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RESUMEN

El cancer de pulmén a nivel mundial es la forma mas frecuente de cancer en términos de
incidencia y mortalidad causando miles de muertes cada afio, con las tasas mas elevadas
en paises desarrollados. En México representa la segunda causa de muerte por cancer y
a pesar de los esfuerzos por detectarlo tempranamente, generalmente éste se diagnostica
en estadios avanzados y con un diagnostico pobre para los pacientes. El cancer de
pulmén es una enfermedad resultante del crecimiento anormal de células en el tejido
pulmonar y se origina a partir de células epiteliales. De acuerdo con la OMS, el cancer
pulmonar puede dividirse en dos grandes grupos: carcinomas pulmonares de células
pequenas (SCLC, por sus siglas en inglés) y carcinomas pulmonares de células no
pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés), los cuales y de acuerdo con distintos
reportes, sefialan que el grupo de NSCLC representa el 80% de todos los casos de
cancer pulmonar. EI NSCLC esta integrado a su vez por tres tipos histopatolégicos
principales: carcinoma de células grandes (LCC), carcinomas epidermoides o carcinomas
de células escamosas (SCC) y adenocarcinomas (AD).

La capacidad del sistema inmune para identificar y destruir los tumores, y para funcionar
de ese modo como una defensa principal contra el cancer, ha sido estudiado durante las
Ultimas décadas. En éste y en todos los tipos de cancer, se activa una respuesta inmune
antitumoral, sin embargo de alguna manera no descrita por completo, el tumor puede
evadir la respuesta inmune, en la cual algunas células accesorias del sistema inmune que
sSon necesarias para una respuesta antitumoral efectiva, son manipuladas por el tumor
para participar en la inactivacion de poblaciones efectoras encargadas de destruir a las
células cancerosas. Asi, la respuesta inmune en el microambiente tumoral esta cada vez
mas implicada como un factor determinante en la progresién tumoral y la agresividad. Las
Células Supresoras de Origen Mieloide (MDSCs, por sus siglas en inglés: Myeloid Derived
Suppressor Cells) constituyen una poblacién heterogénea de células mieloides inmaduras
compuesta por macréfagos, granulocitos, células dendriticas y otras poblaciones de
origen mieloide en estadios tempranos de diferenciacion capaces de modular
negativamente la respuesta inmune con su potente incremento y activacion inducidos por
el propio tumor. Actualmente se sabe que las MDSCs ejercen su efecto mediante diversos
mecanismos que generan alteracion en el trafico, viabilidad, activacion y proliferacion de
células T anti-tumorales. Aunado a sus capacidades inmunosupresoras, las MDSCs

también promueven la neoangiogénesis y metastasis tumoral. Debido a la relevancia
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clinica del incremento de estas poblaciones supresoras en pacientes con diferentes
tumores sdlidos, comienzan a emplearse como marcadores de carga tumoral, pronostico,
sobrevida y respuesta al tratamiento. Por otro lado, la pérdida de la cadena CD3C es uno
de los mecanismos descritos que demuestra tener relevancia en la funcién de las células
T, la cual se expresa bajo condiciones apropiadas de proliferacién y su ausencia es un
indicativo de anergia celular. Ademas, la disminucion en la expresién de dicha cadena
causa una reduccion en el efecto citotoxico, en la proliferacién celular y en las citocinas
cooperadoras Th. Asi mismo, se ha demostrado que la secrecion de arginasa-1 por parte
de los macrofagos activados, granulocitos y MDSC inducen la pérdida de la cadena C por
lo que es un importante mecanismo de supresion de las células T en ratones portadores
de tumores y en humanos. Debido al papel central que juega la cadena TCRC en la
sefalizacién celular, se espera que las consecuencias biolégicas de su baja expresion y/o
ausencia sean considerables, lo que resulta en una disminucion de la inmunidad
antitumoral, peor pronéstico y una menor sobrevivencia. Con el fin de identificar una
posible asociacion entre la presencia de células supresoras de origen mieloide y la
supresion funcional de las células T de sangre periférica en pacientes con cancer
pulmonar de células no pequefias, se analizaron muestras sanguineas de pacientes en
estadio IV libres de tratamiento y sujetos sanos. Los resultados obtenidos muestran un
incremento de células mieloides con fenotipo supresor CD66b" CD11b* CD15" CD14
HLADR en pacientes con adenocarcinoma pulmonar comparado con controles
(p<0.0001). Adicionalmente se observé una disminucion en la frecuencia de linfocitos T
totales (p<0.0001) asi como de las subpoblaciones CD4" (p<0.0001) y CD8" (p<0.0052) en
los pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Ademés se demuestra una disminucion
significativa en la expresion de la cadena T del receptor CD3 en la poblacién de linfocitos
totales (p<0.0001) en las subpoblaciones de linfocitos colaboradores (p<0.0001) y
citotoxicos (p<0.0001), lo que indica una disminucion en la sefial de proliferacion inducida
por esta cadena en los pacientes con cancer de pulmén y su ausencia es un indicativo de
anergia celular, ocasionando un peor prondstico y una menor sobrevivencia. Finalmente
encontramos un incremento significativo en los niveles de interleucina 6 (p<0.0001), IL-10
(p<0.0027), IL-17 (p<0.0001), IL-1py TGF-p (p<0.0001) en muestras de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar con respecto a los sujetos control, en comparacién con la
citocina INF-y (p<0.0001) que mostro una disminucién significativa. Estos datos sugieren
gue en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar los bajos niveles circulantes de los

linfocitos T, sugieren al menos, la afectacion de su proliferacién y activacion.



ABSTRACT

Lung cancer is globally the most common form of cancer in terms of incidence and
mortality causing thousands of deaths each year, with the highest rates in developed
countries. In Mexico represents the second leading cause of cancer death despite efforts
to detect it early, this is usually diagnosed in advanced stages and poor diagnosis for
patients. Lung cancer is a disease resulting from abnormal cell growth in lung tissue and
originating from epithelial cells. According to OMS, lung cancer can be divided into two
groups: small cell lung carcinoma (SCLC) and non-small lung carcinomas (NSCLC), and
which according to various reports, indicate that the group of NSCLC it is representing
80% of all lung cancer cases. NSCLC is integrated in turn by three main histological types:
large cell carcinoma (LCC), squamous cell carcinomas (SCC) and adenocarcinomas (AD).
The ability of the immune system to identify and destroy tumor system, and thereby to
function as a primary defense against cancer has been studied for decades. In this and in
all types of cancer, anti-tumor immune response is activated, however in a manner not
described completely, the tumor can evade the immune response, in which some
accessory cells of the immune system that are necessary for an answer antitumor
effective, are manipulated by the tumor to participate in the inactivation of effector cell
populations responsible for destroying cancer cells. Therefore, the immune response in
the tumor microenvironment is increasingly implicated as a factor in tumor progression and
aggressiveness. Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSCs) are a heterogeneous
population of immature myeloid cells composed of macrophages, granulocytes, dendritic
cells and other populations of myeloid origin in early stages of differentiation capable to
negatively modulate the immune response with its powerful increase and activation
induced by the tumor itself. Currently it is known that MDSCs exert their effect through
different mechanisms that generate traffic disruption, viability, activation and proliferation
of anti-tumor T cells. In addition to their immunosuppressive capabilities, MDSCs also
promote neoangiogenesis and tumor metastasis. Because the clinical relevance of these
suppressor populations increased in patients with various solid tumors begin to be used as
markers of tumor burden, prognosis, survival and response to treatment. Furthermore, loss
of CD3¢ chain is one of the mechanisms described have relevance in showing the function
of T cells, which is expressed under appropriate conditions of growth and its absence is
indicative of cellular anergy. Furthermore, the decreased expression of the chain causes a

reduction in the cytotoxic effect, cell proliferation and Th helper cytokines. Also, it has been
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shown that secretion of arginase-1 by activated macrophages, granulocytes and MDSC
induce loss of the C chain so it is an important mechanism of suppression of T cells in
tumor bearing mice and human. Given the central role of TCRZ chain in cell signaling, it is
expected that the biological consequences of its low expression and / or absence are
considerable, resulting in decreased anti-tumor immunity, poor prognosis and decreased
survival. In order to identify a possible association in the presence of Myeloid-Derived
Suppressor Cells and functional suppression of T cells from peripheral blood in patients
with non-small cells lung cancer, blood samples were analyzed in patients free treatment
stage IV and healthy subjects. The results showed an increase in myeloid cells with
suppressor phenotype CD66b" CD11b" CD15" CD14 HLADR' (p <0.0001) compared to
healthy controls. Additionally we observed a decrease in the frequency of total T
lymphocytes (p <0.0001), and subpopulations of CD4+ (p <0.0001) and CD8+ (p <0.0052)
in patients with pulmonary adenocarcinoma. Furthermore demonstrated a significant
decrease in the expression of ¢ chain CD3 receptor in total lymphocyte population
(p<0.0001) and helpers lymphocytes subpopulations (p<0.0001) and cytotoxic (p<0.0001),
indicating a decrease in the signal of this chain induced proliferation in patients with lung
cancer and its absence is indicative of cell anergy, resulting in poor prognosis and
decreased survival. Finally found a significant increase in the levels of interleukin-6 (p
<0.0001), IL-10 (p <0.0027), IL-17 (p <0.0001), IL-1p and TGF-B (p <0.0001) in samples
lung adenocarcinoma patients compared to control subjects, compared with IFN-y (p
<0.0001) cytokine that showed a significant decrease. These data suggest that in patients
with lung adenocarcinoma low circulating levels of T cells, at least the effect on the

proliferation and activation.



