmatica otras

células u particulas y las introducen hacia el interior celular.

Células apoptdticas necesitan ser eliminadas, ya que las consecuencias de una
eliminacién celular ineficiente es el proceso de necrosis secundaria, que resulta en un
proceso inflamatorio no resuelto, condiciones autoinmunes y anormalidades de

desarrollo. Para ello, el sistema inmune esta “capacitado” para distinguir entre “lo
propio alterado” (células apoptoticas) de “lo propio” (células sanas del organismo) y de
igual forma, entre “lo no propio” (particulas patégenas) de “lo propio” (células
normales”) a través de un numero limitado de moléculas de reconocimiento de patrones

(PRMs) [44].

Las células apoptéticas son eliminadas por el sistema inmune a través de un proceso
denominado eliminacién celular programada [45] consistente de 4 pasos: la liberacion
de senales “encuéntrame” por parte de células apoptéticas para atraer a células
fagocitos [46], la exposicion de sefiales “cdmeme” en la superficie celular de la célula
apoptética, procesamiento de célula apoptética por parte del fagocito y la liberacion de

citocinas anti-inflamatorias [47].

De esta forma, células apoptéticas liberan sefiales “encuéntrame”, exponen sefales
‘cobmeme” y pierden la sefalizacion “no me comas”. Esta ultima, es expuesta por
células sanas en la superficie membranal que activamente inhiben la fagocitosis; entre
las moléculas que funcionan como senales “no me comas” estan: unidon homdfilica
CD31/CD31 y la unién CD47/SIRPa, entre otros.

Mientras la interaccion homofilica de CD31 puede discriminar entre células viables y
células apoptoticas mediante sefales de “despego” dependientes de temperatura por
parte de células viables [48,49], la unién de CD47 con SIRPa transmite una
sefalizacion “no me comas” que inhibe fisicamente la fagocitosis celular [50-54]. Las
células tumorales sobreexpresan CD47 de manera constitutiva como un mecanismo de

evasion de la fagocitosis.
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1.1.4.2 Generacion de Microambiente Inmunosupresor.

Células tumorales generan microambiente inmunosupresor primero al inhibir la
migracion de células dendriticas hacia ganglios linfaticos (Figura 8, inciso b), esto lo
logran afectando la expresion de CCR7 en la superficie celular de células dendritica.
También a través de produccion de VEGF se previene la maduracion de células
dendriticas mediante la inhibicion del factor nuclear kB (NFkB) en células madre

hematopoiéticas [39].

La secrecién de TGF[ por parte de células tumorales lleva a inhibicion de activacion de
células dendriticas asi como inhibicién de la funcién de células T y NK (Figura 9, inciso
e). Dos mecanismos de inhibicidbn inmune incluyen el agotamiento de aminoacidos lo
gue debilita a células T y la citotoxicidad metabdlica, donde los productos metabdlicos
de la degradacién del triptéfano inhibe la funcién de células T (Figura 8, inciso c)
[39,55].

La produccién de TGFB por parte de las células tumorales puede convertir células T
efectoras en células T reguladoras (Figura 9 inciso d) También la produccion de GM-
CSF, IL-1B, VEGF y PGE2 lleva a la expansion de células mieloides supresoras

inmaduras (MDSC) y su acumulacién en la masa tumoral [39, 55].

Estas pueden inhibir funcién de linfocitos (Figura 10, inciso g) por una variedad de
mecanismos, mediante produccion de TGF-B, el agotamiento de aminoacidos arginina
o cisteina requeridas para funcién de células T, inhibicién de activacion de células T por
nitrosilacién de TCR, induccién de T reguladoras, etc. También los TAMs pueden inhibir

inmunidad anti-tumoral mediante secrecion TGF-B e IL-10 [39, 41, 42].

La inflamacion cronica estad también involucrada en direccionar la respuesta inmune
hacia las células efectoras que facilitan el crecimiento tumoral. Aumenta la funcién de
las células T reguladoras y es promovida por células CD4 Th17 por medio de IL-17 y
por linfocitos B y anticuerpos que la promueven reclutando células del sistema inmune
al sitio tumoral (Figura 10, inciso h), estableciendo de esta forma, un ambiente estromal

gue mantiene la carcinogénesis de novo [55, 56].
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Tras el escape de la célula tumoral del sistema inmune, ademas de hacer metastasis,
puede volver al sitio tumoral para promover la proliferacién celular. La hipoétesis del
“‘auto sembraje de células tumorales” establece que, células tumorales circulantes
(CTCs) seleccionadas pueden infiltrar una masa tumoral ya establecida, respondiendo
a sefales atrayentes derivadas del tumor como MMPL1 y fascinal, que regulan la
migracion transendotelial y el “sembraje” tumoral [57]. Sin embargo, en el terreno
clinico, esta hipotesis parece aplicarse solo en fendmenos raros que presentan tan solo
del 2 al 3% de los pacientes con cancer, que es cuando ocurre el desarrollo de dos
tumores al mismo tiempo, donde células malignas agresivas provenientes de un tumor

hacen “metastasis” en un segundo tumor diferente [58].
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aumenta cantidad de triptéfano, el cual es sefial atrayente para linfocitos T y genera cinureninas que
matan linfocitos T. (Imagen desde Zitvogel, Tesniere y Kroemer, Nature 2006, Vol 6, 715-727).
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promueven diferenciacién de linfocitos T CD4 y CD8 en linfocitos T CD4 protumorales y linfocitos T CD8+
reguladores. e. Anergia de linfocitos T tras estimulacién con células DCs inmaduras. f. Apoptosis de

linfocitos T a través de PD1 o CD95. (Imagen desde Zitvogel, Tesniere y Kroemer, Nature 2006, Vol 6,
715-727).
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1.2 Cancer Pulmonar.

1.2.1 Epidemiologia.

A pesar de los avances hechos en el tratamiento clinico y entendimiento de su biologia,
el cancer de pulmén es el cancer mas comun en hombres y es la causa principal de

muerte por cancer en hombres y mujeres en el mundo [59].

Los principales factores de riesgo son: fumar, considerado el factor de riesgo mas
importante, la exposicion ocupacional o medio ambiental a humo exhalado por
fumadores activos, exposicion a carcinégenos como radon, asbestosis y exposicion a

radiacion [60].

Los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), un subgrupo

citolégico del cancer pulmonar, presentan un prondstico poco favorable ya que a
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menudo, la enfermedad es diagnosticada en estadios avanzados cuando la cirugia ya
no es una opciéon. Esto se debe principalmente, a que la enfermedad permanece

asintomética por un largo periodo de tiempo.

Debido a esto, del 50 al 70% de los pacientes diagnosticados con NSCLC se presentan
en estadios avanzados de la enfermedad (estadios Ill y IV) y no son sujetos a
tratamientos curativos [60, 61], mientras solo del 20 al 30% de los pacientes son

diagnosticados en estadios tempranos de la enfermedad (I a 11A) [62].

El indice de sobrevida general para 5 afios establecido por la Asociacion Internacional
para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) es actualmente de: 73% para pacientes
detectados en estadio IA, 58% para los detectados en estadio IB, 46% para estadio IIA,
36% para estadio 1IB, 24% para estadio IlIA, 13% para estadio IlIB y 9% para estadio
IV [62] incrementandose con respecto a la misma tasa establecida en afios anteriores
(por ejemplo, 61% para pacientes en estadio IA 0 1% para pacientes en estadio V)
[63].

En México se estimaron para el afio 2010 mas de 10 mil muertes por esta causa, lo que

significa un incremento del 50% en tan so6lo una década.

El cancer de pulmén causa altos costos econdémicos, tanto para instituciones del sector
salud como del sector productivo con un costo anual promedio por paciente mayor a
100 mil pesos [64].

1.2.2 Clasificacién del Cancer Pulmonar.

A nivel citolégico, el cancer de pulmén se divide en: cancer de pulmén de células
pequefias (SCLC) y cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC). Este dltimo
constituye el 85% de todos los casos de cancer de pulmén [61, 65] comprendiendo a
nivel molecular, de un grupo heterogéneo de neoplasmas. A nivel histologico incluye:
carcinoma de células escamosas, adenocarcinomas, carcinoma de células grandes,
carcinomas adenoescamosos Yy carcinomas con elementos pleomorficos,

sarcomatoides o sarcomatosos.
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El adenocarcinoma pulmonar se cree sigue una progresion linear de varios pasos [59];
primero, un precursor o lesion premaligna denominada hiperplasia adenomatosa
atipica, progresa a un adenocarcinoma preinvasivo denominado carcinoma
bronquioalveolar, término que grupos de investigadores pretenden cambiar por el méas
exacto, adenocarcinoma minimamente invasivo [66], posteriormente, progresa a

adenocarcinoma invasivo, tras lo cual adquieren potencial metastasico.

1.2.3 Tratamiento y Resistencia a Farmacos.

La primera linea de tratamiento de quimioterapia actual para pacientes avanzados de
NSCLC estd basada en componentes de platino y representa el estandar de los
tratamientos [67]. Esta primera linea de tratamiento consiste por lo general, del uso
combinado de 2 farmacos basados en platino (cisplatino y carboplatino) junto con un
farmaco de tercera generacion como gemcitabina, docetaxel, vinorelbina o pemetrexed
[68, 69] los cuales han incrementado la tasa de sobrevida general del paciente en

estadio IV de 5 a 14% para 5 afios.

El uso de terapias combinatorias ha significado un incremento general en la sobrevida
del paciente. Por ejemplo, de 1998 a 2008, se increment6 el indice de sobrevida
general del paciente de 0.3 a 15% aproximadamente, esto se correlacioné con el uso
incrementado de mas de 1 linea de quimioterapia en pacientes (en 1998 el uso de 2 o
mas lineas era de 7%, en 2008 fue de 60%), a veces hasta 4 y 5 lineas de tratamiento
y al uso de tratamientos basados en 2 farmacos de platino junto a un tercer farmaco de

generacion posterior [70].

De tal forma, que los tratamientos para pacientes con cancer pulmonar se han ido
personalizando conforme se integran los criterios moleculares e histolégicos para
concretar tratamientos especificos; por ejemplo, para pacientes positivos para mutacion
en EGFR la linea de tratamiento es cisplatino, vinorelbina y cetuximab (anticuerpo
monoclonal que inhibe la activacion de EGFR); para tratamientos de segunda linea se

administra docetaxel, pemetrexed, erlotinib y gefitinib [60].
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La “adiccion de oncogenes” por parte de las células tumorals, se refiere a la
dependencia de las células tumorales para su progresion, en unas cuantas proteinas
mutadas. Se generd quimioterapia que inhibia a las células mutadas con lo que, se
inducia la muerte celular masiva de células tumorales y se prevenia la progresion de la
enfermedad [69]. Se generaron, farmacos especificos que inhiben proteinas mutadas
(uso de gefitinib y/o erlotinib, farmacos que inhiben la subunidad tirosin cinasa del
receptor del factor de crecimiento epidermal EGFR) o de anticuerpos que inhiben
moléculas claves para células tumorales (bevacizumab, anticuerpo monoclonal que

inhibe la activacion de la via del receptor de VEGF, esencial para angiogénesis).

Sin embargo, aun las células “adictas” tienen altas tasas de reincidencia debido a que,
con el tiempo generan resistencia a los farmacos. Las mutaciones en el dominio tirosin
cinasa de EGFR se encuentran expresadas en el 60% de los casos de NSCLC, los
inhibidores de estas mutaciones que se generaron (gefitinib y erlotinib) funcionan
uniéndose al ATP de las enzimas que promueven la proliferacion celular de la célula
tumoral que se encuentran rio abajo en la sefalizacion proveniente de EGFR (PI3K y
MAPKSs). Con el tiempo, surge una segunda mutacién en dominio de EGFR que
sustituye una treonina por una metionina y vuelve al receptor mas afin por el ATP de
las enzimas, con lo que compite por su union y vuelve ineficaz a los farmacos. También
se ha observado, la amplificacion de otro receptor que sefaliza a los mismos
componentes rio abajo que sefializa EGFR; la incrementada regulacién de Met también
activa la via PI3K/Akt sin requerir de EGFR [61].

Niveles altos de ARN mensajero de ERCC1 esté relacionado con resistencia clinica a
quimioterapia basada en platino; BRCA1 induce resistencia a farmacos que producen

dafio al ADN (cisplatino y etoposide) [61].
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1.2.4 Inmunologia del Cancer Pulmonar.