INTRODUCCION

El cancer es un proceso multifactorial, en el cual se involucran mutaciones genéticas de
las células normales, asi como cambios fisiolégicos dentro de las células cancerosas,
originando una serie de dafios en el material genético que conlleva a una alteracion en el
ciclo celular, provocando que una célula se vuelva inmortal y se repligue de manera
descontrolada (1, 2). El cancer de pulmén es una enfermedad resultante del crecimiento
anormal de células en el tejido pulmonar y se origina a partir de células epiteliales
(carcinomas). Este crecimiento maligno deriva generalmente en invasion y metastasis (2).
De acuerdo con la OMS, el cancer pulmonar puede dividirse en dos grandes grupos:
carcinomas pulmonares de células pequefias (SCLC) y carcinomas pulmonares de células
no pequefias (NSCLC), los cuales y de acuerdo con distintos reportes, sefialan que el
grupo de NSCLC representa el 80% de todos los casos de cancer pulmonar. El NSCLC
esta integrado a su vez por tres tipos histopatolégicos principales: carcinoma de células
grandes (LCC), carcinomas epidermoides o carcinomas de células escamosas (SCC) y
adenocarcinomas (AD), abarcando el SCC y AD, cerca del 85% de todos los casos de
NSCLC (3). Reportes de Estados Unidos han sefialado un indice de sobrevida de cinco
afos cercano al 5% para el estadio clinico IlIB y practicamente nulo (1%) para estadios IV
(clasificacion TNM, séptima edicion). Asi, en la actualidad no se ofrece solucion
terapéutica alguna, lo que conlleva a altos indices de mortalidad y baja eficiencia
terapéutica (4).

La etiologia del cancer de pulmén, asi como del cancer en general, incluye a la
predisposicion genética, la radiacidon ionizante y la exposicion a agentes carcindgenos (en
particular los productos de la combustion como el tabaco y el humo de lefia). El tabaco
constituye un grave problema de salud a nivel mundial. Se estima que 500 millones de
personas fumadoras moriran en los proximos afios a causa del cancer (5). Los productos
del tabaco contienen una variedad de carcinégenos quimicos que favorecen el desarrollo
de diversos canceres. Se han descrito mas de 60 carcinégenos contenidos en el humo del
tabaco, siendo los mas peligrosos (por su demostrada capacidad para producir cancer en
animales de experimentacion en pequefias dosis) los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, las nitrosaminas y las aminas aromaticas (6). Existe una clara relacién entre
la exposicion al humo del tabaco y el riesgo de desarrollar un carcinoma pulmonar. La
exposicion a estos agentes causa cambios acumulativos sobre el ADN de las células,

induciendo alteraciones genéticas progresivas que al perpetuarse inician un evento
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carcinogénico gue transformara el epitelio que reviste los bronquios del pulmén.

Por otro lado, el proceso neoplasico esta caracterizado por detonar una desregulacion
celular y molecular a distintos niveles. Desregula las sefiales de proliferacion, induce un
proceso de angiogénesis, hace a las células resistentes a la muerte celular programada,
permite la replicacion sin limite, activa mecanismos de invasidon y metastasis, genera
microambientes hipdxicos y la remodelacion del metabolismo energético asi como la
evasion del sistema inmune (7). El trabajo conjunto de algunos 6 de todos estos
mecanismos son necesario para los eventos de iniciacién, progresion y metéastasis.
Particularmente la evasion de la respuesta antitumoral inducida por la progresion del
cancer ha sido estudiada durante las Ultimas dos décadas. Esta estrategia de evasién
inmune esta dirigida por factores secretados por el tumor que promueven la expansion y
activacion de células con potentes efectos inmunosupresores, que en vez de evitar la
progresion, favorecen el desarrollo del cancer. En este contexto, participan los linfocitos T
reguladores (Treg) (8), los macréfagos asociados al tumor (TAMs por sus siglas en inglés)
(9) y las MDSCs entre otras subpoblaciones (10).

Las células supresoras de origen mieloide (MDSCs) constituyen una poblacion
heterogénea de células mieloides inmaduras compuesta por macréfagos, granulocitos,
células dendriticas y otras poblaciones de origen mieloide en estadios tempranos de
diferenciacién que ejercen una actividad inmunosupresora en el microambiente tumoral
(10, 11). Estas células pueden considerarse un elemento basal de regulacion inmune
natural, ya que pueden evitar el dafio e inflamacidbn que causarian poblaciones
citotoxicas, después de haber eliminado al agente extrafio. Sin embargo, en algunos
estados patoldgicos, traumas, inflamacion, trasplantes y otras condiciones de estrés,
estas células supresoras pueden expandirse en la medula y viajar al torrente sin haber
madurado correctamente. Como resultado de esta liberacion, las MDSCs se acumulan
en drganos linfoides periféricos en donde pueden expandirse y migrar a sitios blanco y al
torrente sanguineo. Estas subpoblaciones ejercen su efecto supresor sobre las células y
moléculas de la respuesta inmune innata y adaptativa, en particular sobre los linfocitos T
(11). La actividad funcional de las MDSC se manifiesta a través de su capacidad de
inhibir la produccion de Interferon gamma (IFN-y) producido por linfocitos T CD8" en
respuesta a péptidos provenientes de antigenos tumorales presentados en la superficie
de las MDSCs (12). Este efecto depende de la expresion de MHC-I por las MDSC y no

es mediado por factores solubles sino que requiere del contacto célula-célula.



Recientemente, se han definido de manera mas precisa la heterogeneidad morfoldgica
de las MDSC y se han detectado dos subclases de células supresoras de origen
mieloide: Las MDSC granulociticas y aquellas con morfologia monocitica. La evidencia
indica que estos dos fenotipos quiza tengan funciones diferentes en el cancer, infeccion
y en enfermedades autoinmunes (13, 14). En sangre de pacientes con diferentes tipos
de cancer se ha detectado un incremento en el nimero de MDSC de hasta 10 veces y
también se observé un ndimero inusualmente alto de células mieloides de fenotipo
granulocitico en circulacion.

Por otro lado, se han identificado diferentes factores que estan implicados en la
inmunosupresion de estas células, como son la Arginasa, especies reactivas de oxigeno e
iINOS. La expresion de las enzimas Arginasa-1 e iINOS agotan de manera constante en el
medio extracelular los niveles de L-arginina y L-cisteina, aminoacidos necesarios para la
proliferacion de los linfocitos T CD8", ya que bajo cantidades limitadas de L-arginina,
iINOS produce peroxinitritos (ONOO,), un agente oxidante altamente reactivo que causa la
nitracién y la nitro-aciliacion de diferentes aminodcidos (cisteina, metionina, triptéfano y
tirosina) del TCR y moléculas CD8 (15). Esto parece afectar la flexibilidad conformacional
del receptor TCR de las células T CD8" y su interaccion con el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC de clase I), provocando que las células T CD8" no respondan a
un estimulo antigeno especifico, induciendo vias apoptéticas en estos linfocitos (16, 17).
Asimismo, se ha demostrado in vitro que el agotamiento de L-arginina bloquea la
proliferacién celular (arresto del ciclo celular en la fase G0-G1), disminuye la produccion
de citocinas por parte de las células T e induce la pérdida de la cadena CD3-C (18).

En ese sentido, otro de los mecanismos responsables de la baja expresion de la cadena €
en pacientes con distintos tipos de cancer, puede ser la secreciébn de citocinas
inmunosupresoras por las células tumorales, las cuales producen TGF-R1 e IL-10 (19) y
aun mas importante, los elevados niveles séricos de estas citocinas también se han
correlacionado con una disminucion en la expresion de la cadena . Ademas se ha
sugerido que la baja expresion de la cadena T se asocia con una disminucion de las
citocinas de tipo 1 como IFNy, IL-2 y TNF-a (20, 21). Asi mismo, la disminucién en la
expresion de dicha cadena causa una reduccion en el efecto citotoxico, en la proliferacion
celular y en las citocinas cooperadoras Th, y se ha descrito en el contexto de diferentes
tipos de tumores humanos.

Es por ello que la cadena T del CD3 es un importante componente para la transduccion de

sefiales en el TCR y se requiere para el correcto ensamblaje del receptor. La pérdida de
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esta cadena es uno de los mecanismos descritos que demuestra tener relevancia en la
funcion de las células T, la cual se expresa bajo condiciones apropiadas de proliferacion y
su ausencia es un indicativo de anergia celular (21). Debido al papel central que juega la
cadena TCRC en la sefalizacion celular, se espera que las consecuencias biolégicas de
su baja expresiéon y/o ausencia sean considerables, lo que resulta en una disminucion de
la inmunidad antitumoral, peor prondstico y una menor sobrevivencia.

Por lo anterior, este estudio pretende identificar una posible asociacion entre la presencia
de células supresoras de origen mieloide y la supresién funcional de las células T de

sangre periférica en pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias.



I. ANTECEDENTES

1.1. Cancer

Céancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una caracteristica del cancer es la
multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos,
proceso conocido como metéstasis (Organizacion Mundial de la Salud).

El cancer también se caracteriza por inducir una desregulacién celular y molecular a
distintos niveles y estos aspectos pueden resumirse bien en lo que hoy se conoce como
“caracteristicas” o “hallmarks” del cancer (Figura 1). El cancer se desarrolla manteniendo
la sefializacion proliferativa, la evasion a la acciébn de moléculas supresoras de
crecimiento, la induccion de la angiogénesis, la resistencia a la muerte celular, la
replicacion sin limite, la activacién de la invasién y metéstasis, la generacién de hipoxia, y
la remodelacion del metabolismo energético asi como la evasién del sistema inmune. El
trabajo conjunto de algunos 6 todos estos eventos aportan informacion acerca de como

podrian llevarse a cabo los eventos de iniciacion, progresion y metastasis (7).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Capacidades adquiridas del Céncer. Las células tumorales de la mayoria de los
canceres comparten 6 caracteristicas generales: Auto suficiencia en sefiales de crecimiento,
insensibilidad a sefales inhibitorias de crecimiento, evasion 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).



Particularmente la evasion de la respuesta antitumoral inducida por el mismo proceso
neoplasico ha sido de gran interés cientifico. La comprension funcional y el manejo
terapéutico de poblaciones celulares del sistema inmune que se acumulan y se expanden
durante el crecimiento tumoral en vez de contrarrestar su progresion, promueven el
desarrollo del cancer (7). Ya que 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

deteccidn o reconocimiento y de esta forma favorecen el desarrollo tumoral.

1.1.1. Inmunologia del cancer

El sistema inmune es un sistema complejo y se compone de elementos que mantienen
una relacién estrecha para el correcto cumplimiento de sus funciones. Los componentes
de la inmunidad celular (linfocitos, células fagociticas y células presentadoras de
antigenos) y de la inmunidad humoral (inmunoglobulinas y citocinas) activan en conjunto
para poder establecer una respuesta contra agentes extrafios (22).

El sistema inmune tiene tres funciones principales en la prevencién de tumores. En primer
lugar, puede proteger al huésped de tumores inducidos por virus mediante la eliminacion
o la supresién de infecciones virales. En segundo lugar, la eliminaciéon oportuna de los
patdgenos pueden impedir el establecimiento de un microambiente inflamatorio propicio
para la tumorigénesis. Y por dltimo, el sistema inmune puede identificar y eliminar
especificamente a las células tumorales en ciertos tejidos mediante la expresion de
antigenos especificos de tumores (TSAs por sus siglas en inglés) o moléculas inducidas
por el estrés celular (22). Este Ultimo proceso se conoce como vigilancia inmune y
comprende un sistema de monitoreo constante de células y tejidos, mediante el cual el
sistema inmune identifica a las células cancerigenas y/o pre-cancerigenas y las elimina
antes de que puedan causar dafio. Este proceso es responsable de reconocer y eliminar
la gran mayoria de las células transformadas (22). De alguna manera no del todo clara, la
vigilancia inmune no siempre tiene éxito, lo que resulta en el crecimiento y expansion de
tumores que han evitado las distintas defensas del sistema inmune (inmunoedicién) (23).
Durante este proceso, el sistema inmune destruye muchas células pre-cancerosas y
malignas. Sin embargo, algunas células evaden la respuesta inmune e inducen el

crecimiento progresivo de tumores. La inmunoedicién del cancer es un proceso dinamico
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compuesto por tres fases distintas: eliminacion, equilibrio, y escape (Figura 2). En la fase
de eliminacién las células tanto de la inmunidad innata como adaptativa trabajan juntas
para detectar la presencia de un tumor en desarrollo y destruyen muchos otros antes de
gue se vuelvan clinicamente evidentes. En la primera fase del proceso, las células del
sistema inmune localizan, reconocen y destruyen a las células recién transformadas y
previenen el desarrollo de nuevas células cancerigenas (22, 23). Sin embargo, la fase de
eliminacion se dice que es completa, cuando todas las células tumorales se erradican con
éxito, o incompleta, cuando algunas clonas de células tumorales a veces no pueden ser
completamente eliminadas, y entran en una fase de equilibrio con el hospedero. Los
tumores en esta fase son un subconjunto de tumores latentes que son controlados
especificamente por los componentes del sistema inmune. Asi, el sistema inmune del
hospedero y las células tumorales entran en un equilibrio dinamico, donde a pesar de la
presencia de una potente inmunidad antitumoral, no se erradican totalmente las
poblaciones heterogéneas de células tumorales. Alguna de estas células adquieren
ciertas caracteristicas para evadir el reconocimiento inmune y la destruccion. Un posible
resultado de la inmunoedicién del cancer ocurre cuando los tumores escapan del control
inmunoldgico, lo que lleva a la aparicion del cancer (22, 23). Por lo tanto, la fase de
escape representa el fracaso del sistema inmune, ya sea para eliminar o controlar a las
células transformadas, lo que permite que sobrevivan algunas clonas de células tumorales

y se repliqguen de manera descontrolada (22, 23).
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Cancer immunoediting
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Figura 2. Supresion tumoral extrinseca por el sistema inmune. Las células transformadas se
escapan del control intrinseco al que son sometidos los mecanismos supresores de tumores
extrinsecos que detectan y eliminan los tumores en desarrollo antes de que sean clinicamente
evidentes. Esto se conoce como la fase de eliminacion de un proceso mas amplio que se ha
denominado inmunoedicion del cancer. La inmunoedicion del cancer es ahora considerada como
un proceso compuesto por tres fases: Eliminacién: Después de la transformacion de células
normales en cancerosas, el ataque de las diferentes células del sistema inmune, que comprenden
la red de inmunovigilancia del cancer pueden erradicar el tumor en desarrollo y proteger al
hospedero de la formacion de tumores. Equilibrio: Si la eliminacion se realiza correctamente , el
sistema inmunolégico y el cancer pueden llegar a un equilibrio en el que las células inmunes
mantienen al cancer bajo control y estan inmunolégicamente bajo “inmunoeditores” que producen
nuevas poblaciones de variantes tumorales con inmunogenicidad reducida y una mayor capacidad
para sobrevivir a un ataque inmunolégico. Estas variantes pueden eventualmente evadir el sistema
inmune por una variedad de mecanismos, expandirse de una manera incontrolada y convertirse
clinicamente en la fase de Escape, en la cual participan un gran nimero de posibles mecanismos
inmunosupresores para atenuar la respuesta inmune antitumoral que conduce a la aparicién de
tumores (Imagen de Jeremy B. Swann and Mark J. Smyth, Review The Journal of Clinical
Investigation 2007).

Asi mismo, factores derivados del tumor y citocinas producidas por los linfocitos activados
reclutan a muchos componentes del sistema inmune como parte de la respuesta
antitumoral. Los antigenos tumorales y factores derivados del tumor atraen a células

mieloides y linfoides que se infiltran en ganglios linfaticos para la presentacién de
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antigenos a los linfocitos T virgenes, promoviendo la activacion de linfocitos T
colaboradores con perfil de tipo 1 que inducen la activacion y expansién de linfocitos T
citotéxicos. Estos linfocitos efectores son capaces de destruir células cancerosas a través
de moléculas efectoras como la granzima B y la perforina (24, 25).

Distintos estudios han demostrado la existencia de una respuesta inmune antitumoral en
algunas formas de cancer humano (26-28). Se ha descrito que pacientes con tumores en
colon y ovario que estan fuertemente infiltrados con linfocitos T citotoxicos y células NK
(NK; natural killers, asesinas naturales, por sus siglas en ingles), y tienen un mejor
pronéstico que aquellos que carecen de estos linfocitos (29) (Figura 3). Sin embargo, se
ha observado que la respuesta que se establece durante el desarrollo del cancer puede
estar sujeta a la inactivacion de componentes del sistema inmune que se encargan de
destruir células cancerosas. Por ejemplo, el complejo microambiente tumoral puede
paralizar la infiltracion de linfocitos T citotdxicos y células NK, mediante la secrecion de
TGF-B y de otros factores inmunosupresores (30, 31). Asi mismo, se han descrito
ampliamente mecanismos mas sutiles que operan a través del reclutamiento y
acumulacién de células inflamatorias inmunosupresoras, incluyendo las células T
reguladoras (Treg) y MDSCs que pueden suprimir la acciéon de los linfocitos T citotoxicos
(32, 33).
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The Immunosuppressive Tumour Microenvironment
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Figura 3. Microambiente tumoral inmunosupresor. En la red tumoral, varias células inmunes y no
inmunes responden a diferentes estimulos tumorales y exhiben complejas funciones de regulacion
0 inmunosupresion, ya sea de una manera dependiente del contacto célula-célula o a través de la
secrecion de mediadores solubles. ARG-1, arginasa-1; B-reg, células B reguladoras; DC, células
dendriticas; G-MDSC y M-MDSC, células supresoras de origen mieloide; IFN, interferén; IL,
interleucina; células NKT, células T asesinas naturales; NOS, especies de 6xido nitrico; ROS,
especies reactivas del oxigeno; TAM, macréfagos asociados a tumor; TAN, neutréfilos asociado a
tumor; TGF, factor de crecimiento transformante; TNF, factor de necrosis tumoral; Treg, células T
reguladoras; TSC, células del estroma tumoral; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular
(Imagen de D. Lindau et al. Review Immunology 2012).

1.2. Cancer Pulmonar

El cancer pulmonar es una de las enfermedades mas graves y uno de los canceres con
mayor incidencia en el ser humano, responsable de los mayores indices de mortalidad
oncoldgica a escala mundial (34). Este cancer es el resultado del crecimiento anormal de
células en el tejido pulmonar. Proviene de células epiteliales, por lo que este crecimiento
maligno puede derivar en invasion y metastasis.

La sintomatologia del cancer de pulmén suele confundirse en estadios iniciales con la de
otras enfermedades graves de las vias respiratorias. Sin embargo, las personas con este
tipo de céncer presentan tos (especialmente tos con sangre), frecuente ronquera,

hinchazén del cuello y cara, respiracion corta y silbante dolor de pecho, ademas de
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pérdida del apetito o fatiga. Desde el punto de vista topografico predomina la localizacién
en el pulmén derecho. Principalmente en los I6bulos superiores y dentro de éstos en el
segmento anterior. Con menor frecuencia se localiza en los I6bulos inferiores y rara vez
en el l6bulo medio y lingula (34).

Asi mismo, el pulmdén es un sitio comln para la metastasis diseminada de tumores que
comienzan en alguna otra parte del cuerpo. Esto es debido a que los pulmones reciben
todo el flujo linfatico, sanguineo y contienen la red capilar mas densa de todo el
organismo. Por lo que, la heterogeneidad morfolégica de la metastasis pulmonar es
enorme. Los tumores mas comunes que se propagan a los pulmones son los
provenientes del cancer de vejiga, mama, colon, prostata, estbmago, pancreas, rifion,
higado, melanoma y neuroblastomas (35).

Por otro lado, los tumores primarios del pulmén hacen metastasis especialmente en las

glandulas suprarrenales, higado, cerebro, y hueso.

1.2.1. Epidemiologia del cancer pulmonar
El cancer de pulmén es una neoplasia muy agresiva y mortal dado que gran parte de los
pacientes mueren antes del primer afio después del diagndstico, dependiendo del estado
de sus pulmones, su capacidad para generar defensas y la tolerancia ante la radioterapia
y/o quimioterapia. A nivel mundial, el cancer de pulmén es la forma mas frecuente de
cancer en términos de incidencia y mortalidad causando miles de muertes cada afo, con
las tasas mas elevadas en paises desarrollados (34, 36)
El segmento poblacional mas afectado con esta enfermedad, son los pacientes mayores
de 50 afios de edad que tienen antecedentes de tabaquismo. Mientas que menos de la
sexta parte de los casos ocurren en pacientes menores de 30 afios. La edad promedio de
las personas diagnosticadas con cancer del pulmén es cercana a los 60 afios. Sin
embargo, esta tendencia se modifica conforme aumenta la cantidad de fumadores
jovenes (3), con lo cual se ha establecido que a menor edad de inicio del tabaquismo, y a
mayor cantidad de cigarros y afios fumando, es mayor el riesgo de desarrollar cancer
pulmonar, aunque también es importante la predisposicidon genética. EIl cancer pulmonar
constituye la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial. De acuerdo con datos
de la OMS, de un total de 7.9 millones de defunciones por cancer en 2007, 1.4 millones
fueron secundarias al cancer pulmonar, lo cual representé 17.7% del total de muertes por
cancer (37). En México el cancer de pulmén es la primera causa de muerte. En 2008, las

muertes por esta enfermedad en el pais fueron 6,697, las cuales exceden a las
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producidas por otros tumores (estbmago, prostata, mama e higado). En México se ha
observado un aumento en la incidencia a partir de 1970, particularmente durante 1998 a
2004, periodo en el que se registraron 397,400 muertes por neoplasias malignas, de
éstas, 45,578 (11.5%) correspondieron a cancer pulmonar. En este lapso, la incidencia del

cancer pulmonar aumenté en aproximadamente 16% (Figura 4).
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Figura 4. Incidencia de cancer pulmonar en México (1998-2004). Modificado de Meneses-Garcia
2007.