Los pacientes con NSCLC exhiben diversas mutaciones en proteinas clave para
células tumorales asi mismo las diferencias se observan a nivel regional. En
adenocarcinomas de pulmén, en paises occidentales las mutaciones activantes de
EGFR ocurren en 15% de los casos, mientras que para paises asiaticos es del orden
de 30 a 40%, en pacientes afroaméricanos va del 2 al 14% y para paises
latinoamericanos, la frecuencia de mutacion en EGFR es de 33% [60, 71]. La mutacion
en KRAS va del 25 al 30% de los casos de NSCLC pero también hay diferencias en

regiones, por ejemplo, en Latinoamérica es del 16% de los casos [71].

La expresion de estas mutaciones activantes en proteinas clave para células tumorales
también ocurren en diferentes periodos durante la progresiéon tumoral, mientras las
mutaciones en KRAS ocurren en lesiones precursoras, las mutaciones en EGFR
ocurren en lesiones premalignas y adenocarcinomas invasivos. Pacientes con células
tumorales con mutaciones en KRAS no responden a tratamiento con inhibidores de
vias PI3K-Akt y MAPK-ERK (gefitinib, erlotinib) ya que las mutaciones en EGFR y
KRAS son mutuamente excluyentes, lo que puede explicar porque, tratamientos que
inhiben estas vias en algunos pacientes no incrementan la sobrevida general, como lo

observaron en un estudio Zhang y colaboradores [72].

Finalmente, se ha observado a nivel inmunolégico que, los fibroblastos asociados a
carcinoma aumentan la tumorigenicidad en NSCLC mediante la sobreexpresion de 46
genes relacionados con la senalizacion TGFB, la adhesion focal y la via MAPK; los
macrofagos asociados a tumor también promueven la progresion tumoral a través de la
liberacion de quimiocinas como CXCL12. Niveles altos de células Tregs y de
guimiocinas CXCL12/CXCR4 son claves en patogénesis en NSCLC.
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1.3Biomarcadores en Cancer.

1.3.1 Biomarcadores Pronésticos y Predictivos.

Un biomarcador se define como una caracteristica que es medida objetivamente y
evaluada como un indicador de procesos normales biologicos, procesos patogénicos o
respuestas farmacologicas a la intervencion terapéutica [73]. Por otra parte, el
Programa Internacional de Seguridad Quimica de la Organizacion Mundial de la Salud,
en coordinacion con las Naciones Unidas y la Organizacion Internacional del Trabajo,
definié biomarcador como “Cualquier sustancia, estructura o proceso que puede ser
medido en el cuerpo o en sus productos e influencia o predice la incidencia de

resultados clinicos o de la enfermedad” [74].

Los biomarcadores pueden ser de diagndstico, pronoéstico o predictivos. Los
biomarcadores prondsticos son definidos como “caracteristicas clinicas o biolégicas
medidas objetivamente y proveen de informacion sobre el resultado clinico de cancer
en un individuo no tratado” [75]. Los biomarcadores predictivos son, en cambio,
“caracteristicas clinicas o bioldgicas que proveen informacién sobre el beneficio de
tratamiento de un paciente” (ya sea en términos de encogimiento de tumor o de

impacto del tratamiento en sobrevida) [75].

1.3.2 Uso de Biomarcadores en Diferentes tipos de Cancer.

En cancer de préstata niveles basales altos de antigeno prostatico especifico (PSA)
estd asociado a una tasa de progresion mayor después de tratamiento [76]. La
isoforma Proenzima PSA (proPSA) es un biomarcador prometedor para la deteccién de
cancer de prostata debido a que su expresion correlaciona con tejido tumoral mas que
con tejido con hipertrofia prostatica benigna (BPH). En pacientes con cancer de
prostata, el incremento de los niveles de PSA pueden deberse a la progresion de la
enfermedad o al incremento de BPH [77]. La proteasa hK2 incrementa su expresion

durante la transformacién de epitelio benigno a cancer primario; la medicién de hK2,
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niveles totales de PSA y de PSA libre permite discriminar de mejor manera pacientes
con o sin cancer que con el uso de PSA total por separado [76]. Otras moléculas
utilizadas como biomarcadores para la deteccion de cancer primario son: glutatiéon S-
transferasa Pl (GSTPI) y el antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA). Sin
embargo, la desventaja de este Ultimo es que sus niveles se incrementan conforme un
individuo envejece por lo que pierde sensibilidad como biomarcador. Alteraciones
genéticas en tejidos con cancer de préstata se han visto en los genes c-MYC, PCSA 'y
NKX3.1, lo que los hace biomarcadores potenciales. PCA3, un gen especifico tumoral,
se encuentra altamente sobreexpresado en tumores con respecto a tejido de préstata
no maligno, sin embargo, los niveles de PCA3 no determinan si pacientes van a tener
progresion en su enfermedad o no, debido a que los niveles de su expresién en ambos

casos son similares [76].

Varios estudios han determinado que niveles anormales de proteina de matriz nuclear
22 (NMP22) estan asociados a cancer de vejiga y se encuentran incrementados en
orina de pacientes hasta 25 veces mas que en sujetos sanos. BLCA-4 es un
biomarcador de cancer de vejiga altamente especifico. La combinacién de BLCA-4 y
HOXA-13 permiten distinguir entre tumores de bajo y alto grado con especificidad y
sensibilidad de 80% [78].

En cancer colorectal, existen dificultades para predecir una respuesta patolégica
completa. La examinacion rectal digital (DRE) y diversos estudios de escaneo no son
capaces de distinguir fibrosis de pequefias islas de tejido tumoral. El antigeno
carcinoembrionico (CEA) es biomarcador tumoral mas ampliamente utilizado en
pacientes con cancer colorrectal. Niveles de CEA por encima de 5 ng/ml tienen un
impacto adverso en la sobrevida. También, niveles elevados de CEA antes de
tratamiento estan asociados con un riesgo incrementado de mortalidad. Otros
biomarcadores utilizados son: mutaciones en BRAF y presencia de células tumorales
circulantes (CTCs). CTCs medidas para predecir respuestas a corto plazo a
guimioterapia dieron como resultado que pacientes sin CTCs vivian por lo menos 1

afio, en tanto que pacientes con CTCs detectadas morian en plazo de 8 meses [79].
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Una mutacion en N-RAS fue identificada como factor predictor independiente de
reduccion de sobrevida en pacientes con melanoma metastasico. PDL-1 en tejido
tumoral podria servir como biomarcador predictivo pero solamente en tumores que
expresan PD1 [80].

El carcinoma hepatocelular avanzado (HCC) se define como una enfermedad
metastasica o localmente avanzada. Diversos estudios sefialan que, niveles bajos de
VEGF-A estan asociados a una mejor sobrevida global. También, niveles basales altos
en plasma de IL-6, IL-8 y angiopoietina2 (Ang2) estan asociados a una sobrevida global
baja. En pacientes en diferentes estadios de la enfermedad, niveles bajos en plasma
del factor de crecimiento tipo insulina 1(IGF1) correlacionan una peor sobrevida global.
Diversos estudios que han medido los niveles de células endoteliales circulantes (CEC)
y células progenitoras endoteliales (CEP), establecieron que niveles altos de estas
poblaciones celulares estan asociados a fase tardia de la enfermedad pero su uso

como factor predictivo es contradictorio [81].

La expresion anormal de microRNAs (miRs) en tejidos con cancer primario se ha
detectado en diversos tipos de cancer. Los miRs tienen importantes funciones en el
desarrollo tumoral. En cancer de ovario y en otros tipos de cancer, determinar los
niveles de expresion de miRs en sangre periférica se ha vuelto el centro de estudio,
debido a su minima invasividad y alta reproducibilidad [82].

La expresion de células tumorales diseminadas (DTCs) en médula ésea cuando se
diagnostica cancer de mama esta asociada a una sobrevida reducida. La deteccion de
DTCs es un proceso invasivo y asociado con morbilidad incrementada, por lo que se
han hecho nuevos intentos con el fin de detectarla de manera menos dolorosa en
sangre periférica. De acuerdo a diversos estudios, del 40 al 80% de pacientes con
cancer de mama metastasico tienen CTCs en sangre periférica. CTCs tienen valor

predictivo en diferentes subtipos de cancer de mama [83].
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1.3.3 Biomarcadores en Cancer de Pulmon

En cancer de pulmon, aun después de que se diagnostican pacientes en estadios
tempranos (fase I-ll), la presencia de metastasis extratoracicas provocan una tasa de
sobrevida a 5 afilos menor a 50% [84]. El beneficio de quimioterapia sobre la sobrevida
global de pacientes en estadios avanzados a 5 afios es del 5% aproximadamente [84,
85], esto fue demostrado por diversos estudios clinicos como: el ensayo Big Lung Trial
(BLT), ALPI, ANITAy el proyecto IALT entre otros.

Debido a la modesta eficacia de los tratamientos de quimioterapia “clasicos” (terapia
basada en componentes de platino, taxanos, gemcitabina, pemetrexed) [86], existe la
necesidad de poder estratificar los pacientes, identificando subgrupos de pacientes que
puedan evitar la exposicion a tratamientos ineficaces y toxicos o subgrupos de

pacientes que se puedan beneficiar del tratamiento [84].

Para cancer de pulmoén, los Unicos biomarcadores que tienen efectos predictivos
significativos comparados con quimioterapia son: mutaciones en EGFR (receptor de
factor de crecimiento epidermal) y los rearreglos ALK (cinasa de linfoma anaplastico)
gue en tumores oncogénicos representan el 15% de casos de CPCNP metastasico.

Inhibidores de cinasas de EGFR (erlotinib, gefitinib) mostraron mejores resultados que
la quimioterapia basada en platino como tratamiento de primera linea en pacientes con
mutaciones en EGFR, sin embargo solamente incrementan la sobrevida libre de
progresiones (PFS) y no la sobrevida global. En el caso de rearreglos ALK, el inhibidor
de ALK crizotinib mostré mejores resultados que la quimioterapia como tratamiento de

sgunda linea [84, 86].

La metilacion en el promotor del gen RASSF1A tuvo resultado positivo como
biomarcador prondstico y predictivo; la metilacibn de RASSF1A estuvo asociada con

sobrevida global significativamente mas baja [84].

Diversos estudios habian mostrado que ERCCL1 tenia un papel predictivo con un
incremento en sobrevida global a 5 afios en pacientes con tumores positivos para

ERCC1 en comparacion con pacientes con tumores negativos para ERCC1 [85], sin
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embargo, estas implicaciones predictivas para ERCC1 no fueron confirmadas en un

estudio con un mayor numero de pacientes [84].

De la misma forma, se encontraron resultados contradictorios con respecto al uso de
RRM1, un gen que codifica la subunidad reguladora de la ribonucle6tido reductasa,
asociada con un mejor resultado clinico en principio, pero que en un estudio clinico con
275 pacientes en estadio IV no mostré un mejor resultado clinico en comparacion con
guimioterapia. También el gen BRCA1l fall6 en predecir resistencia tumoral a

tratamiento de platino en 287 pacientes en estadio IV de enfermedad [84].

Otros estudios clinicos han mostrado que, en pacientes en estadio | que recibieron
cirugia y tratamiento, la alta expresién conjunta de p53, erbB2, CD44 y rb correlacionan
con una frecuencia de 37% en la tasa de sobrevida global a 5 afios, mientras que,
pacientes con expresion de un solo gen tienen frecuencia de 80% [87]. Botling vy
colaboradores [88] en un estudio con 196 pacientes con NSCLC, a través de
micromatrices analizaron un conjunto de genes potenciales pronésticos. CADM1
(molécula 1 de adhesion celular) mostré asociaciéon significativa con sobrevida global;

la alta expresion de CADML1 correlacion6 con mejor tasa de sobrevida global.

Pero este estudio, al igual que otros que involucran moléculas para inmunoterapia
como: MUC1 (glicoproteina mucina 1), CTLA-4, PD-1 y PD-L1 necesitan mayores
estudios clinicos con el fin de que sus “aparentes” efectos positivos sobre la sobrevida

global de pacientes se puedan confirmar.

Finalmente, los marcadores oncogénicos no pueden ser usados de forma individual
para predecir el pronéstico de pacientes ya que la frecuencia de su expresion anormal
no se encuentra presente en todos los tumores, por ejemplo, para el caso de
mutaciones en p53 y EGFR, dos casos mas comunes de alteraciones genéticas, la

frecuencia observada es 43 y 52% respectivamente.
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1.4CD47

1.4.1 Estructura

CDA47 fue descubierta inicialmente como una proteina de 50 kDa que se copurifico con
la integrina avp3 de la placenta [89, 90] por lo que se le denomind proteina asociada a
integrinas (IAP) [89]. Recientemente, Kaur y colaboradores encontraron que CD47
puede estar expresado como proteoglicano de peso molecular mayor a 250,000 daltons
en linfocitos T Jurkat [91].

La proteina IAP también se le encontrd asociada a integrina B3 en granulocitos (PMNs)
y en plaguetas y se le encontr6 expresada en la membrana plasmatica de todas las

células hematopoiéticas, incluso en eritrocitos que no contienen integrinas 3 [89].

Lindberg y colaboradores [90] encontraron que la secuencia de la proteina IAP era
idéntica a la secuencia clonada del antigeno de carcinoma de ovario (OA3). Estudios
posteriores hechos por Mawbey y colaboradores [92] concluyeron que el antigeno
recientemente descubierto CD47, el marcador de tumor de ovario (OA3) y la proteina
IAP eran la misma molécula. Finalmente, Lindberg y colaboradores [93] debido a la
expresion de IAP en eritrocitos pensaron que IAP podia ser un antigeno del complejo
Rh, concluyendo que IAP, el antigeno asociado al complejo Rh 1D8, OA3 y CD47 eran

la misma molécula.

CD47 (IAP, OA3, 1D8) es una proteina integral de membrana tipo 1, miembro de la
superfamilia de inmunoglobulinas. Se compone de un dominio inmunoglobulina variable
extracelular, un dominio multiple altamente hidrofébico que abarca 5 veces la
membrana, conocido como dominio mdultiple de membrana (MMS) y un dominio
citopladsmico terminal alternativamente escindido que lleva a la formacion de 4

diferentes isoformas citoplasmicas. [50, 51, 94, 95] (Figura 11)

Las 4 isoformas van desde 3 a 36 aminoacidos de tamafo, y estas surgen de una
escision alternativa del mrRNA transcrito del gen CD47/IAP; [94] la isoforma 2 de 16
aminoacidos de tamafio es la isoforma mas expresada y se encuentra en células

hematopoiéticas, células endoteliales, fibroblastos y en astrocitos donde juega un papel
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menor en el procesamiento de la memoria, [94-98] la isoforma 3 de 23 aminoacidos de
tamafno se encuentra en muchos de los tejidos donde es expresada la isoforma 2 pero
es menos abundante, excepto en el higado y en las glandulas salivales y est4 asociada
junto con la isoforma 4 en el proceso de consolidacién de la memoria [96, 98], la
isoforma 4 de 36 aminoacidos de tamarfio, se expresa principalmente por el tejido
neural, por nervios periféricos, médula espinal, neuronas y retina y es la segunda
isoforma mas abundante [94-98], mientras que, la isoforma 1 de 3 aminoé&cidos de
tamafo, es expresada en células epiteliales y endoteliales, y en queratinocitos [94-96],
siendo estos ultimos los que expresan las mayores cantidades de isoforma 1 [96]. La
proteina CD47 de humanos, ratones y ratas muestran 70% de identidad general de

aminoécidos [50].

Form 4

el

Form 2

Figura 11. Estructura de la proteina asociada a la integrina (IAP/CD47).La estructura de CD47 se
compone de 3 dominios: el dominio Inmunoglobulina variable (IgV) extracelular altamente glicosilado, el
dominio multiple membranal (MMS) compuesto de 5 segmentos altamente hidrofébicos que abarcan la
membrana y un dominio citopladsmico carboxilo terminal que se encuentra alternadamente escindido,
dando lugar a cuatro isoformas, de las cuales, la isoforma 4 se muestra en su totalidad (Imagen desde:
Brown EJ y Frazier WA, TRENDS in Cell Biology. 2001, Vol 11, No 3, 130-135).
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1.4.2 Ligandos Endbégenos

CDA47 tiene diferentes ligandos; moléculas con las que se asocia en la membrana

plasmatica, proteinas intracelulares y extracelulares.

CDA47 interactia y regula a diferentes integrinas; CD47 forma complejos asociandose
de manera directa o indirecta con la integrina av3 [99], con la integrina allbB3 y c-Src
[100], con la integrina a2B1en células de musculo liso arterial [101], con la integrina
a4p1en reticulocitos falciformes [102], con la integrina a681 y CD36 en microglia [103] y

con integrina a5 en condrocitos [104].

CD47 también se une a ligandos en otras células como las proteinas de sefal
regulatoria SIRPs (SIRPa y SIRPy) y con trombospondina [94, 95]. La unién de SIRPa
fue determinada por diferentes grupos de investigacién; primero, Jiang y colaboradores
[104] identificaron que SIRPa, también llamada BIT, SHPS-1 o molécula de adhesién
neural P84 se une a CD47/IAP en regiones sinapticas, encontrando que su distribuciéon
en el cerebro y en la retina era idéntica. Posteriormente, otro grupo de investigacion
determindé que SIRPa se une a CD47 y la interaccion se da entre los 3 dominios
inmunoglobulina extracelulares de SIRPa con el dominio inmunoglobulina extracelular
de CD47 [105], y esta interaccion entre CD47 y SIRPa determinada por Babic y
colaboradores [106] induce la agregacion en una linea celular de linfocitos pro-B.
CD47 también interacciona con trombospondina-1 (TSP-1) mediante su unién al

dominio CBD (dominio de union celular carboxilo terminal) [99] (Figura 12).

CD47 también se asocia con proteinas intracelulares; en eritrocitos interacciona con la
proteina 4.2 del citoesqueleto [107], en neuronas interacciona con las proteinas G

pequefias Rac y Cdc42 en la formacién de neuritas y filopodios [108], etc (Tabla 2).
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Figura 12. Representacion esquematica de CD47 y sus ligandos enddgenos TSP-1 y SIRP. CD47
se compone de 5 dominios transmembranales, un dominio extracelular amino terminal inmunglobulina
variable IgV y un dominio citoplasmico carboxilo terminal alternadamente escindido. TSP-1 se compone
de varios dominios diferentes, incluyendo, el dominio de unién a heparina (HBD), el dominio Von
Willebrand C (Vwecd) 3 repeticiones tipo 1 properdina, 3 repeticiones tipo 2 tipo EGF, 7 repeticiones tipo 3
de unién a calcio y el dominio carboxilo terminal CBD. Las secuencias de aminoacidos responsables de
la unién de TSP-1 con integrinas (RGD) y con CD47 (RFYVVMWK) se muestran en itélicas. SIRPa y y
son proteinas con 1 dominio transmembranal y 3 dominios extracelulares tipo inmunoglobulina que
incluyen un dominio extracelular IgV con el que interactian con el dominio IgV extracelular de CD47
(Imagen desde: Sick E et al, 2012, BJP, Vol 167, 1415-1430).
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Tabla 2. Proteinas extracelulares, membranales e intracelular asociadas a CD47. (Imagen desde:
Sick E et al, 2012, BJP, Vol 167, 1415-1430)

References

CD47 partners

Extracellular partners

Thrombospondin-1
(C-terminal domain)

Main biological and cellular events

Apoptosis, cell proliferation, cell survival, cell adhesion,

inhibition of angiogenesis, pro- and anti-inflammatory

effects, platelet activation and aggregation

Serpin A1 (C-terminal domain) Cell proliferation

Inhibition of phagocytosis, stimulation of cell-cell fusion,
T-cell activation, neutrophil transepithelial migration

Leukocyte transendothelial migration, T-cell proliferation

Darahy et al. (1997); Manna and Frazier (2004);
Rath et al. (2006a); Lamy et al. (2007); Isenberg
et af, (2009); Xing et al. (2009); Sick etal. (2011)

Congote and Temmel (2004)

Han et al. (2000); Oldenborg et al. (2000); Seiffert
et al, (2001); Liu et al. (2002)

Piccio et al, (2005); Stefanidakis et al. (2008)

Direct partners (*demonstrated experimentally by immunoprecipitation or FRET in the case of VEGER-2)

SIRPul
SIRPy
Membrane partners

Integrins w*
oy *
umfhy®
o ®
Uy
sy
fly
s

VEGFR-2*

Intracellular partners

Direct partners

Gi proteins® Syk
AC/PKA
ERK
PI3K

PLIC-1*

BMIP3*

Indirect pariners

Rac

Cdc42

Src and MEK kinases
Drpl

Protein 4.2
GC

COX-2 expression and intestinal epithelial cell migration
Migration and proliferation of smooth muscle cells
Platelet activation

Adhesion of sickle reticulocytes, B-cell migration
Glycosaminoglycan synthesis by chondrocytes

Fibrillar beta amylold-mediated microglia activation and
phagocytasis

Meutrophil transepithelial migration

€32 human melanoma cells spreading,
pro-inflammatory cytokine synthesis in human
manocytes, Coxlella burnetil phagocytosls,
promyelocytic leukaemia cell death

Inhibition of VEGFR-2 downstream sionallina

Platelet activation (Lyn and FAK phosphorylation)

Platelet aggregation (decrease in cAMP), smooth muscle
cell migration, T-cell death

Jurkat T-lymphoma cell adhesion (phosphorylation);
inhibition of smooth muscle cell migration

€32 melanoma cell spreading, T-cell migration,
astrocytoma cell proliferation

Jurkat T-cells spreading, regulation of heterotrimeric
G-protein function

T-cell apoptosis

Meurite and filopodium formation, neuranal
development

B-cell migration, neurite and filopodium formation,
neuronal development

Epithelial cell spreading and migration

Caspase-independent cell death of normal and
leukaemic cells

Rh complex integrity on red blood cells
Inhibition of NO signalling (decrease in cGMP)

Broom et al. (2009)

Chung et al. (1997); Wang and Frazier (1998)
Chung et al. (1997)

Yoshida et al. (2000); Brittain et al. (2004)
Holledge et al. (2008)

Bamberger et al. (2003); Koenigsknecht and
Landreth (2004)

Hofman ef al, (2000)

Gao et al. (1996a); Capo et al. (1999); Hermann
et af, (1999): Saumet et al. (2005)

Kaur et al. (2010}

Chung et al. {1997)

Frazler et al. (1999); Wang et al. (1999); Manna and
Frazier (2003)

Wang et al, (1999); Wilson et al. (1999)

Gao ef al. (1996b); Li et al, (2005); Sick et al.
(2011)

Wu et al. (1999); N'Diaye and Brown (2003)

Lamy et al. (2003)

Miyashita et al. (2004); Murata et ol. (2006)

Miyashita et al. (2004); Yoshida et al. (2000);
Murata et al. (2006

Shinchara et al. (2008)
Bras et al. (2007)

Bruce et al. (2002)
Isenberg et al. (2006)
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1.4.3 CD47y Trombospondina 1 (TSP-1).

Trombospondina-1 (TSP-1) es una glicoproteina homotrimérica de matriz extracelular
gue se encuentra transitoriamente expresada y regula funciones celulares de manera
especifica mediante la unién de receptores de superficie celular y otros componentes

de matriz.

TSP-1 interactia con 9 receptores en células endoteliales que incluyen: las integrinas
a3p1, a4B1, a6B1, a9B1 y avp3, proteina LRP asociada a calreticulina, proteoglucanos
heparan sulfatados, CD36 y CD47. [109, 110]

La union de CD47 con TSP-1 regula diferentes funciones: inhibiciébn de angiogénesis
inducida por oOxido nitrico (NO), induccién de migracién celular, apoptosis y

diferenciacion celular, entre otras.

El 6xido nitrico (NO) estimula la angiogénesis, aumentando la quimiotaxia y la
proliferacion de células endoteliales, también incrementa la migracion y adhesion de
células endoteliales y células de musculo liso vasculares. NO activa a la guanilato
ciclasa soluble (sGC) lo que acelera la produccion de cGMP, cGMP activa a la cinasa
dependiente de cGMP (cGK1), la cual activa a la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina para defosforilar la subunidad regulatoria de la cadena ligera 2 de la miosina
(MLC2) llevando a la relajacién de las células de musculo liso vasculares (VSMCSs)
[109].