Entre los diferentes estados de la Republica Mexicana existen diferencias
epidemioldgicas. En general, las tasas de mortalidad por cancer pulmonar tienden a ser
mayores en los estados del norte de México que en los del sur (Figura 5). Este hallazgo
se explica, al menos en parte, por la difusibn mas tardia de la epidemia de tabaquismo en
los estados del sur de México (37). La mortalidad por cancer pulmonar en varones,
ajustada por edad, fue de 9.25 casos por cada 100,000 personas mayores de 30 afios en
1980, y aument6 a 11.91 para 1989, para luego descender gradualmente hasta el 2000,
cuando fue de 8.65 muertes. En mujeres, la tasa disminuy6 de 3.93 casos en 1980 a 3.55
en 2000. Tales cambios representan una reduccion de 6.5% en varones y de 9.67% entre
mujeres. En comparacion con los paises desarrollados, en México los enfermos con
cancer pulmonar se presentan a recibir atencién especializada en etapas mas avanzadas
de la enfermedad. Ello se debe al bajo nivel académico de la mayoria de la poblacion,
aunado a la falta de programas de educacion para la salud que informen sobre los signos
y sintomas caracteristicos del cancer pulmonar. En el Instituto Nacional de Cancerologia,
sb6lo 1.2% de los pacientes se detecta en etapas tempranas, 16% con enfermedad

localmente avanzada y hasta 82% con enfermedad metastasica (37). Los motivos de la
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falta de diagnéstico en etapas tempranas en México, en comparacion con paises
desarrollados como Estados Unidos (16 vs. 20%) y Japon (~40%), son la falta de cultura 'y
educacion para la salud en la poblacién, la poca difusion en medios masivos de
comunicacion, la falta de capacitacion de los médicos de primer contacto y un sistema de

referencia lento.

Figura 2. Epidemiologia del cancer pulmonar en México (mujeres)
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Figura 5. Epidemiologia del cancer pulmonar en México. A. Mujeres. B. Hombres. Modificado de

Meneses-Garcia 2007.

1.2.2. Etiologia del cancer pulmonar

La susceptibilidad genética y el medio ambiente, incluido el humo del tabaco, interactlian
para favorecer la carcinogénesis. El dafio al tejido que causa el humo del tabaco se refleja
en pulmones con coloracion obscura y cambios que ocurren a nivel genético y epigenético
(como mutaciones, pérdida de heterocigocidad, y metilacién de promotores) y a nivel del
transcriptoma (inflamacién y vias apoptoticas). Si los cambios se perpetuan desembocan
en la activacion de vias aberrantes para la funcion celular, dando inicio a la malignidad.
Los cambios moleculares que promueven la angiogénesis, invasion y metastasis,
seguiran apareciendo conforme avanza la enfermedad (Figura 6). Por otro lado, el cancer
no asociado al tabaquismo puede ser inducido por factores genéticos, hormonales, o
ambientales.

Unas de las principales causas del cancer de pulmén, asi como del cancer en general,
incluyen a carcinégenos tales como los productos de la combustion y la radiacion
ionizante. La exposicion a estos agentes causa cambios acumulativos sobre el ADN de
las células, induciendo progresivamente alteraciones genéticas que transforman el epitelio
que reviste los bronquios del pulmén. A medida que el dafio es mas extenso, se desarrolla
el cancer (25).

Los principales factores de riesgo, por orden de importancia, son el tabaquismo activo y
pasivo, y la exposicion a humo de lefia. Otros factores de riesgo incluyen la exposiciéon a
elementos como arsénico, silice, asbesto, acido crémico, éter, clorometilo, niquel e
hidrocarburos policiclicos aromaticos; asi como factores genéticos y la contaminacion
ambiental (38). La causa mas comun de cancer de pulmén es el tabaquismo,
correspondiendo a la mayor parte de los sujetos diagnosticados, aquellos que son
fumadores o ex fumadores. La demostracién de que existe una relacion directa entre el
consumo del tabaco y la aparicion del cancer de pulmén estad bien establecida, y se
considera mas un factor causal que un factor de riesgo (25). Segun el numero de cigarros
fumados al dia, las personas tienen un riesgo de 10 a 20 veces mayor de desarrollar

cancer de pulmoén que aquellas que no fuman (39).
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PULMON SANO INICIACION ETAPAS TEMPRANAS ETAPAS TARDIAS
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Figura 6. Evolucién del Cancer de Pulmén. En el cdncer de pulmén asociado al tabaco existe una
ruta de evolucidn distinta a la que sigue el cancer asociado a otros factores. En ambos casos la
susceptibilidad del huésped influirhd en el proceso neoplasico (Imagen de Herbst RS, N. Engl. J.
Med. Lung cancer. 2008).

En las distintas fases del humo de tabaco (gaseosa y sélida o de particulas) se
encuentran al menos 4.000 compuestos quimicos, de los cuales alrededor de 50 se han
asociado a una capacidad para generar cancer, destacando el benceno y cloruro de vinilo,
benzopireno, formaldehido, hidrazina, nitropropano, nitrosaminas, uretano, etc. El efecto
individual de los carcindgenos es dificil de estudiar a nivel molecular, ya que en la
practica, lo que se produce es una exposicion crénica a una mezcla compleja de
moléculas consideradas carcinégenas o pro-carcindgenas (39). La combustiéon del humo
de tabaco genera ademas, grandes cantidades de radicales libres, derivados del oxigeno,
nitrégeno, etc., altamente reactivos y con gran capacidad de dafiar macromoléculas,
incluido el DNA. Estos agentes también pueden activar a macréfagos alveolares, los
cuales dan lugar a una inflamacién cronica capaz de favorecer la transformacion tumoral.
Cuantos mas afios haya fumado una persona y sobre todo en edad temprana, ésta puede
ser susceptible a desarrollar cancer, debido a que la dosis de sustancias carcinégenas se

vuelven acumulativas. Aunque el abandono del tabaquismo reduce el riesgo de contraer
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cancer de pulmén, no lo reduce a los niveles de quienes nunca fumaron. En los
fumadores se producen alteraciones estructurales y funcionales en el epitelio bronquial
(alteracion de los cilios, hiperplasia mucosa con metaplasia escamosa, etc.) que pueden
tardar afios en desaparecer una vez que se ha abandonado el habito, inclusive, hasta
mas de 10 afios (39).

Por otro lado, se considera que los fumadores pasivos, son aquellas personas expuestas
al humo de tabaco del ambiente y/o al humo exhalado por un fumador activo. Para que tal
exposicion resulte significativa, es necesario generalmente, que ésta tenga lugar en
espacios cerrados. Se sabe que las personas fumadoras pasivas presentan alteraciones
genéticas similares a las encontradas en los fumadores activos y que los llamados
marcadores biolégicos de exposicion al humo de tabaco ambiental como la cotinina, se
pueden encontrar en esas personas a concentraciones mas altas que en la poblacién no
expuesta (40).

En las personas no expuestas al humo del tabaco, la aparicién del cancer de pulmén es el
resultado de una combinacion de factores genéticos y la exposicién a carcinégenos del
entorno, los cuales, pueden dar origen a este tipo de malignidad (41). El grupo de agentes
carcindgenos que se pueden encontrar en el ambiente son de diversa naturaleza y se
pueden asociar a la carcinogénesis del cancer pulmonar. El incremento en el riesgo a
padecer cancer se incrementa en la medida que aumenten los afios de exposicidn a éstos
agentes, y de manera especial cuando coexiste el tabaquismo.

Noventa por ciento de los casos de cancer pulmonar se atribuyen al tabaquismo. El otro
10% tiene etiologia multifactorial, en la cual diversos carcinégenos, factores genéticos y
factores ambientales como el radén (86 Rn) y el asbesto han sido asociados. El primero
es un gas radioactivo liberado por la descomposicion normal del uranio en las rocas y se
encuentra en subterraneos y en las minas (37). Es invisible e inodoro, se filtra a través del
suelo y se difunde en el aire. Puede contaminar el agua, principalmente en las norias, y
liberarse mediante evaporacién. En relacidon con el asbesto, se trata del carcinogénico
ocupacional mas estudiado, y al que los albafiles estan mas expuestos, pero también los
trabajadores de astilleros de barcos, los obreros de la industria de fabricacion de filtros y
aislamientos (que utilizan el amianto en tuberias y calderas) y los empleados en cartonaje,
textiles, reparacion de frenos vy tintoreria industrial. El arsénico es un metaloide que esta
presente en forma soélida, liquida y gaseosa. Se utiliza en la fabricacion de vidrio,
pigmento y juegos pirotécnicos. La exposicion mas prolongada puede resultar por el

consumo de agua contaminada. Sobre el riesgo y poblacion expuesta, parece muy
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probable que el asbesto, las radiaciones ionizantes y el humo de tabaco ambiental, sean
los agentes que en mayor medida puedan inducir la aparicion de esta neoplasia en los
trabajadores. Estos y otros agentes nocivos se han asociado al desarrollo de

aproximadamente al 10% de los tumores diagnosticados en hombres y mujeres (42).

1.2.3. Clasificacion de Cancer de Pulmén

Segun la localizacién, el cancer de pulmén puede dividirse en cancer de pulmén central
para aquellos tumores que aparece a nivel de bronquios principales, lobares y
segmentarios correspondiendo a la primera, segunda Yy tercera generacion
respectivamente, hasta los de cuarta generacién, es decir, preferentemente en y
alrededor del hilio pulmonar. El origen traqueal es raro y practicamente no presenta
sintomatologia bronquial y son accesibles con el broncoscopio. Cerca del 75% de los
casos en este tipo de cancer incluye a los subtipos epidermoide y carcinoma
indiferenciado de células pequefias.

El cancer de pulmén periférico, es aquel que aparece a partir de los bronquios de quinta
generacién, los cuales no son accesibles con el broncoscopio y principalmente se
presentan en forma de adenocarcinoma. Este tipo de cancer pulmonar rara vez llega a

localizarse en areas muy alejadas, junto a la pleura (43).

1.2.4. Clasificacion histopatolégica

El cancer de pulmén se clasifica segun su funcién y apariencia en dos tipos principales: el
cancer pulmonar de células pequefias (microcitico) y el de células no pequefias (no
microcitico) (43). Esta clasificacibn estd basada en criterios histolégicos y tiene
importantes implicaciones para el tratamiento y el pronéstico de la enfermedad. El
diagnéstico temprano del cancer de pulmén es la condicidén principal para el éxito en su
tratamiento. En estadios tempranos éste puede ser tratado en alrededor del 20% de los
casos, mediante reseccion quirdrgica con éxito de curacién. Sin embargo, debido a su
invasividad y a la dificultad para su deteccion, en la mayoria de los casos diagnosticados
se ha presentado metastasis. El cancer de pulmén presenta, junto con el cancer de
higado, pancreas y eséfago, los peores prondésticos, con una esperanza de vida promedio

de 8 meses aproximadamente (3).
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1.2.5. Cancer pulmonar de células no-pequefias (CPNM)

Los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC por sus siglas en
ingles), presentan un prondéstico poco favorable ya que a menudo, la enfermedad es
diagnosticada en estadios avanzados cuando la cirugia ya no es una opcion. Esto se
debe principalmente, a que la enfermedad permanece asintomatica por un largo periodo
de tiempo (44). Debido a esto, del 50 al 70% de los pacientes diagnosticados con NSCLC
se presentan en estadios avanzados de la enfermedad (estadios Il y IV) y no son sujetos
a tratamientos curativos, mientras solo del 20 al 30% de los pacientes son diagnosticados
en estadios tempranos de la enfermedad (I a lIA).

El indice de sobrevida general para 5 afios establecido por la Asociacién Internacional
para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) es actualmente de: 73% para pacientes
detectados en estadio 1A, 58% para los detectados en estadio 1B, 46% para estadio A,
36% para estadio IIB, 24% para estadio IlIA, 13% para estadio 11IB y 9% para estadio IV,
incrementandose con respecto a la misma tasa establecida en afios anteriores (por
ejemplo, 61% para pacientes en estadio 1A 0 1% para pacientes en estadio V).

Los carcinomas pulmonares de células no-pequefias se agrupan debido a que su
pronostico y tratamiento son muy similares. Existen tres subtipos principales: el carcinoma
de células escamosas( 25 a 30 %), el carcinoma de células grandes (10-15%) y los
adenocarcinomas (40% de los casos). Menos de la tercera parte de todos los carcinomas
de pulmén corresponde con un carcinoma de células escamosas y por lo general éstos
comienzan cerca de un bronquio central. Aquellos tumores de células escamosas bien
diferenciadas suelen crecen lentamente que los otros tipos de cancer.Estos subtipos
difieren en cuanto a lugar de origen y las caracteristicas de los pacientes, por ejemplo el
carcinoma de células escamosas, estd asociada con el tabaquismo y el origen de las
células epiteliales bronquiales, mientras que el adenocarcinoma se deriva principalmente
de las células bronqueo-alveolares (2, 44).

Los adenocarcinomas representan el principal de todos los tipos de cancer de pulmon.
Por lo general se originan del tejido pulmonar periférico y la mayoria de los casos de
adenocarcinoma de pulmon estan asociados a los productos de combustidn.

También en aquellos sujetos que nunca han fumado, el adenocarcinoma es la forma mas
frecuente de cancer de pulmén (41). Uno de los subtipos de adenocarcinomas, el

carcinoma bronquioalveolar, se ve con mas frecuencia entre mujeres que nunca han
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fumado y generalmente muestran una respuesta diferente al tratamiento de un individuo
con respecto al otro. Los carcinomas de células gigantes representan aproximadamente
una décima parte de todas las formas de cancer de pulmén. Son tumores que crecen con
rapidez cercanos a la superficie del pulmén. A menudo son células pobremente

diferenciadas y tienden a invadir y provocar metastasis de manera rapida (41).

1.2.6. Carcinoma de células pequefias (CPM)

El cancer de pulmon de células pequefias es mucho menos frecuente y tiende a aparecer
en las vias aéreas de mayor calibre como en los bronquios primarios y secundarios,
llegando a formar rdpidamente un gran tamafio. Estos tumores malignos estan
constituidos por células pequefias, con escaso citoplasma y cromatina finamente granular,
con nucléolo pequefio 0 poco aparente. La necrosis es extensa y los eventos de mitosis
son altamente frecuentes. Ademas suele presentar adenopatias mediastinicas y colapso
lobar. En la mayoria de las ocasiones se observan masas perihiliares blandas de color
blanco-marrén. Tan solo un 5% de este tipo de cancer pulmonar es de caracter periférico
(45).

El carcinoma de células pequefias se caracteriza por presentar células en forma de
hojuelas de avena que contienen granulos neurosecretores densos, es decir, vesiculas
con hormonas neuroendocrinas y que se asocian con un sindrome endocrino o
paraneoplasico. Como una neoplasia de caracter neuroendocrino el CPM puede mostrar
crecimiento en nidos o trabéculas, con formacion de rosetas, no obstante, también es
frecuente el crecimiento difuso. Estas células tumorales tienen ndcleos de diferente forma
con escaso citoplasma y con tendencia al moldeamiento. La excesiva tendencia a estar
diseminado en el momento del diagndstico solia limitar la utilidad del sistema TNM para
su estadificacion y se definia como enfermedad limitada versus enfermedad diseminada
(45), sin embargo en la actualidad este sistema ya es empleado para estadificar también a

este tipo de cancer pulmonar (46).

1.2.7. Estadificacion

El objetivo de la estadificacion es determinar el tipo y estado de avance de la enfermedad
asi como el grado de diseminacion. La clasificacion anatomica TNM-estadios permite una

descripcién estandarizada de los tumores pulmonares, una comparaciéon de resultados
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entre distintos estudios clinicos y la ubicacion de los pacientes en estadios clinicos
especificos. Este sistema determina el tamafio del tumor primario (T), la afectacién de
ganglios linfaticos (N) y la presencia de metéstasis a distancia (M) (37, 46).

Para alcanzar el éxito en esta estrategia, la estatificacion TNM que sugiere la IASLC
(International Association for the Study of Lung Cancer) es el modelo comin que se aplica
a nivel global hoy en dia. Este comité internacional de estadificacion creado por el
International Union Against Cancer (UICC) y el American Joint Commite on Cancer
(AJCC) reune y actualiza los datos de diversos centros en el mundo que comparten sus
estadisticas regionales. Asi, la séptima y Ultima edicion TNM de la Asociacién
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén IASLC comprende la informacién
retrospectiva de 100,869 pacientes diagnosticados entre 1990 y 2000, seguidos
clinicamente por 5 afios y provenientes de 45 fuentes distintas en 20 paises, incluido
México. De estos pacientes 68,463 cumplieron con los criterios de calidad suficientes para
ser analizados como cancer pulmonar no microcitico y 13,032 como cancer pulmonar
microcitico. En total 81,495 pacientes recibieron los siguientes tratamientos: cirugia 41%,
guimioterapia 23%, radioterapia 11%, y el 25%, combinacion de los anteriores (46).

Los hallazgos del estudio que pudieran constituir recomendaciones para cambiar algun
componente T, N o M fueron validados internamente (por regién geogréfica y tipo de base
de datos) y externamente con enfermos del registro Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) estadounidense. Estas actualizaciones de la Gltima edicion se describen a

continuacion.

Componente T

Este componente hace referencia a la extension y tamafio del tumor primario. Se
comparoé la supervivencia a 5 afios de los pacientes con tumores T2 >7cm frente a la de
los de tumores T3. Se encontraron cifras similares en las diferentes poblaciones, excepto
en los casos NO con reseccion completa, en los cuales se comprobd que la supervivencia
era incluso superior en los T3 (41%) que en los T2 >7cm (35%), por lo que se decidié
reclasificar a estos Ultimos como T3 (tabla 1). Cuando se analizaron los tumores que, con
estadificacién patolégica, presentaban nddulos adicionales pudo apreciarse que: la
supervivencia a los 5 afios era en los T3 (31%) similar a la de los T4 clasificados como tal
por la existencia de nédulos adicionales en el mismo l6bulo del tumor primario (28%), que

los T4 por diseminacién pleural que tienen un prondstico claramente peor (11% de
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supervivencia a los 5 afios). Se aconsejo, por tanto, para la nueva clasificacion,
considerar T3 a los tumores con nodulo/s adicional/es en el mismo Iébulo del tumor
primario, considerar T4 a los tumores con nddulo/os adicional/es en un l6bulo homolateral
diferente al del tumor primario, e incluir en la categoria M a los tumores con diseminacién

pleural (tabla 1).
Componente N

En el componente N que refiere a la afectacién de ganglios linfaticos regionales, en el cual
se confirmd la disminucién de la supervivencia a medida que aumentaba la afectacién
ganglionar, encontrando diferencias significativas en la supervivencia a los 5 afios, sin
embargo, estos hallazgos no pudieron ser validados por &reas geograficas ni categorias
T, por lo que no se recomendaron cambios relativos al componente N para la nueva

clasificacion (47).
Componente M

Este componente hace referencia a la presencia o ausencia de metéstasis a distancia. En
este sentido, las metastasis hepaticas aisladas no son frecuentes en el CPNM, pero si en
el CPM. Las glandulas suprarrenales son lugares frecuentes de metastasis, aunque su
diferenciacién con adenomas benignos a menudo exige la obtencion de muestra cito-
histolégica. Por ello, se suelen realizar en una misma exploracién la tomografia
computarizada (TC) de toérax y de abdomen superior. Los pacientes estudiados
presentaron las siguientes tasas de supervivencia respectivamente a 1 y 5 afios: T4
cualquier NMO, 53 y 16%; diseminacion pleural, 45 y 6%; ndédulos pulmonares
contralaterales, 46 y 3%, y metastasis a distancia, 22 y 1%. Con tales referencias se
decidié subdividir el componente M en M1la (presencia de diseminacién pleural o nédulos

pulmonares contralaterales) y M1b (metéastasis a distancia) (Tabla 1).
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Tabla 1. Sistema Internacional de Estadificacion TNM-estadios

Cuadro 1. Clasificacitn TMM., Ta adidin =

T fumor primario.