La interaccién CD47/TSP-linhibe la sefalizacion NO/cGMP de diversas maneras: la
uniéon de TSP-1 con CDA47 inhibe la activacion de guanilato ciclasa soluble (sGC) por
NO en células endoteliales, VSMCs, plaguetas y linfocitos [109, 111]; en el caso de
plaquetas, esta inhibicion resulta en retraso en la agregacion de plaquetas promovido
por factores activantes de guanilato ciclasa [112]. También, inhibe indirectamente la
activacion de (sGC), incrementando los niveles intracelulares de calcio en células T
Jurkat [111].

La interaccion CD47/TSP-1 inhibe la activacion de la cinasa dependiente de cGMP
(cGK1)[111, 113].
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La unién de TSP-1 con CD47 también inhibe la sefializacion proveniente del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), la cual incrementa la proliferacién y migracion
de células endoteliales mediante la union con sus receptores VEGFR1 y VEGFR2. La
interaccion TSP-1/CD47 previene la autofosforilacion de VEGFR2 en tirosina 1175, la
cual es critica para la activacion de la sefializacion rio abajo a través de este receptor
[114, 115]. Esta inhibicion de la sefalizacion se da por medio de la reduccion regulada
por TSP-1 de la asociacién de CD47 con VEGFR2. [111, 115]

En células VSMC y endoteliales, la unién TSP-1/CD47 inhibe la activacion de la
adenilato ciclasa soluble (sAC) y la acumulacién de cAMP de dos formas diferentes:
mediante la inhibicién de la adenil ciclasa por medio de la proteina G; a través de la
inhibicion directa de forskolina e isoproterenol de forma independiente de cGMP y por
medio de la regulacion dependiente de cGMP de la actividad especifica de cAMP.
[111,116] (Figura 13).

Previamente, Frazier y colaboradores ya habian demostrado que en plaquetas, la unién
de TSP-1 con CD47 e integrina allbB3 conducia a la reduccion en los niveles de CAMP.
[117]

CD47 expresado como proteoglicano existe en linfocitos T, células endoteliales y
células de musculo liso vasculares. Esta estructura podria permitir la union de TSP-1
con mayor afinidad debido a la union simultanea a los determinantes carbohidratos y
proteicos de la isoforma proteoglicano heparan sulfatado de CD47 [91].

La interaccion CD47/TSP-1 induce migracion celular en linfocitos T; la unién del
dominio amino terminal de TSP-1 con integrina a431 estimula la quimiotaxia, expresiéon
de genes de metaloproteinasas y la adhesién de linfocitos T dependientes de
activacién. La unién de TSP-1 con CD47 aumenta la adhesion de los linfocitos regulado
por el complejo TSP-1-integrina a4B1[118]. También, la interaccion TSP-1-calreticulina-
CD47 induce migracion celular en linfocitos T regulada por la via PI3K y por

proteincinasas de la familia Janus [119].

La interaccion CD47/TSP-1 induce muerte celular independiente de caspasas en

linfocitos T [120], monocitos y células dendriticas [121], células de cancer de mama
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[122] y en células leucémicas [123]. Esta muerte celular se caracteriza por traslocacion
de fosfatidilserina, reduccion en potencial de membrana mitocondrial, encogimiento
celular pero sin activacion de caspasas. CD47 también puede estimular apoptosis

asociandose a Fas y aumentando el funcionamiento de Fas, de esta forma, promueve

la apoptosis dependiente de caspasas [124].

VEGF hrombospondin-1
exogenous NO
or
sGC-activating drugs
8Br-cGMP

<100 pM

\

VEGFR2
migration / 4
permeability .
'/F’3 :' growth,
£ migration,
¥ permeability

\
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survival
Figura 13. Regulacion de la sefializacion de células vasculares por medio de la interaccion

CDA47/TSP-1. La unién de TSP-1 a CDA47 tiene un efecto global sobre la via canénica de NO. En células

endoteliales, TSP-1 inhibe la activacion de VEGFR2 a través de la disrupcién de las interacciones de
CD47 con VEGFR2, lo que limita la fosforilacion de enos mediada por Akt y altera los niveles de calcio
previniendo la activacion mediada por calmodulina de enos. La interaccién TSP-1/CD47 también inhibe
la activacion de SGC en células vasculares y linfocitos T, inhibe la activacién estimulada por CGMP de
CGK1. De esta manera, el eje TSP-1/CD47 es un inhibidor global de NO exdgeno y endégeno.(Imagen

desde: Roberts et al, 2012, Matrix Biology, pp:1-8.)



1.4.4 CDA47 e Integrinas.

Las integrinas son proteinas efectoras clave de la migracién celular, juegan un papel
importante en la coestimulacion de linfocitos T y cooperan con factores de crecimiento

para promover proliferacion celular [125].

CDA47 fue aislada por primera vez por Eric J. Brown y colegas como una proteina
asociada a 2 integrinas: la ubicua av33 [89, 90] y la restringida a plaquetas allbp3 [98,
125].

CDA47 se une y forma un complejo con trombospondina-1 (TSP-1) y la integrina allb33
lo que resulta en la propagacion de plaguetas sobre fibrindgeno inmovilizado, la
agregacion de plaquetas y la tirosin fosforilacion de FAK y SYK tras ser activado por
proteina G; [100]. También la interaccién entre TSP-1, CD47 y la integrina a2p1
promueve la migracion de células de musculo liso [101] a través de la activacion de la

integrina a231 promovida por CD47.

CDA47 estimula la unién de eritrocitos inmaduros (reticulocitos) con TSP-1, VCAM-1 y
fibronectina por medio de la activacion de la integrina a4B1. La unién de reticulocitos
estimulada por CD47 a TSP-1 y fibronectina es dependiente de la secuencia RGD de la
integrina a4p1. La sefalizacion de CD47 resulta en la fosforilacion de un residuo de
serina en el dominio citoplasmico de la integrina a4; la fosforilacion de la integrina a4
requiere de la proteina G; y de PKA y da como consecuencia, la adhesion de
reticulocitos [102]. Esto correlaciona con la mayor habilidad de eritrocitos falciformes
para adherirse, caracteristico de la anemia falciforme.

La union y formacion de un complejo receptor entre CD47, CD36, integrinas a6B1 con
fibras B-amiloideas (fibrillas AB) regula la adhesién de fibrillas AR a microglia y la
activacion de cascadas de sefializacidbn basadas en cinasas de tirosinas [103]. Esto
lleva al estallido respiratorio y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como IL-13
[103].

Este mecanismo resulta importante dentro del contexto de patogénesis de la

enfermedad de Alzheimer, donde la asociacion de microglia con depositos de fibrillas

59



AB lleva a su conversion hacia un fenotipo reactivo pro-inflamatorio, y a la secrecion de
un amplia gama de moléculas pro-inflamatorias y factores neurotoxicos que resultan en
un estado proliferativo mantenido y pérdida neuronal, caracteristicos de esta
enfermedad.

La interaccion entre CD47 y subunidad 3 de integrinas resulta en la activacion de Rac
y en la formacion de neuritas [108]. La interaccion y formacién de complejo celular
entre CD47, integrina avB3 y proteina G; heterotrimérica resulta en la propagacion y
adhesion celular. La asociacion entre CD47 y la integrina av esta aumentada en los
microdominios de superficie celular denominados “rafts lipidicos”. De hecho, la
conformacién de CD47 se encuentra afectada por el colesterol dentro de los rafts
lipidicos e induce una conformacién favorable para la formacidén del complejo receptor
[126].

Sin embargo, la activacion y agregado de integrinas en rafts lipidicos, resultante de la
interaccion entre CD47 y integrinas av33 es independiente de colesterol [127] y lleva a
la asociacion de la cola citoplasmica de CD47 con proteinas denominadas PLICs
(proteinas que unen filamentos intermedios a CD47), que establecen el nexo entre

CDA47 y el citoesqueleto.

Finalmente en células endoteliales adherentes, tanto las interacciones CD47/SIRPa
como integrinas B1/SIRPa son requeridas para inducir fosforilacion de SIRPa mientras
que para leucocitos, la fosforilacion de SIRPa depende de la adhesion mediada por

integrinas B1 y solo es aumentada por CD47 [128].
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1.4.5 CD47 Y SIRPs en Poblaciones Hematopoiéticas.

La interaccion CD47/SIRPa regula distintos procesos en las diferentes poblaciones

celulares hematopoiéticas.

Los macréfagos son capaces de distinguir lo “propio” de lo “extrafo” a través de la
union de la porcion amino terminal de SIRPa con el dominio inmunoglobulina
extracelular de CD47. Esto fue descubierto al observar que eritrocitos deficientes de
CDA47 eran reconocidos y eliminados en ratones wild type (WT), sin embargo, en

ratones deficientes de CD47 no eran eliminados [129].

SIRPa contiene 3 dominios tipo inmunoglobulina en su region extracelular, sin
embargo, es Unicamente el dominio tipo inmunoglobulina variable el que es
responsable de la unién con el dominio tipo inmunoglobulina extracelular de CD47 [54];
tras su unién, solamente 2 de los cuatro sitios de fosforilacion de tirosinas de SIRPa

son fosforilados y son los que se encuentran en el extremo carboxilo terminal [54].

La fosforilacién de los sitios de tirosina en el motivo ITIM de la cola citoplasmica de
SIRPa propicia la asociacion posterior de SHP-1 [130, 131] y SHP-2 [132], los cuales
defosforilan dichos sitios y transmiten la sefializacion correspondiente. En el caso de
SHP-1, sefializa hacia la desactivacién de miosina IlIA y de la actividad contractil del
citoesqueleto a través de la defosforilacion de la fosfotirosina 1805 que se encuentra en
la cola de ensamblaje de la miosina no muscular 1A (NMMIIA) [133]. De esta manera,
inhibe directamente la acumulacion de miosina en la sinapsis fagocitica y su
contribucion en la fagocitosis, especificamente en la internalizacién de la célula. [133,
134].

La interaccion CD47/SIRPa es especie especifica. En el caso del ser humano, la
afinidad de CD47 humana por SIRPa humana es 60 veces mayor que por SIRPa de
raton [135]. Para la union CD47/SIRPa son esenciales 3 aminoacidos: Val57, GIn67 y
Met102, ya que cuando son mutados en SIRPB por los correspondientes en SIRPaq,

SIRP se convierte en proteina de unién a CD47 [136].
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En linfocitos B, la union CD47/SIRPa regula su movilidad. Induce cambios en la forma
celular hacia una forma elongada y polarizada [137], provoca su agregacion celular
[106] e induce la adhesion celular a células endoteliales, importante para la

extravasacion de linfocitos B [138].

En linfocitos T, la interaccion CD47/SIRPa inhibe la diferenciacién de linfocitos T CD4
hacia fenotipo tipo Th1l mediante la inhibicién de IL-12RB2 (una de las dos cadenas del
receptor IL-12R) y la produccion de IL-2 e IFNy [139,140]. De esta forma, CD47

funciona para limitar reacciones inflamatorias no deseadas [141].

El estatus de la expresion de CD47 discrimina a linfocitos T efectores de linfocitos T de
memoria. Linfocitos T de memoria efectora, transitoria y diferenciada terminalmente son
CD47°" y son susceptibles a muerte inducida por trombospondina-1[142]. Por el
contrario, linfocitos T “ingenuos” y de memoria central son CD47"" son las principales
células productoras de IL-17 e IL-13 y dan origen a linfocitos T de memoria de largo

plazo, y son resistentes a apoptosis por sobreexpresion de Bcl-2 [143].

La interacciéon CD47/SIRPy facilita la trasmigracion endotelial de linfocitos T [144] a
través de sefalizacion independiente de la proteina Gi heterotrimérica [145]. La union
de CDA47 endotelial resulta en la movilizacion intracelular de calcio y se encuentra
enriquecida en invaginaciones podosomales que facilitan la migracion transendotelial
[146]. Ademas, la interaccion CD47/SIRPy regula la adhesion célula-célula, mantiene el
contacto entre linfocitos T y células presentadoras de antigeno con lo que aumenta la
presentacion del antigeno y estimula la proliferacion celular y la secrecion de citocinas
[147].