TH: &l tumor o puede ser evalusdo o cslulas umarales en ctologiz de esputn o lavados bronguizles. per & tumor no puede ser visualizacn.

T sin evidencis de tumor primario.
Tis: carcinoma in aif.

Tz wenor de 3 om o menor, mdssdo por pulmin o plewral visceral, sin invasion més proximal que un bronguio lobar:

= Tfa:tumor de 2 cm o menar.
= Tibc tumor = 2 cm, pam na = 3 cm.

T2: tumor = 3 cm, peros no > 7 om, o un hemor con cugloulers de las sigulendss caracierizicas:
= Iminlucro ol bronguio prindpal, 5 mas de 2 om de bs canna.
= Ivasidn de ks pleurs visceral.
= S panciz g eclectaais o neumanitis chatructiva gue s estience 2 |3 regitn hillar, pero no involucrs & todo el pulman.
T2 umir = 3 cm. perano = 5 cm.
T2h: tumer = 5 cm, perono = T cm

T3: tumoe = T om o com cualquiers de |as sipulentss caraciensieas;

= Irvasion diracia a pared fordcica fincluys Jumornes del sulcus supenor), clalragma, nerdn rénioo, pleura mediasinal, pencandio panetal).

= Tumor an & bronoulo principal & menos de 2 cm de |a carng, pero sin involuceo de |a misma.
» Atedectasia o reumonitis obsfrucive ce todo & puimon.
= Madulos satélfes en & mismo bbulo ows & fumor primario.

Td: twmorde cugbypier mafo que nvads cualquisra de las sipuientes esvuctuas: mediasing, cormzin, grandes vasos, raques, nerdo recurents
laringen, esfiagn, cusrpos verisbrales, canine. Ohien, |2 prassncia de nddulos aatéites en un ibbulo oiferens &l del wmaor primanio (psiasssl).

H:  gangios regionzliss.

WX: nose pusden evalarlos ganglos regionsles.

NO:  =in metdsiasia 8 ganglios regionales.

N1: metastasis en ganglios perbeonouisles o hillsrss ipalatersles (induyenda exiansiin directs del tumr.

N2:  metdsiesis en panglos medisstinales ipsilaienales wo subaringls.

N3: metdsizsis 2 gamglios supraclsviculares ywio metistagis en ganglios confralaterales (mediasinales yio hileares).
M:  metasiasis 8 deiancis.

MX: las metisiasis no pueden ser evaluadas.

MO: sin metismsis = detancia.

M1a: mbduice conralatsrales &l tumor primeana; implantes pleorsles. o derame pleural o penciedien (citolonis positha).
M1b: metasiasis fuera dal tieax.

Etapas clinicas:

ECO Te ] MO

ECIATY N MO

EC IBT2a MO 1 1]

EC 1lA T# KO NG
TioT2a M 1]

EC 118 T& N1 MO
T3 MO MO

EC 1A Td ho MO
TanTé M1 MO
T1,T2aTa 2 ]

EC 1 Td K2 7]
Cuslquier T 1] ("]

EC IVA Cualquier T Cuakquier N Mia

EC IVB Cuslgaer T Guabguer N b

(Tabla desde Groome, P.A., et al., J. Thorac. Oncol. The IASLC Lung Cancer Staging Project:

validation of the proposals for revision of the T, N, and M descriptors and consequent stage groupings

in the forthcoming (seventh) edition of the TNM classification of malignant tumours. 2007)
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1.2.8. Inmunologia del cancer de pulmon

El cancer de pulmén es uno de los tipos de cancer mas agresivo y letal. Esto puede
deberse a que el tumor evade la respuesta inmune favoreciendo su rapido crecimiento. En
el cancer pulmonar de células no pequefias se han identificado poblaciones celulares
inmunes que participan en el microambiente tumoral y son de gran importancia para el
cuadro clinico de los pacientes. Dichas subpoblaciones suelen estar presentes en niveles
variables respecto al estadio de la enfermedad y al subtipo histopatolégico.

Si bien la participacion de poblaciones inmunes no esta bien definida en el cancer de
pulmadn, las evidencias indican que tienen un papel importante y han sido sugeridas para
ser empleadas como biomarcadores prondésticos de invasividad, sobrevida y respuesta al
tratamiento, entre otros (46,48,49). Se ha descrito con anterioridad la presencia e
influencia que ejercen en el microambiente tumoral las poblaciones de macrofagos
asociados al tumor (TAMs por sus siglas en inglés), células dendriticas inmaduras,
neutréfilos asociados al tumor, linfocitos T reguladores que infiltran tumores, células
supresoras de origen mieloide, entre otros. En diversos estudios estas células se asocian
generalmente a un peor estado de la enfermedad y un prondstico pobre para el paciente
(32, 50, 51).
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compafiia de células dendriticas y otras poblaciones efectoras se asocian a mejores niveles de
sobrevida. De manera opuesta, linfocitos Tregs, poblaciones mieloides asociadas al tumor, Células
Supresoras de Origen Mieloide y poblaciones inmunes maduras direccionadas a un perfil de tipo 2
promueven bajos niveles de sobrevida. (Imagen de Finn,0.J., N Engl. J. Med. Cancer Immunology,
2008).

Por otra parte, la participacién predominante de poblaciones efectoras, como las células
NK, linfocitos y células mieloides maduras con fenotipos tumoricidas pueden asociarse a
mejor respuesta y pronéstico (52) (Figura 7).

No se ha logrado establecer por completo que niveles de linfocitos T en el microambiente
tumoral corresponden a un mejor prondstico, ya que observaciones aisladas han sugerido
la participacion de éstos para promover el crecimiento tumoral (53, 54). Sin embargo, se
han asociado niveles elevados de linfocitos a un mejor prondstico.

Las poblaciones linfocitarias y otras poblaciones con capacidades tumorales se
encuentran inactivadas para una destruccién potencial de células cancerosas (55),
ademas estas células son vulnerables a los efectos adversos propios del desarrollo
tumoral como la hipoxia, la manipulacion de factores solubles y a la supresion que

establecen poblaciones supresoras, entre otros.

1.3.Células mieloides: Origen y desarrollo

Las células mieloides representan las células hematopoyéticas mas abundantes en el
cuerpo humano con gran variedad de funciones y fenotipos. Estas células vigilan en todo
momento el correcto funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo, participan en
la remodelacion tisular y eliminan a las células muertas. Todas las células mieloides se
derivan de las células madre hematopoyéticas multipotenciales (HSC) y a través de pasos
secuenciales de diferenciacién se convierten en células mieloides maduras. Sin embargo,
los progenitores mieloides no forman un sistema jerarquico Unico, sino que son
consideradas como una red de células que pueden diferenciarse en varios subconjuntos
de células mieloides mas especializadas (10) (Figura 8). Los tres grupos de células
mieloides diferenciadas: granulocitos, células dendriticas y macréfagos juegan un papel

crucial en el manejo de agentes patdégenos que ingresan a nuestro cuerpo.
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Figura 8. Diferenciacién de poblaciones del sistema inmune bajo condiciones normales.

Los granulocitos son células mieloides que se caracterizan por la presencia de granulos
citoplasmicos y una morfologia nuclear especifica. Estos se clasifican en neutrofilos,
eosindfilos y basdfilos, teniendo los dos primeros la capacidad de fagocitar. Los
neutréfilos representan la poblacion leucocitaria mas abundante del cuerpo, la cual posee
una maquinaria compleja para fagocitar y destruir bacterias, denominados leucocitos
polimorfonucleares. Los neutréfilos no son liberados de la médula Osea hasta que
alcanzan su madurez, estos circulan de 7 a 10 dias y migran a tejidos en donde residen
por unos cuantos dias. Sin embargo, se liberan precursores de neutréfilos (mielocitos y
pro-mielocitos) de la medula en respuesta a muchos tipos de infecciones e inflamacién.

Las células dendriticas (DCs por sus siglas en inglés) son células mieloides diferenciadas
que se especializan en el procesamiento y presentacién de antigenos. Estas se
diferencian en la médula 6sea a partir de diversos progenitores, en humanos los
monocitos son los precursores mas importantes de las DCs. Existen dos subgrupos
principales de células dendriticas: las DCs convencionales y las DCs plasmocitoides

(pDCs) (56). Aunque éstas células comparten algunos de sus progenitores comunes, su
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diferenciacion esta controlada por distintos programas genéticos y tienen diferente
funcion, morfologia y marcadores. Cuando las DCs se encuentran funcionalmente activas,
pueden estimular efectivamente la respuesta inmune, debido a que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) y patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs). Estas se activan y responden a estimulos asociados con bacterias, virus o
tejidos dafiados. La activacién de las DCs da lugar a profundos cambios en su expresion
génica, lo que resulta en una mayor expresién de moléculas co- estimuladoras y citocinas
que promueven la activaciéon de las células T asi como en la sobre-regulacion de los
receptores de quimiocinas que impulsan la migracion de las DCs a los tejidos linfoides
(56). Por otra parte las pDCs constituyen una poblacidbn menor de DCs, tienen una
morfologia similar a la de las células plasmaticas y produce grandes cantidades de
interferbn gamma (IFN-y) en respuesta a la activacién de sus receptores de tipo T por
acidos nucleicos virales o ADN (57).

Los macréfagos pertenecen a un grupo de células mieloides diferenciadas que se
comunican constantemente con una gran variedad de células inmunes y no inmunes, y su
correcto funcionamiento representa una pieza clave en el establecimiento de una
respuesta inmune efectiva. La poblacion de macréfagos incluye una amplia gama de
células, marcadores y funciones que son reflejo de su microambiente tisular. Su funcién
en individuos sanos es eliminar los agentes infecciosos, promover la cicatrizaciéon de
heridas y regular la inmunidad adaptativa. Se han descrito dos tipos funcionales de
macréfagos, los activados clasicamente (M1) que se activan por IFN-y, productos
bacterianos y expresan bajos niveles de IL-10 y altos de IL-12, considerandolos
tumoricidas (58). Por otra parte, los macréfagos activados por la via alterna (M2)
estimulados por las citocinas IL-4, IL-10, IL-13 y hormonas glucocorticoides, expresan
altos niveles de IL-10 y bajos de IL-12; relacionandose en gran medida a la inflamacién y

progresion tumoral (59).

1.3.1. Regulacion de las células mieloides durante el desarrollo del tumor

Las células mieloides en la patogénesis del cancer han sido reconocidas durante las
tltimas dos décadas y se ha demostrado su papel crucial en la promocion, angiogénesis
tumoral, metastasis, invasién celular y alteracion de la respuesta inmune (60-62). Distintos
estudios indican que el microambiente tumoral altera a diversas poblaciones de células

mieloides y puede convertirlas en potentes células inmunosupresoras (10). Las células
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mieloides estan intimamente relacionadas y funcionan como un sistema Unico y complejo
el cual interactta con el entorno y responde a estimulos tanto en condiciones fisiol6gicas
como patolégicas por ejemplo, la manipulacion a la que se someten durante el desarrollo

tumoral (Figura 9).

Figura 9. Cambios que ocurren en las células mieloides en céancer. Los factores producidos en el
microambiente tumoral por células tumorales y células del estroma promueven la diferenciacion
aberrante de las células del linaje mieloide. Las lineas punteadas muestran las vias normales de
diferenciacion que siguen las células mieloides a partir de un precursor mieloide inmaduro. Las
lineas continuas indican las vias de diferenciacion aberrantes que siguen las células mieloides
durante el céancer en las cuales el microambiente tumoral puede promover el desarrollo de
poblaciones inmunosupresoras, incluidas las células supresoras de origen mieloide monociticas M-
MDSCs, células supresoras de origen mieloide polimorfonucleares PMN-MDSCs, células
dendriticas supresoras DCs y macréfagos asociados a tumores TAMs. Las lineas punteadas claras
ilustran vias de diferenciacién sugeridas pero aun no confirmadas. (Imagen de Gabrilovich.D. , Nat.
Rev. Immunol, 2012)
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1.3.2. Células Dendriticas en el desarrollo del cancer

El desarrollo del cancer afecta la funcién de las DCs de manera importante. Induce entre
otras condiciones, la falta de estimulacion para el establecimiento de una respuesta
inmune, lo que contribuye potencialmente a la evasién tumoral del reconocimiento
inmunolégico. La mielopoyesis anormal es el mecanismo responsable de las alteraciones
funcionales de las DCs en el desarrollo del cancer (10).

Los resultados de una diferenciacion anormal en estas células suelen ser la disminucion
en la produccion de las DCs maduras funcionalmente competentes, aumento en la
acumulacion de DCs inmaduras en el sitio del tumor y un aumento en la produccion de las
células mieloides inmaduras (63). Se ha observado una presencia menor y funcion
deficiente de las DCs maduras en pacientes con cancer de mama, cancer de pulmén de
células no pequefias, de pancreas, cervico-uterino, hepatico, prostéatico y glioma (64-66).
Ademas, se han asociado diversos factores solubles derivados del tumor en la
diferenciacién anormal de las DCs, como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF por sus siglas en ingles), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF,
por sus siglas en ingles) y la interleucina-6 (IL-6) entre otros, que dentro del
microambiente tumoral limitan el funcionamiento normal de las DCs (51). Asi mismo,
algunas DCs en huéspedes portadores del tumor suprimen la funcién de las células T
fenotipicamente inmaduras y maduras (67). Distintos estudios indican que poblaciones
inmaduras de DCs que sufren alteraciones en su programa de diferenciacion y que se
encuentran condicionadas por el microambiente, pueden promover una tolerancia
inmunolégica.

De manera relevante, se ha descrito que las DCs infiltradas en tumores de préstata
alteran las funciones de las células T CD8+ intratumorales, utilizando mecanismos
inmunosupresores como la sobre-expresién de arginasa-l1 (ARG1), atribuidos
anteriormente sélo a células supresoras como los TAMs y MDSCs, (68). Esta clase de
evidencias sugieren que los programas de inmunosupresion pueden ser compartidos por

diferentes células mieloides en el cancer.

1.3.3. Macréfagos en la promocién tumoral

Se ha descrito que los macréfagos se organizan durante el cancer para facilitar el

crecimiento tumoral.Los macréfagos M1 son anti-tumorales y promueven el rechazo del
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tumor, mientras que los macrofagos M2 facilitan la progresion tumoral. Muchos tumores
sélidos que crecen progresivamente contienen TAMs, que promueven la progresién del
tumor a través de una variedad de mecanismos y tienen el fenotipo de los macréfagos M2
(69)Su presencia se asocia con un peor pronéstico clinico (70), y recientemente se
demostré que los TAMs con genes especificos, se asocian al fracaso del tratamiento
primario en pacientes con linfoma de Hodgkin (71).

Estas poblaciones mieloides son similares a los macréfagos M2 y median sus efectos a
través de mecanismos inmunes y no inmunes. Los mecanismos no inmunes incluyen la
promocién de la angiogénesis, facilitan la invasion de células tumorales, favorecen la
metastasis y la proteccion de células tumorales a la quimioterapia inducida por apoptosis
(72). Los mecanismos inmunes propios de un macrofago M1 resultan afectados por la
actividad de TAMs ya que éstos eliminan a los primeros mediante el bloqueo de su
activacion. Acorde a esto, se ha observado que los TAMs son ineficientes como células
presentadoras de antigeno y que producen quimiocinas como el ligando CC-22 (CCL22),
que atraen a las células Treguladoras inhibiendo la activacion de las células T(72).De
manera similar a lo que sucede con las DCs inmaduras y las MDSCs, los TAMs tienen la
capacidad de sobre expresar ARG1(73) y mas que cualquier célula mieloide, privan a las
células T de L-arginina necesaria para su proliferacion y correcto funcionamiento. El
microambiente presente en los diversos tumores humanos contienen TAMs que varian en
fenotipo y funcion. Se han identificado diversos subconjuntos de TAMs en carcinomas, los
cuales, tienen diferentes vidas medias y frecuencias relativas que varian a medida que el
microambiente tumoral evoluciona (74).

Es importante sefialar que todos los subconjuntos de TAMs al igual que las DCs y
granulocitos supresores que se encuentran estrechamente relacionados con el tumor,
comparten mecanismos biolégicos que son producto del constante direccionamiento que

ejerce el tumor mediante la liberacion de factores solubles.

1.3.4. Granulocitos en la progresion del Cancer

Recientemente, las evidencias vinculan a los granulocitos, en particular a los neutroéfilos,
con procesos que promueven el desarrollo tumoral mediante la angiogénesis, supresion
de la respuesta inmune, metastasis e invasion (50, 62, 75). Las células tumorales y
asociadas al estroma celular atraen fuertemente a neutréfilos maduros e inmaduros

mediante la expresién de quimiocinas tipo CXC y procineticina 2.
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En el cancer pulmonar el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus
siglas en inglés) producido en exceso por el tumor también recluta granulocitos pre-
metastaticos hacia nichos particulares, en donde promueven la iniciacion de la metéstasis
subsecuente (50).

Es probable que los granulocitos promuevan la angiogénesis mediante la expresion de
metaloproteinasa 9 de matriz(MMP9) que induce la sobreexpresion del factor VEGF en
tejidos neoplasicos (76).Adicionalmente, algunos granulocitos reclutados al tumor liberan
elastasa, que penetra en el compartimento endosomal de las células neoplasicas y
degrada el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1). Esta degradacion facilita la
interaccion entre fosfoinositil cinasa-3 (PI3K) y el receptor para el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), promoviendo asi la proliferacion de células tumorales (77).
Como sucede en otras poblaciones mieloides los neutréfilos pueden presentar un fenotipo
antitumoral tipo (N1) 6 un fenotipo pro-tumoral (N2). En el microambiente tumoral se ha
observado un direccionamiento y reversion hacia el fenotipo N2. El factor de crecimiento
transformante beta (TGF-3, por sus siglas en inglés), impulsa el fenotipo N2, y su bloqueo

promueve un fenotipo N1 con actividad antitumoral (78).

1.3.5. Impacto de los mecanismos tumorales sobre las células mieloides

Las células neoplasicas y las células del estroma asociadas al tumor liberan multiples
factores solubles que perturban a las diversas poblaciones de células mieloides. Las
citocinas tales como el factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-
CSF), granulocitos G-CSF y macréfagos M-CSF, el factor de células madre (SCF, también
conocido como ligando KIT), el VEGF e IL-3 promueven la mielopoyesis y contribuyen en
parte, a un bloqueo en la maduracién de estas células (79) (Figura 10). Asi mismo, los
factores solubles pro-inflamatorios derivados del tumor como la IL-1(, IL-6, S100A8 vy
S100A9, asi como citocinas liberadas por las células T activadas como el IFN-y, IL-4, IL-
10 y IL-13 (80, 81), inician vias inmunosupresoras que comprometen a las células
mieloides inmaduras a convertirse en MDSCs y a promover alin mas la diferenciacién de

las MDSC hacia DCs y macréfagos inmunosupresores.
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Figura 10. Mecanismos moleculares de células mieloides afectados en cancer. En el
microambiente tumoral se secretan diferentes citocinas y mediadores inmunes que regulan la
actividad de multiples factores de trascripcién que afectan tanto a precursores mieloides como a
células mieloides maduras. Estos factores de transcripcién, a su vez, regulan la sintesis de sus
proteinas blanco afectando asi funciones de las células mieloides. ARG1, arginasa 1; BCL-XL,
linfoma XL de células B; C/EBP, proteina de unién al enhancer CCAAT; DC, célula dendritica; G-
CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos; GM-CSF, factor estimulador de colonias de

granulocitos y macréfagos. INFy, interferon-y entre otros.

En ese sentido, el TGF-B derivado del tumor regula la acumulacion de MDSC y promueve
la polarizacién hacia neutréfilos supresores. De manera similar, la liberacion al torrente
sanguineo de exosomas que contienen péptidos sefial, mMRNAs, microARNSs vy lipidos por
parte de células neoplasicas y células del estroma asociadas al tumor, promueve la
expansion de MDSCs.