La interaccion CD47/SIRPa es necesario para la migracion de células dendriticas a
vasos linfaticos y posteriormente a ganglios linfaticos [148, 149] donde tiene un papel
en la instruccion de células dendriticas a linfocitos T para su diferenciacion. La unién
CD47/SIRPa lleva a una reversion del fenotipo de célula dendritica semimadura a

inmadura, en un proceso independiente de otros como el de IL-10, provocando un
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aumento en la capacidad endocitica, “clasica” de células dendriticas inmaduras y en
una deficiente capacidad de estimulaciéon de linfocitos T CD4 [150]. Ademas, la
interaccion CD47/SIRPa cis o trans en células dendriticas convencionales CD11¢™"
CD4 promueve su sobrevida en 6rganos linfoides secundarios mediante fosforilacion de

residuos de tirosina en SIRPa [151].

CDA47 es necesario para la migracion transendotelial y transepitelial de neutrofilos [152,
153]. De hecho, para la migracion transepitelial, los neutrofilos que migran expresan 3
veces mas CD47 que cuando no se encuentran migrando. Esto es debido a que del 30
al 50% de CDA47 intracelular que se encuentra en granulos secundarios se redistribuye
hacia la membrana plasmatica. CD47 regula la migracion de neutréfilos mediante el
aumento de la activacion de receptor tipo Toll 2 (TLR2) a través de una via dependiente
de Myd88 [154]. Neutrofilos apoptéticos tienen una reduccién en los niveles de
expresion de CD47 en la membrana celular y esta reduccién sirve como marca para su

fagocitosis por parte de macrofagos [155].

Finalmente, la union CD47/SIRPa permite la multinucleaciéon de macrofagos [156].
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1.5. Papel de CD47 en Cancer.

1.5.1 CD47 en la Apoptosis.

La union de CD47 por medio de su ligando Trombospondina-1, del péptido agonista de
trombospondina-1 4N1K o por su anticuerpo monoclonal (mAb) induce muerte celular
independiente de caspasas en linfocitos T, monocitos, células dendriticas, células
leucémicas y de cancer de mama [120-123]. Esta muerte celular se caracteriza por
cambios morfoldgicos en la célula; dilatacion del aparato de golgi, redistribucion del
reticulo endoplasmico alrededor del ndcleo y encogimiento de la mitocondria, lo que
corresponderia a muerte celular programada tipo Ill o apoptosis tipo necrosis [157].
También, se inducen cambios bioquimicos como: translocacion de fosfatidilserina,
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, produccion de ROS vy

permeabilizacién del lisosoma.

La muerte celular inducida por CD47 requiere de la proteina Gi heterotrimérica ya que
su blogueo previene la muerte celular inducida por CD47 [120,122]. Este proceso
ocurre rapidamente [121] y es iniciado tras la unién de TSP-1 con CD47, lo que regula
la interaccion entre CD47 y la proteina BNIP3. Esto ocasiona la traslocacion a la
mitocondria de BNIP3, que provoca la muerte mitocondrial por medio de la apertura del

poro mitocondrial [111,158].

También, la muerte celular inducida por CD47 causa la translocacién de la proteina
Drpl del citosol a la mitocondria, lo que induce la pérdida del potencial de membrana
independiente de actividad GTPasa. Drpl causa la disrupcion de la actividad de
transferencia de electrones del complejo 1 de la cadena respiratoria de la mitocondria
(MRC) [157].

La muerte celular inducida por CDA47, involucra la interaccion de CD47 con el
citoesqueleto, mediante la induccion de depolimerizacién de filamentos de actina y su
degradacion posiblemente por la via Cdc42/WASP [123,159].
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1.5.2 CD47 en diversos tipos de Cancer.

La transformacioén celular maligna involucra varias etapas que dan como consecuencia
la proliferacion desregulada, competicion de nichos promotores de crecimiento,
inhibicién de diferenciacién y promocion de invasion y sobrevida [45]. Los mecanismos
por los cuales sobrevive una célula tumoral es a través de la evasion de la muerte
celular y/o a través de la evasion de fagocitosis. Un mecanismo de evasion de la

fagocitosis es la sobreexpresion de CD47 (Figura 14).

Uno de los primeros estudios sobre este mecanismo establecid que células madre
hematopoiéticas de largo término, progenitores mieloides y granulocito-macréfagos
incrementan la expresion de CD47 para protegerse a si mismas de la fagocitosis
mientras viajan a través de sinusoides donde hay fagocitos. También, las células madre
hematopiéticas poseen la habilidad de regular la expresion en superficie de PDL1 para
evadir el rechazo por parte del sistema inmune adaptativo, incrementandose su

expresion en circulacion [160].

Este mecanismo fisiolégico de sobreexpresion de CD47 es imitado por células de
leucemia aguda mieloide y leucemia cronica mieloide para poder diseminarse hacia
otras partes del cuerpo sin un control adecuado. La sobreexpresion de CD47

incrementa la patogenicidad de las células tumorales [161].
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Figura 14. Interacciéon de CD47 por parte de células hospederas con SIRPa y sobreexpresion de
CD47 por parte de células tumorales. (a) CD47 en células viables se une a SIRPa en una célula
fagocitica como un macréfago (Mg) lo que induce la inhibiciéon de fagocitosis por medio de tirosin
fosforilacion de ITIMs de SIRPa y el reclutamiento de SHP-1. (b) En células apoptéticas, CD47 se agrega
en la membrana plasmatica y puede estar segregado lejos de los dominios que contienen a los ligandos
de receptores profagociticos. (c) Células tumorales pueden incrementar su expresion de CD47 para
fortalecer las sefales inhibitorias a través de SIRPa y para potenciar la inhibicion de fagocitosis mediada
por receptores Fcy y otros receptores profagociticos. (Modificado de: Oldenborg, 2013, ISRN
Hematology, pp:1-19).
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1.5.2.1 CD47 en Tumores No Sdélidos.

El primer estudio en evaluar el papel de la expresiéon de CD47 en tumores no solidos
fue el hecho por Danielsen y colaboradores [162]. Estos investigadores observaron
que, en la transicion de gamopatia monoclonal de significancia incierta (MGUS) al
desarrollo de mieloma mdultiple (MM), la expresiéon de CD47 por células plasméticas
tiene un incremento de 10 veces. Sin embargo, la expresion de CD47 no parece ser
importante una vez que las células migran de la médula 6sea (Mieloma extramedular).
En otro estudio, el tratamiento de mieloma multiple con un anticuerpo bloqueador de
CD47 inhibi6 el crecimiento tumoral ain después de interrumpir el tratamiento, con lo

gue, posiblemente la afectacion se da en las células iniciadoras tumorales [163].

En leucemia linfocitica aguda (ALL) se encontr6 que, muestras de médula 6sea de
pacientes tienen un incremento en la expresion de CD47 dos veces mayor a la de
sujetos normales. Para el caso de pacientes, aquellos con alta expresiéon de CD47
tenian peor prondstico que pacientes con menor expresion de CD47 [164]. Células
leucémicas con capacidad para autorrenovarse también evaden la fagocitosis a través
del incremento en expresidon de CD47. Este incremento en la expresion de CD47

predecia una peor sobrevida general [165].

Esto se hizo méas evidente con el estudio desarrollado por Pang y colaboradores [166],
donde observaron que, en el Sindrome Mielodisplasico (MDS), un grupo heterogéneo
de enfermedades clonales relacionadas y caracterizadas por citopenias variables e
incrementado riesgo de progresion a leucemia aguda mieloide, las células progenitoras
de MDS de bajo riesgo exhiben una apoptosis incrementada y una baja expresion de
CD47. Por otra parte, células progenitoras de MDS de alto riesgo, expresan altos
niveles de CD47 y pueden evadir la fagocitosis, con lo que, en la progresion de MDS de
bajo riesgo a alto riesgo se pierde la eliminacién celular programada mediante el

incremento en la expresion de CD47.
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En células de linfoma Non Hodgkin, el incremento en la expresion de CD47 se
correlaciona con pronostico adverso en diversos subtipos. Ademas la terapia
combinatoria Rituximab (anti-CD20, tratamiento estandar para el linfoma non Hodgkin)
y anti-CD47 tiene un mayor efecto que el logrado por Rituximab solo [167]. En modelo
murino, se observo que, la administraciéon de anti-CD47 una vez formado el tumor,
previene la diseminacioén de células de linfoma non Hodgkin hacia sitios secundarios.
En pacientes, se encontrd un incremento 2 veces mayor en la expresion de CD47 en
sangre periférica con respecto al sitio primario, con lo que, la diseminacion de células

de linfoma non Hodgkin esta asociada a incremento en la expresion de CD47 [168].

1.5.2.2 CD47 en Tumores Soélidos

La expresion de CD47 en tumores solidos ha sido evaluada en cancer de mama [169,
170], colon [171, 172], ovario [171], vejiga [171, 173], glioblastoma [171], cancer de
préstata [171], carcinoma hepatocelular [171], leiomiosarcoma [174,175] vy

rhabdiomiosarcoma [176].

Al respecto, Zhao y colaboradores [170] reportaron que CD47 se encontraba
sobreexpresado en muchos tumores y su expresion se correlacionaba con pobre
prondstico en los subtipos basal, her2 positivos, y con caracteristicas patolégicas
adversas en subtipos, receptor de estrogenos negativo, receptor de progesterona
negativo. Ademas, la accion de Trastuzumab (tratamiento estandar para cancer de
mama) mediado por neutréfilos es potenciada por anticuerpo bloqueador de unién de
CD47 a SIRPa. Previamente, se habia reportado sobreexpresion de CD47 en médula
0sea y en sangre periférica en pacientes con cancer de mama, asi como una
correlacion mayor en las expresiones de CD47 y SIRPa en pacientes con respecto a

controles [169].

Willingham y su grupo de investigacion [171] reportaron que en células tumorales de
pacientes con cancer de ovario, colon, vejiga, glioblastoma, carcinoma hepatocelular y
cancer de préstata, la expresiéon de CD47 se encontraba en promedio 3.3 veces mayor

gue en células normales. Por su parte, en pacientes con cancer de ovario y
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glioblastoma, la alta expresion de CD47 se asociaba a una reduccion en la sobrevida

global.

También, fue reportada una sobreexpresion de CD47 en leiomiosarcoma con respecto
a leiomioma, y tratamiento con anticuerpo bloqueador de CD47 inhibe el crecimiento
tumoral y la metastasis [174, 175].

En rhabdiomiosarcoma se observd que, la expresion génica de CD47 es mayor en
muestras de rhabdiomiosarcoma (RMS) con respecto a muestras de musculo
esquelético; la alta expresion de CD47 correlaciona con subtipos de mayor agresividad
[176].

En pacientes con cancer de vejiga, fue reportado que CD47 se encuentra expresado en
la mayoria de células tumorales pero su expresion es mayor en células iniciadoras
tumorales [173]. Los tejidos de pacientes con cancer de colon tienen incrementada la

expresion de CD47 en comparacion con biopsias de sujetos normales [172].

En otro estudio con pacientes con cancer de mama metastasico progresivo, se
identificaron a células iniciadoras de metastasis (MIC) como células con fenotipo
EPCAM+ CD44+ CD47+ MET+ [177]. También en cancer de mama, otro estudio
evalué 28 marcadores en cultivos celulares provenientes de varios tipos de cancer de
mama y en lineas celulares, de los cuales CD47 fue reportado con una expresion alta y
similar a la del marcador CD54 asociado al fenotipo de célula madre mesenquimal
[178].

Varias lineas celulares de Mesotelioma maligno expresan en alto grado CD47 junto con
otros marcadores como CD46, CD56, CD63 y marcadores de mesotelioma como
mesotelina y el marcador de célula madre BMI-I [179].
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1.6 CD47 como Agente Terapéutico y Biomarcador en Cancer.

En 2 estudios independientes se establecio entre otras cosas, que existe un incremento

en la expresion de CD47 en sangre periférica y no solo en el sitio tumoral.

En el terreno de los tratamientos terapéuticos, CD47 ha sido propuesto como un agente
terapéutico muy prometedor debido a entre otras cosas, su capacidad para fagocitar
células tumorales mediante la disrupcion de su union con SIRPa, a través de diferentes
mecanismos: a través de mecanismos dependientes de Fc como la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) o la citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC), para eliminar células tumorales por induccion de apoptosis de manera selectiva.
Ademas, puede ser utilizado en terapias combinatorias junto con farmacos especificos

de ciertos tipos de cancer (Rituximab, Trastuzumab) [180] (Figura 15).

Sin embargo, los estudios de Chao y colaboradores en el caso de linfoma Non Hodgkin
y el reporte de Makoto Nagahara en cancer de mama le dan un nuevo posible papel

como biomarcador en cancer.

Chao y colegas encontraron un incremento 2 veces mayor en la expresion de CD47 en
sangre periférica con respecto al sitio primario tumoral, mientras que Nagahara y su
grupo encontraron que la expresion a nivel proteico de CD47 es significativamente mas
alta en sangre periférica de pacientes con respecto a sujetos control.

Esto aunado a lo reportado por Baccelli y colegas, que células iniciadoras de
metastasis tienen en su fenotipo la expresion de CD47, junto con lo descrito para varios
tipos de cancer sobre la importancia de CD47 para la diseminacién de células
tumorales, da un nuevo papel a la determinacion de los niveles de expresion de CD47

mas alla del sitio primario tumoral.

Ademas, en diferentes tipos de cancer, la expresion alta de CD47 se correlaciona con
una sobrevida global reducida y un prondstico adverso, con lo que CD47 podria

funcionar como un marcador prondstico de sobrevida global.
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Figura 15. Mecanismos para establecer como blanco la via CD47-SIRPa en cancer. El enfoque
terapéutico que marca la via CD47-SIRPa elimina células tumorales por diferentes mecanismos.
Primero, inhibiciéon de la interaccion CD47-SIRPa con anticuerpo bloqueante anti-CD47, anti-SIRPa o
con una proteina SIRPa recombinante lleva a la fagocitosis de células tumorales por parte de
macrofagos. Segundo, un anticuerpo anti-CD47 puede eliminar células tumorales a travésde
mecanismos dependientes de Fc (ADCC, CDC). Tercero, anti-CD47 puede estimular directamente la
apoptosis de células tumorales a través de mecanismo independiente de caspasas. Cuarto, anti-CD47
puede permitir la fagocitosis de células tumorales por células dendriticas y la posterior presentacién de
antigeno a linfocitos T CD4 y CD8, estimulando una respuesta inmune antitumoral.(Modificado de:Chao,
Weissman y Majeti, 2012, Curr Opin Immunol 24: 1-8)
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Un dato preocupante respecto al cancer de pulmén es que su incidencia esta
relacionada al nivel socioeconémico; es decir, en paises en desarrollo se diagnostican
mas casos nuevos de cancer pulmonar en comparacion con los paises desarrollados

en donde la incidencia ha comenzado a disminuir [181].

A pesar de los esfuerzos por detectar el cancer de pulmén en etapas tempranas, éste
se diagnostica por lo general en etapas avanzadas y con un pronéstico pobre lo que da
lugar a que mas del 90% de los pacientes se presenten en los estadios clinicos Il o IV.
Esta situacion epidemioldgica pone en evidencia la necesidad de estudiar diversos
tipos celulares y/o proteicos que intervengan en la regulacion de los procesos

inmunoldgicos involucrados en el desarrollo del cancer pulmonar.

CD47 es un receptor de membrana que se encuentra en todas las células
hematopoiéticas y cuya expresion esta incrementada en diferentes tumores. La unién

de CD47 con su ligando SIRPa funciona como un marcador de “células propias”.

El bloqueo de la unién de CD47 a SIRPa permite la fagocitosis de células tumorales de
manera selectiva, por lo que se le ha propuesto como un agente terapéutico muy
prometedor.

El presente estudio propuso evaluar la expresion del receptor CD47 en células de
sangre periférica de pacientes con cancer de pulmén asi como realizar correlaciones
clinicas de las tasas de sobrevida global de pacientes en relacion con los niveles de

expresion de CD47 y proponer a CD47 como posible biomarcador prondstico.
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l1l. HIPOTESIS

CDA47 se encuentra sobreexpresado en sangre periférica de pacientes con cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP) y en neutréfilos con respecto a sujetos

control y su expresion en pacientes funciona como biomarcador prondéstico.
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IV OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Evaluar la expresion de CDA47 total y en neutréfilos en muestras de sangre periférica de
pacientes con cancer pulmonar (adenocarcinoma) en estadios clinicos IlIA, 1lIB, IV y en
sujetos sanos, determinar si dicha expresion se correlaciona con las caracteristicas

clinicas de pacientes estudiados y su posible funcién como biomarcador pronéstico.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la expresion de CDA47 total y en neutréfilos en pacientes con cancer de

pulmon de células no pequefias (CPCNP) y en sujetos control.

2. Estudiar las posibles correlaciones de la expresién diferencial del receptor CD47 con

los parametros clinicos estudiados.

3. Evaluar el valor pronéstico de la expresion diferencial de CD47 en pacientes con
cancer de pulmon de células no pequefias (CPCNP).
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V METODOLOGIA.

5.1 Poblacion de estudio.

Se seleccionaron sujetos con diagnoéstico confirmado de cancer de pulmon de la estirpe
histolégica adenocarcinoma, reclutados para este estudio en colaboracion con el

Instituto Nacional de Cancerologia.

Se formaron dos grupos de sujetos; un grupo control y un grupo de pacientes en etapas
clinicas Ill/IV. Los pacientes incluidos en el estudio fueron reclutados y clasificados
segun la estirpe histologica y el estadio de la enfermedad, el cual se determind segun
una combinacién de criterios radiolégicos, patolégicos y quirdrgicos, de acuerdo con el
sistema TNM para la clasificacién del cancer de pulmén, recomendado por el Comité

Americano para el Cancer.

El diagnéstico histologico de cancer pulmonar de células no pequefias primario, se
establecié de acuerdo a la clasificacion de tumores pulmonares de la Organizacion
Mundial de la Salud y de la Asociacion Internacional para el estudio del Cancer de
Pulmén. La evaluacion preclinica incluyé el examen fisico, pérdida de peso y estado
fisico general con un indice de <2 de acuerdo con las normas del ECOG (Eastern

Cooperative Oncologic Group Scale).

75



5.2 Criterios de inclusion

a) Pacientes con cancer pulmonar:

Se incluyeron aquellos pacientes que junto con un cuadro clinico-radiolégico
compatible con cancer de pulmén, cumplan al menos una de las siguientes condiciones
y que no hubieran recibido radioterapia y/o quimioterapia previa a la obtencion de las

muestras a analizar.

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

metastasicas.

2. Biopsia positiva para malignidad de origen bronquial, transbronquial, pleural,

pulmonar percutanea, pulmonar por toracotomia o de localizaciones metastasicas.

b) Sujetos sanos:

1. Se incluyeron aquellos que reportaron ningun habito tabaquico al menos en los

ultimos 10 afios o bien un indice tabaquico similar al paciente estudiado.

2. Se incluyeron en el estudio aquellos sujetos con una evaluacién clinica que permitio

validar su condicién como individuos no enfermos.
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5.3 Criterios de exclusion

a) Pacientes con cancer pulmonar

1. Se excluyeron aquellos sujetos en los que existiese la posibilidad de que la lesion
pulmonar fuera metastasica o con un tipo histoldgico diferente al adenocarcinoma

2. Aquellos pacientes que requieren un cambio en la dosis de los medicamentos
administrados

3. Aquellos que recibieron tratamiento quirdrgico, radioldégico o de quimioterapia previo.
4. Sujetos con inflamaciones agudas.

5. Sujetos con infeccién por VIH u otras inmunodeficiencias

6. Sujetos con infecciones no controladas.

7. Se excluyeron aquellos sujetos que no estuvieron de acuerdo en participar en el
estudio.

b) Sujetos sanos:

1. Se excluyeron aquellos en los que se tenga sospecha de lesiones pulmonares de
tipo neoplasico con los mismos criterios que regirdn para los pacientes con diagndstico
positivo para cancer de pulmon.

2. Aquellos sujetos que tienen antecedentes familiares de cualquier tipo de cancer.
3. Sujetos con otro diagnostico oncogénico.
4. Sujetos con enfermedades autoinmunes (VIH, artritis, lupus, etc).

5. Aguellos que no estuvieron de acuerdo en participar en el estudio.
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5.4 Obtencidn de células polimorfonucleares (PMNSs).

Previo consentimiento informado y antes de recibir algun tratamiento, se obtuvo una
muestra de sangre periférica de 8 ml de cada sujeto incluido en el estudio, (pacientes y
controles). Se emplearon células polimorfonucleares (PMNs) de los diferentes grupos
de pacientes y sujetos control, separadas por el gradiente de densidad Ficoll
Polymorphprep™ (Axis Shield, Oslo, Noruega). El estudio de la expresiéon de CD47 se

realizo a partir de 50 ul de sangre completa por cada combinacion de anticuerpos.

5.5 Inmunofenotipificacion de células polimorfonucleares (PMNs) de sangre
periférica.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales para la inmunofenotipificacién de
células polimorfonucleares: Anti-CD15 (clona W6D3, Biolegend, San Diego CA, USA),
anti-CD47 (clona CC2C6, Biolegend, San Diego CA, USA), anti-CD66b (clona G10F5,
Biolegend, San Diego CA, USA).

5.6 Determinacion de la expresion del receptor CD47 por Citometria de flujo.

A partir de 50 ul de sangre completa, se agreg6 el bloqueador Fc True Stain FcX
(Biolegend, San Diego CA, USA) para evitar pegado inespecifico. A continuacién se
agregaron los anticuerpos correspondientes en volumenes respectivos durante 25 min,
tras lo cual se lisaron eritrocitos por medio de Buffer de lisis (BD Biosciences, San José
CA, USA). Posteriormente, las células se centrifugaron (8 min, 1100 rpm) se lavaron
con PBS- 2% SFB y finalmente se fijaron en 200 pl p-formaldehido. Las células fueron
adquiridas en el citbmetro de flujo FACSAria | (BD Biosciences, San José CA, USA) y
analizadas con el Software FlowJo IX. (Treestar, Inc, Ashland, Or, USA). Fueron

adquiridos 100,000 eventos.
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5.7 Analisis estadistico.

Los eventos o variables de desenlace que se evaluaron fueron:

1. Proporcion de células totales que expresan CD47 en pacientes con cancer de
pulmén y en sujetos sanos.

2. Proporcion de neutréfilos en pacientes con cancer de pulmoén y en sujetos
sanos.

3. Proporcion de neutrdfilos que expresan CD47 en pacientes con cancer de

pulmén y en sujetos sanos.

Variable independiente: adenocarcinoma.
La variable primaria de estudio fue la sobre-expresion del receptor CD47.

Con el fin de describir los valores de las variables continuas se emplearon como
medidas de tendencia central la media o la mediana y como medidas de dispersién la
desviacion estandar o los valores minimo y maximo, dependiendo de la distribucion
paramétrica 0 no de los datos. La comparacion entre las caracteristicas generales de
controles y pacientes con Cancer Pulmonar de Células no Pequefias (NSCLC)
(adenocarcinoma) de variables continuas se realiz6 con la prueba t de Student o con su
alternativa no paramétrica U de Man-Whitney cuando esté indicado de acuerdo a su
distribucién. El andlisis de variables nominales u ordinales se efectud con prueba de X2
0 prueba exacta de Fisher. Se considerd un valor significativo de p cuando éste sea <
0.05. No se ajustd por comparaciones multiples. En el grupo de pacientes se asocio la
expresion de CD47 con las variables clinico-patoldgicas como edad, género, histologia
y estadio clinico. Y las variables significativas se utilizaron en un analisis multivariado
de regresion logistica. Se analizd la sobrevida global de pacientes de acuerdo a la
mediana de la expresion de CD47 con Kaplan-Meier y comparado con log-Rank. Las
variables estadisticamente significativas que presentaron una p < 0.1, fueron incluidas
en analisis multivariados utilizando el modelo de Cox. Se utilizé el programa de analisis
estadistico SPSS (V. 14.0; SPSS, Inc., Chicago, IL).
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VI. RESULTADOS.

6.1 Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes estudiados.

Se incluyeron en este estudio 40 pacientes (61.5%) con cancer pulmonar de células no
pequefias, la mediana de edad fue de 58.5 afios, 23 mujeres y 17 hombres, el 42.5%
de los pacientes presentaban antecedente de tabaquismo (17 pacientes), mientras el
57.6% no presentaban antecedente de tabaquismo (23 pacientes). Adicionalmente 25
personas libres de céncer (38.46%) corresponden al grupo de controles, la edad
mediana fue de 61.46 afios, 19 mujeres y 6 hombres, el 88% no presentaba
antecedente de tabaquismo (22 pacientes), mientras que el 12% presentaba
antecedente de tabaquismo (3 pacientes). Tan so6lo 7 pacientes de la poblacién
presentaban antecedente de diabetes mellitus 2 (5 pacientes en el grupo de casos y 2
pacientes en el grupo de controles) y con antecedente de hipertension arterial sistémica

16 pacientes (12 en el grupo de casos y 4 en el grupo de controles). (Tabla 3)

Para este estudio solo se incluyeron pacientes en estadios clinicos Il y IV.

Tabla 3. Caracteristicas clinico-demogréficas de los sujetos estudiados.

Casos Controles p
(N=40) (N=25)
Género (M/F) 17/23 6/19 0.129
Edad (mediana) 58.53 (-5.24 a 11.10) 61.46 (-5.34 a 11.21) 0.708
Edad
< 60 afios 20 14 0.350
> 60 afios 20 10
Tabaquismo (SI/NO) 17/23 3/22 0.010
Enfermedades
cronico- degenerativas
DM2 Presente 5 2 0.471
HTAS Presente 12 4 0.164

DM2: Diabetes melitus tipo 2; HTAS: Hipertension arterial sistémica
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6.2 Frecuencia de la expresion del receptor de CD47 total v en neutr6filos en

sangre periférica de sujetos control y pacientes con cancer de pulmén de células

no pequenas

Se evalud la expresion de superficie del receptor CD47 total por citometria de flujo en
células de sangre periférica y especificamente en neutréfilos. Estudios previos de
nuestro laboratorio mostraron la presencia incrementada de neutrofilos en pacientes
con cancer de pulmén avanzado (datos no publicados) por lo que nos interes6 saber si
esta subpoblacién en particular sobre-expresaba CDA47.

La estrategia de analisis para la expresion de CD47 total consisti6 en realizar una
region donde se localizan las células sanguineas, segun su patrén de expresion de
tamafio y complejidad (FSC-A vs SSC-a) (Figura 16). De esta region se realizé una
ventana para el analisis de la intensidad media de fluorescencia en un histograma para

ambos tipos de sujetos.

En la figura 17 se muestra la distribucién de la frecuencia de este receptor en los dos
grupos estudiados (pacientes y sujetos sanos). No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de células que lo expresan. Sin embargo la evaluacion
por intensidad media de fluorescencia indic6 que los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar expresan mas del doble de numero de receptores por célula (p<0.0001)
(Figura 17) (Tabla 4).
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Figura 17. Distribucion de la frecuencia de la expresion membranal de CD47 e intensidad media de
fluorescencia.

Posteriormente, se evaluo el porcentaje de neutréfilos en sangre periférica de pacientes
y sujetos control. Los neutrofilos fueron caracterizados por citometria de flujo como
CD66b+ CD15+. La frecuencia de neutrofilos se encontré incrementada
significativamente en pacientes con CPCNP comparado con sujetos sanos (p=0.0001)
(Figura 18).

Por otra parte, la intensidad media de fluorescencia de CD47 en los neutrdfilos de
sangre periférica se encontré incrementada en pacientes comparada con controles
(p=0.0001).

Tabla 4. Frecuencia de la expresién de CD47 total y en neutrofilos.

Casos Controles p
(N=40) (N=25)
IMFCD47 2402 (579-7155) 1042 (523-2192) <0.0001
%CD47"* 83.1% 87.2% 0.058
%CD66b" CD15" 58.2% 37.5% 0.0001
IMFCD47de 589.07 (+/-197.5) 255.9 (+/ -106.6) 0.0001

%CD66b" CD15"

IMF: Intensidad Media de Fluorescencia. *Los valores corresponden a la mediana (min-max)
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Figura 18. Distribucién de la frecuencia de la expresion membranal de CD47 e intensidad media de
fluorescencia en neutréfilos CD66b".

6.3 Correlacién de caracteristicas generales de los pacientes con cancer de

pulmén con la densidad de expresiéon del receptor CD47.

Se realizé la correlacion de las caracteristicas generales de la poblacién con la
densidad de expresion del receptor CD47 (intensidad media de fluorescencia) del grupo
de pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias, encontrando mayor
densidad de expresion de acuerdo al estadio clinico (Il vs IV; 1000.60 vs 2602.34;
p=0.0001), enfermedad oligometastasica (Ausente vs presente; 1620.66 vs 2694.37,;
p=0.002) y con la cantidad de albumina (Hipoalbuminemia vs normal; 2817.75 vs
1778.68; p=0.047).

No se encontraron diferencias entre el resto de las caracteristicas clinicas y la densidad
de expresion del receptor CD47, asi como la cantidad de neutrdéfilos (CD66b+ CD15+) y
en neutréfilos CD66b+ CD15+ pero que coexpresan CD47 (CD47MFI de CD66b+
CD15+) (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados.

IMF CD47 p %CDA7" p %CD66b+ p CD66b" p
CD15+ CD15+
IMFCD47
Genero
Femenino 2540.52 0.562 84.98 0.138 57.70 0.815 546.95 0.102
Masculino 221.88 80.57 59.09 646.05
Edad
<60a 2843.25 0.111 81.30 0.211 61.23 0.299 591.15 0.948
>60a 1961.00 84.91 55.36 587.00
Tabaquismo
Ausente 2214.39 0.464 84.04 0.446 59.41 0.643 567.82 0.428
Presente 2656.11 81.84 56.78 617.82
Humo de lefia
Ausente 2814.73 0.082 84.58 0.238 59.05 0.758 570.52 0.482
Presente 1843.88 81.10 57.27 614.17
Diabetes
mellitus tipo 2 2260.34 0.310 82.91 0.738 58.34 0.976 601.54 0.496
Ausente 3394.60 84.46 58.00 501.80
Presente
Hipertension
Ausente 2622.03 0.159 82.87 0.816 60.5 0.185 600.32 0.589
Presente 1889.00 83.64 53.1 562.83
Histologia
Adenocarcinoma 2383.60 0.90 83.80 0.198 59.38 0.306 594.37 0.584
Otros 2531.80 78.20 50.66 552.00
Estadio Clinico
I 1000.60  0.0001 82.60 0.906 54.00 0.438 584.8 0.960
v 2602.34 83.17 58.91 589.68
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Oligometastasis
No
Si
AT SNC
Ausente
Presente
Derrame pleural
Ausente
Presente
ECOG
0
|
Respuesta
P/C
PR/EE
Albumina
Baja

Normal

160.66
2694.37

2694.10
2051.80

2737.43
2488.57

2440.88
2182.80

2313.41
2717.44

2817.75
1778.68

0.002

0.463

0.686

0.743

0.627

0.047

78.46
83.61

84.09
77.7

82.60
83.68

83.87
78.76

82.50
87.57

82.30
84.31

0.357

0.150

0.73

0.206

0.165

0.496

68.43
50.01

59.68
54.26

64.22
54.43

57.99
60.00

62.31
48.70

61.60
53.33

0.356

0.549

0.118

0.801

0.061

0.148

675.33
581.65

590.26
586.20

604.31
577.36

579.85
641.33

582.29
619.88

584.70
565.62

0.454

0.968

0.702

0.499

0.667

0.866

AT SNC:Actividad tumoral en Sistema Nervioso Central, ECOG: Eastern Cooperative Oncology

Group P/C: Parcial/Completa; PR/EE: Progresion/Enfermedad estable.

6.4 Sobrevida global de los pacientes relacionada con densidad de expresién del

receptor CD47.

La sobrevida global se analizé de acuerdo a la frecuencia y densidad de expresion del

receptor CD47 total, asi como la cantidad de neutréfilos (CD66b+ CD15+) y de
neutrofilos CD66b+ CD15+ pero que coexpresan CD47 (CD47MFI de CD66b+ CD15+).

(Tabla 6)
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Tabla 6. Sobrevida global de pacientes CPCNP.

Supervivencia Intervalo de confianza p
(mediana en 95%
meses)
IMF CD47
Bajo 9.67 11.54 - 18.57 0.001
Alto No se alcanza 6.16 — 13.18
%CDAT"
<83% 13.7 99-174 0.801
> 83% 12.9 22-235
%CD66b" CD15+
<60 15 9.2-20.8 0.593
> 60 12.9 25-233
IMFCD47de %CD66b"
CD15+
<582 21.5 11.0-30.5 0.011
> 582 55 0-13.2

IMF: Intensidad media de fluorescencia

En los pacientes que presentaron incrementada la densidad de expresion del receptor

CD47, no se alcanzé la mediana supervivencia, por lo que se realizé la medicion de
supervivencia a 1 afio siendo ésta del 36.7% (IC 95% 41.8-62.5, p= 0.015) a diferencia

de aquellos pacientes que presentaron niveles bajos de densidad de expresion del

receptor de CD47, siendo la mediana de supervivencia de 9.67 meses (IC 95% 6.16—
13.18, p=0.001), la supervivencia a 1 afio fue del 62.5% (IC 95% 15.1-58.2, p=0.015)

siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Figura 19).
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Figura 19. Sobrevida global a 1 afio en pacientes con expresion alta y baja de CDA47.

Se busco si existian diferencias en la supervivencia global de acuerdo a la frecuencia
de neutréfilos encontrados en sangre periférica, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas en ambos grupos. La frecuencia baja de neutrofilos
CD66b+ CD15+ presentd una mediana de supervivencia global de 15 meses (IC 95%
9.2-20.8, p=0.593) a diferencia de los pacientes que presentaron un incremento en la
frecuencia de neutréfilos CD66b+ CD15+ en sangre periférica, siendo la supervivencia
global de 12.9 meses (IC 2.5-23.32, p=0.593) (Figura 20a).
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Del mismo modo se analizo la frecuencia del receptor CD47 total en sangre periférica,

sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.

En pacientes con menos de 83% de frecuencia CD47 total, la mediana de
supervivencia fue de 13.7 meses (IC 95% 9.9-17.4) vs 12.9 meses (IC 95% 2.2-23.5),

para pacientes con mas de 83% de frecuencia total de CD47, p=0.801 (Figura 20b).
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Figura 20. Supervivencia global a 1 afio en relaciéon al porcentaje de a) neutréfilos y de b)CD47

evaluados en los pacientes con CPCNP.
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En cuanto a la relacidon de la supervivencia global con neutréfilos CD66b+ CD15+ pero
gue co-expresa CD47 (CD47MFI de CD66b+ CD15+) se encontré que aquellos
pacientes que presentan disminucion de la expresion de CD47MFI de neutréfilos

presentaron una mediana de supervivencia de 21.5 meses (IC 95% 11.0-30.5) a

diferencia de aquellos pacientes que presentaron sobreexpresion de CD47MFI de

neutrofilos cuya supervivencia fue de 6.5 meses (IC 95% 0.0-13.2), siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (p=0.011) (Figura 21).
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Figura 21. Supervivencia global a 1 afio en pacientes con CPCNP en relacion a la intensidad medida de
fluorescencia de CD47 sobre neutréfilos (CD66b").
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VII. DISCUSION.

CD47 se encuentra expresado en todas las poblaciones hematopoiéticas, en mayor o
menor grado [182].

La interaccion entre CD47 y su ligando SIRPa regula distintos procesos en las
diferentes poblaciones hematopoiéticas. Por ejemplo, en linfocitos B regula la movilidad
e induce la adhesion celular a células endoteliales [137, 138], en linfocitos T CD4 inhibe
su diferenciacion hacia fenotipo Thl [139, 140] y el estatus de su expresion diferencia
linfocitos T efectores de linfocitos T de memoria [142, 143]. En células dendriticas es
necesario para la migracion a vasos linfaticos y a ganglios linfaticos [148, 149] y en
macrofagos, inhibe la fagocitosis de células objetivo [49-53] y permite la

multinucleacion [156], entre otros.

La inhibicidon del proceso de fagocitosis celular a través de su union con SIRPa ha
convertido a CD47 en un agente terapéutico muy prometedor. Al respecto, células
tumorales de diversos tipos de cancer tienen incrementada la expresion de CD47 [162,
164, 167, 169-174, 176] con lo que inhiben su fagocitosis por parte de macréfagos. El
uso de anticuerpo bloqueante de interacciéon CD47/SIRPa permite la fagocitosis de
células tumorales [161, 163-165, 167, 171, 173, 174, 176]. También, el efecto de
anticuerpo anti-CD47 en modelos murinos mostr6 que inhibe el crecimiento tumoral
[161, 163, 171, 173, 174]. Ademas, anti-CD47 previene metastasis de células
tumorales [164, 168, 171, 173].

Sin embargo, a pesar de que CD47 es una molécula muy atractiva como agente
terapéutico en el sitio primario tumoral, pocos estudios han determinado y/o resaltado
la expresion de CD47 en sangre periférica y su importancia en el resultado clinico de
pacientes con cancer. Solamente, Nagahara y colaboradores [169] para el caso de
cancer de mama y Chao y colegas [167] para linfoma Non Hodgkin han reportado
incrementada la expresion de CD47 en sangre periférica. Pero, para el caso de linfoma
Non Hodgkin, Chao y colegas compararon la expresion de CD47 de células B de

linfoma non hodgkin con la expresion de linfocitos B unicamente. Por otra parte,
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Nagahara y colaboradores analizaron la expresion de CD47 a nivel ARN mensajero y

no a nivel proteico.

En el presente estudio, evaluamos la frecuencia y densidad de expresion de CD47 en
sangre periférica en pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP).
La frecuencia de CDA47 total en sangre periférica fue similar entre pacientes y controles,
esto debido a que CD47 es una proteina ubicua entre la poblacion celular
hematopoiética. Por otra parte, la cantidad de receptores CD47 por célula (IMF) de
pacientes fue mas del doble de las de controles (1698 vs 971). Lo anterior sugiere que
aunque la frecuencia de CD47 es similar entre pacientes y controles, poblaciones

celulares hematopoiéticas de pacientes sobreexpresan CD47.

La frecuencia de neutrofilos (CD66b+ CD15+) fue mayor en pacientes (58.2%)
comparada con sujetos control (37.5%) y fue estadisticamente significativa. La
neutrofilia es un mecanismo ya reconocido y presente en diferentes tipos de cancer
[183].

La asociacion entre cancer e inflamacién cronica esta reportada para diversos tipos
tumorales. Por ejemplo, el riesgo de incidencia de cancer colorectal es 10 veces mayor
si esta relacionado con alguna enfermedad inflamatoria del intestino como colitis
ulcerativa o enfermedad de Crohn. Asi también, el riesgo de incidencia de cancer
esofagico, pancreatico y de vejiga se incrementa por enfermedades inflamatorias como
esofagitis, metaplasia de Barrett y pancreatitis cronica [2].

Leucocitos y otras células del sistema inmune infiltran el sitio tumoral y establecen el
microambiente inflamatorio tumoral. Ademas, este proceso es facilitado por células
tumorales que atraen a células del sistema inmune mediante la produccion de citocinas

y quimiocinas [2].

Los macréfagos y neutréfilos son de las principales células del sistema inmune que
infiltran el sitio tumoral. En el caso de macrofagos, existen 2 tipos de macréfagos con
base en su fenotipo. Los macréfagos activados alternativamente (M2) promueven el
crecimiento tumoral al proveer de un microambiente inmunosupresor. Los macréfagos

asociados a tumor (TAMs) son de fenotipo M2 y dentro del tumor contribuyen a la
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inflamacion cronica que beneficia también la angiogénesis y metastasis tumoral. Los
neutrofilos asociados a tumor (TANS) son de fenotipo N2 y una vez infiltrados en el

tumor, estimulan la angiogénesis y el crecimiento tumoral [31-33,184].

Existen en la actualidad diversos marcadores de inflamacion crénica como: proteina C
reactiva, hipoalbuminemia, radio neutrofilo/linfocito y conteos absolutos de neutréfilos y
leucocitos, entre otros [185]. La cantidad incrementada de neutrofilos en circulacion
(neutrofilia) se ha reportado en diversos tipos de cancer incluido cancer de pulmén y

esta relacionada con un prondéstico pobre para el paciente [183, 186].

Posteriormente, quisimos evaluar si estos neutrofilos incrementados en circulacion
tenian sobreexpresado CD47. Encontramos que la expresion de CD47 en neutrofilos
tenia un incremento mas de 2 veces mayor al de sujetos control. CD47 es necesario
para la migracion de neutrdéfilos, de hecho neutréfilos que se encuentran migrando
expresan 3 veces mas CD47 que cuando no se encuentran migrando [153]. Ademas,
células tumorales pueden regular el reclutamiento de neutréfilos hacia el tumor primario
mediante la secrecion de citocinas como IL-8 [187]. Estos resultados sugieren que la
alta frecuencia de neutrofilos en circulacion junto con el incremento de expresion de
CD47 en su superficie plasmatica pueden deberse al reclutamiento de neutrofilos

promovido por células tumorales al igual que por otros neutrofilos.

Evaluamos la asociacién de la frecuencia y la intensidad de fluorescencia de CD47
total, asi como la frecuencia de neutrofilos en circulacion y la densidad de expresion de
CDA47 en neutrofilos con las caracteristicas clinicas de los pacientes. Encontramos una
asociacion de la densidad de expresiéon de CDA47 total con el estadio clinico, la
presencia de oligometastasis y los niveles de albumina de suero en los pacientes. IMF
de CDA47 total se incrementa mas de 2 veces en pacientes en estadio IV con respecto a
pacientes en estadio lll, con lo que el incremento de la expresion de CD47 esta
relacionado con el desarrollo tumoral. Chao y colaboradores [168] establecieron que en
linfoma Non Hodgkin, células tumorales en sitios secundarios (metastasis) tienen
incremento 2 veces mayor en expresion de CD47 con respecto a células tumorales del
sitio primario, con lo que los autores concluyeron que la diseminacién de células

tumorales esta asociada a incremento de expresion de CD47. Por otra parte, Baccelli y
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su grupo [177] caracterizaron fenotipicamente a células iniciadoras tumorales de
cancer de mama metastasico progresivo como EPCAM+ CD44+ CD47+ MET+.
Ademas, Jaiswal y colegas [161] encontraron que la sobreexpresion de CD47 por parte

de células tumorales aumenta su patogenicidad.

La densidad de expresion de CD47 total se incrementa casi 17 veces en pacientes con
presencia de oligometastasis con respecto a pacientes con ausencia de
oligometastasis. Todo lo anterior parece indicar que la sobreexpresion de CD47 en
células de sangre periférica es un mecanismo relacionado con el proceso de

metéstasis del cancer y por ende, relacionado a etapas tardias de la enfermedad.

Pacientes con cancer que reciben tratamiento presentan comunmente desnutricién
[188]. La albumina de suero es un parametro que correlaciona con el nivel de
desnutricion [188, 189] y es usado como biomarcador del estatus de nutricién a largo
plazo. La hipoalbuminemia es comun en pacientes con CPCNP [189]. La
hipoalbuminemia es considerada un factor prondstico negativo de sobrevida en
carcinoma colorectal, cAncer de mama y otros tipos de tumores y estd asociada al

desarrollo tumoral.

Sin embargo, la asociacion entre la hipoalbuminemia y el desarrollo tumoral permanece
sin conocerse a fondo. Un modelo que podria explicar parcialmente esta relacion
sefiala que tumores interactian directa e indirectamente con células inflamatorias del
hospedero y como consecuencia, son liberadas diversas citocinas proinflamatorias.
Una de ellas, la IL-6 regula la produccion de albumina por hepatocitos. Células
micrometastasicas en el higado pueden inducir a celular de Kupffer a producir varias
citocinas, entre ellas IL-6 que regulan la cantidad de albamina [188]. Por otra parte,
hipoalbuminemia es un factor pronostico independiente de reincidencia tumoral [188]
en pacientes con NSCLC (CPCNP) fase |, es factor pronéstico de tiempo de sobrevida
en pacientes terminales de cancer de pulmén [190] y esta relacionada con el desarrollo
de toxicidad inducida por quimioterapia [189]. Todo lo anterior parece indicar que la
asociacion hipoalbuminemia/CD47 sobreexpresado puede ser resultado del desarrollo

tumoral.
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Debido al incremento de expresion de CD47 en células de sangre periférica y a su
asociacion al estadio clinico, presencia de oligometastasis e hipoalbuminemia,
quisimos evaluar el efecto de la densidad de CDA47 total sobre la sobrevida del

paciente.

Previamente, Willingham y colaboradores [171] analizaron la expresion génica de
pacientes con cancer de ovario, glioblastoma y glioma. Pacientes con niveles altos de
MRNA de CD47 estaban asociados a probabilidad reducida de sobrevida libre de
progresiones y a una reduccién en sobrevida global. Por otra parte, Danielsen y
colegas [162] no encontraron una correlacion entre la expresion de CD47 y la sobrevida
global en pacientes con mieloma multiple. También en leucemia aguda linfocitica, Chao
y su grupo de investigacion [164] encontraron que la alta expresion de CDA47
correlacionaba con peor sobrevida global asi como con enfermedad con refractoriedad

al tratamiento primario.

En el presente estudio encontramos que la IMF alta de CDA47 total de sangre periférica
correlacionaba con peor sobrevida global. En los pacientes que presentaron
incrementada la expresion de CD47 total no se alcanzé la mediana de sobrevida, por lo
gue se realizo la medicion de sobrevida a 1 afio y esta fue casi la mitad de la alcanzada

por pacientes con IMF baja de CD47 total.

Por dltimo, evaluamos el efecto de la expresiéon de CD47 en neutrofilos de sangre
periférica sobre la sobrevida global. Encontramos que la alta expresion de CD47 en
neutrofilos correlaciona con una tendencia a menor sobrevida global. Lo anterior
sugiere que al igual que lo reportado por Wilingham y colaboradores [171], en
pacientes con cancer pulmonar la alta expresion basal (sin tratamiento) de CD47 total
pronostica una peor sobrevida global. La alta expresion de CD47 en neutréfilos también
podria servir como herramienta pronostica de sobrevida global baja a pesar de que los

resultados obtenidos no son estadisticamente significativos.

Finalmente, la expresiéon tanto de CD47 total y CD47 en neutréfilos podria servir como
biomarcador pronostico clinico en pacientes con cancer pulmonar de células no

pequefias. Se podria utilizar para identificar pacientes con canceres de alto y bajo
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riesgo y de esta manera se puede dar el tratamiento mas adecuado segun sea el caso.
Las ventajas de utilizar biomarcadores en sangre es que se trata de una prueba
minimamente invasiva y con alta reproducibilidad [82] con lo que se podrian evitar
sobrediagnosticos. Esto ayudaria a dar terapia adyuvante solamente en los casos

necesarios.
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VIIl. CONCLUSIONES.

Se evalud la frecuencia y densidad de expresion del receptor CD47 en pacientes
CPCNP y sujetos control. No se encontraron diferencias significativas entre pacientes y
controles en cuanto a la frecuencia de CD47 en células de sangre periférica, sin
embargo, los pacientes con CPCNP expresan mas del doble de receptores CD47 por

célula.

La frecuencia de neutrofilos se encontré incrementada en pacientes CPCNP con
respecto a controles. Esta neutrofilia es un mecanismo reconocido e identificado en

diversos tipos tumorales incluido el CPCNP.

Neutrofilos de sangre periférica de pacientes CPCNP tienen incrementada mas de 2

veces la expresion de CD47 en superficie con respecto a sujetos control.

Se evalud la asociacion entre la frecuencia y la intensidad media de fluorescencia de
CDA47 total, asi como la frecuencia de neutréfilos en circulacion y densidad de
expresion de CD47 en neutrofilos con caracteristicas clinicas de pacientes.
Encontramos una asociacion de la densidad de expresion de CD47 total con el estadio
clinico, la presencia de oligometastasis y con hipoalbuminemia.

La intensidad media de fluorescencia de CDA47 total se incrementa mas de 2 veces en
pacientes en estadio IV de la enfermedad con respecto a pacientes en estadio Il de la

enfermedad.

La densidad de expresion de CD47 total se incrementa casi 17 veces en pacientes con
presencia de oligometastasis con respecto a pacientes con ausencia de
oligometéstasis. La densidad de expresion de CD47 total esta asociada a niveles bajos
de albumina de suero. En pacientes con hipoalbuminemia, la densidad de expresion de

CDA47 es casi el doble con respecto a pacientes con niveles normales de albumina.

La alta expresién de CD47 total en sangre periférica de pacientes correlaciona con peor
sobrevida global. Encontramos que la alta expresion de CD47 en neutrdfilos

correlaciona con una tendencia a menor sobrevida global.
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