Los factores solubles derivados del tumor regulan linajes mieloides en multiples niveles a
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través de una variedad de factores de transcripcion como el transductor de sefiales
activadoras de la transcripciéon 3 (STAT3, por sus siglas en ingles) que desempefia un
papel importante en la regulacion de las DCs, induciendo la expansiéon de la poblacion de
MDSCs asi como alteraciones en los macrofagos (82-84). Este factor transcripcional no
soOlo previene la apoptosis y promueve la proliferacion celular mediante la sobre-
regulacién de factores anti-apoptéticos y pro-proliferativos como (Bcl-XL), MYC, ciclina D1
y survivin (85), sino que también regula la expresion de mudltiples proteinas que son
cruciales para la diferenciacion de células mieloides. Adicionalmente, el incremento de las
proteinas pro- inflamatorias de unién a calcio S100A8 y S100A9 regulan positivamente a
STAT3, lo que induce la activacion de vias que afectan la diferenciacion de DCs y
promueven la acumulacion de MDSC (86).

El factor de transcripcion STATL1 inducido por la actividad de IFN-y regula en las células
mieloides la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa (INOS, por sus siglas en ingles)
gue es crucial para los procesos inmunosupresores ejercidos por TAMs y MDSCs (87,
88). Adicionalmente el factor STAT6 inducido por IL-4 controla la polarizacion de TAMs
mediante la unién al promotor del gen que codifica a la proteina 3 con dominio
desmetilasa (JMJD3, por sus siglas en inglés) lo que da lugar a la desmetilacion de la
lisina 27 de la histona H3 en un loci genético especifico que origina el aumento de la
expresion de ARG1, YM1y FIZZ1 promoviendo asi, la polarizacion hacia M2 (85).

La familia receptores de linfocitos T (TLR, por sus siglas en inglés) también tiene un papel
destacado en el desarrollo de células mieloides, principalmente a través de la activacién
de la diferenciacion mieloide de la proteina 88 de respuesta primaria (MyD88) y la
induccién rio abajo del factor nuclear- kB (NF-kB). Esta via de sefializacion es crucial
para el reclutamiento de células mieloides a sitios de infeccién, lesiébn o crecimiento del
tumor. Acorde con estos hallazgos los mediadores pro-inflamatorios COX2 vy
prostaglandina E2 (PGE2, por sus siglas en ingles), que inducen la acumulacién y
actividad supresora de MDSC también son blancos potenciales para la accion del NF-kp.
Como se menciond, el microambiente puede condicionar a las células mieloides para
convertirse en poblaciones inmunosupresoras. En la actualidad este fenédmeno se estudia
ampliamente por distintos grupos, destacando de manera importante el efecto de la
acumulacion excesiva de células mieloides inmaduras. Estas poblaciones celulares con
capacidad para suprimir la respuesta antitumoral fueron etiquetadas como MDSCs porque

comparten el origen mieloide y las propiedades inmunorreguladoras (14, 89, 90).
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1.4. Células supresoras de origen mieloide (MDSCs)

Las células supresoras de origen mieloide constituyen una poblacién mieloide
heterogénea (granulocitos, células dendriticas y macréfagos) en un estado inmaduro con
capacidad de suprimir la respuesta inmune del hospedero (11). Las MDSCs pueden
considerarse un elemento basal de regulaciéon inmune natural, ya que pueden evitar el
dafio e inflamacién que causarian poblaciones citotoxicas, después de haber eliminado al
agente extrafio. En este contexto las células mieloides inmaduras con fenotipo de MDSCs
gue se generaron en la médula ésea de individuos sanos, se diferencian en células
mieloides maduras. Los factores solubles como el GM-CSF, SCF y diversas citocinas
favorecen el origen de células mieloides maduras capaces de establecer una respuesta
inmune efectiva. Sin embargo, durante estados patoldgicos, traumas, inflamacion,
trasplantes y otras condiciones de estrés, estas células supresoras se expanden en
medula y viajan al torrente sin haber madurado correctamente. Como resultado de esta
liberacion, las MDSCs se acumulan en 6rganos linfoides periféricos en donde pueden
expandirse y migrar a sitios blanco y torrente sanguineo. Los efectos supresores de esta

poblacion se pueden ejercer asi, sobre la respuesta inmune innata y adaptativa (11).

1.4.1. Contexto historico

Las células supresoras de origen mieloide fueron descritas hace mas de 20 afios en
pacientes con cancer, pero su importancia funcional en el sistema inmune ha sido
apreciada sélo recientemente (91). Debido a lo heterogéneo de estas poblaciones fueron
denominas como: células supresoras naturales, células mieloides inmaduras, progenitores
mieloides inmaduros o células supresoras mieloides entre otros. Dado que ninguna de
estas nhomenclaturas abarca completamente las caracteristicas de este tipo de células, la
propuesta hecha por el Dr. Gabrilovich y sus colaboradores, designa el nombre de
“Células supresoras de origen mieloide” (92). Esta nomenclatura transmite mejor las
propiedades de este tipo celular porque indica que pertenecen al linaje mieloide, implica la
heterogeneidad del fenotipo y la plasticidad funcional, ademas de que describe la
naturaleza inmunosupresora de estas células.

Ademds, permite distinguir a esta poblacibn de otras con caracteristicas
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inmunoreguladoras o inmunosupresoras como los macrofagos asociados a tumores y las
células T reguladoras (Treg); asi como de otras que simplemente no se han diferenciado,
como las células mieloides inmaduras (IMCs). Esta nomenclatura es aplicable tanto en
animales como en humanos. Sin embargo, como se describird mas adelante las células
de humano desafortunadamente no expresan un marcador distintivo que permita su
distincion absoluta.

La gran cantidad de informacién en torno a la biologia de las MDSCs confirman, por una
parte, que estas células podrian haber evolucionado como un componente que regula el
sistema inmune, y por otra, que su funcion y mecanismos dirigidos por el desarrollo de

neoplasias es evidente y representa un posible biomarcador.

1.4.2. Origen de las MDSCs

Como se menciond anteriormente, las células supresoras de origen mieloide que se
expanden y se acumulan en condiciones patolégicas, no son una poblacion bien definida
de células mieloides, sino una poblacion heterogénea de células mieloides
diferencialmente inmaduras. Estas células mieloides pueden ser parte del proceso normal
de mielopoyesis, el cual tiene lugar en la médula 6sea y es controlado por una red
compleja de factores solubles que incluye a GM-CSF, SCF, IL-3 y Receptor 3 con
actividad de tirosina cinasa semejante a Fms (FLT3, por sus siglas en inglés: Fms-like
tyrosine kinase 3 receptor) (11).

Las células madre hematopoyéticas se diferencian en células progenitoras mieloides
comunes Yy luego en células mieloides inmaduras. Normalmente las células mieloides
inmaduras migran a organos periféricos, donde se diferencian en macrofagos, células
dendriticas o granulocitos. Sin embargo, los factores que son producidos durante
infecciones agudas o crénicas, trauma o0 sépsis y en el microambiente tumoral,
promueven la acumulacion de las células mieloides inmaduras en estos sitios, impidiendo
su diferenciaciéon e induciendo su activacion. Estas células presentan funciones
inmunosupresoras y por lo tanto son nombradas células supresoras de origen mieloide.
Las MDSCs se acumulan también en érganos linfoides periféricos en respuesta a factores
de origen tumoral. Ademas, estas células pueden también diferenciarse en TAMs dentro
de un microambiente tumoral, en el cual el fenotipo y funciéon de TAMs es distinto de aquel

expresado por las MDSCs (11) (Figura 11).
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Figura 11. El origen de MDSCs. A partir de un progenitor mieloide comuin las células mieloides
pueden dar origen a células mieloides maduras o a MDSCs. (Imagen de Gabrilovich.D. Nat. Rev.
Immunol. 2009)

1.4.3. Subgrupos de MDSCs.

Dado que las células supresoras de origen mieloide carecen de la expresion de
marcadores de superficie celular especificos y comparten algunos que son expresados
por monocitos, macrofagos, células dendriticas y granulocitos, éstas han sido estudiadas
con diversos fenotipos (Figura 12). En ratones, las células supresoras de origen mieloide
estan caracterizadas por la co-expresion del antigeno de diferenciacién de linaje celular
mieloide GR1 y CD11b (también conocido como aM-integrina), lo que permite un facil
analisis y aislamiento para su estudio (11, 93). Normalmente la médula 6sea de ratdn
contiene un 20-30% de células con este fenotipo, pero estas células son sélo una
pequefia proporcion (2.4%) de las células del bazo y estan ausentes en los ganglios
linfaticos.

En humanos las MDSCs han sido caracterizadas de diversas formas. Estas suelen ser
identificadas como células CD14-CD11b+ y frecuentemente como células que expresan el
marcador comun de células mieloides CD33, que carecen de la expresién de marcadores

de células maduras, y de moléculas de MHC clase Il, HLA-DR. Ademas, en diversos
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estudios estas células han sido identificadas dentro de una poblacién granulocitica en
sangre periférica(87, 89, 94).

El uso de los anticuerpos monoclonales antes mencionados llevé a la identificacién de dos
subclases de células supresoras de origen mieloide: las MDSCs granulociticas que tienen
un fenotipo CD11b+LY6G+LY6Clow y aquellas con morfologia monocitica con un fenotipo
CD11b+LY6G-LY6Chi para células de ratén (95). Posteriormente, en humanos también se
estableci6 la expansién de ambas subclases que involucran diversos fenotipos debido a la

limitante mencionada sobre la falta de marcadores especificos (87).
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Figura 12. Mecanismos supresores mediados por los diferentes subgrupos de MDSCs. Las
MDSCs en el ratdn se diferencian en dos principales subgrupos: Las MDSCs monociticas, las
cuales tienen un fenotipo CD11b+LY6G-LY6Chi; y las MDSCs granulociticas con fenotipo
CD11b+LY6G+LY6Clow. En la mayoria de los modelos tumorales predomina el linaje granulocitico
(70-80%). Se ha sugerido que el subgrupo granulocitico tiene una actividad incrementada de
STAT3 y NADPH, lo que resulta en niveles elevados de ROS y niveles bajos de 6xido nitrico. ROS
y peroxinitritos [el producto quimico de la reaccion entre el éxido nitrico (NO) y anion superéxido
(02-)], inducen la modificacion post-traduccional del receptor de las células T, ocasionando una
falta de respuesta en este tipo celular. El linaje monocitico, tiene una expresion sobre-regulada de
STAT1 y de la enzima 6xido nitrico inducida (iNOS o NOS2) y niveles incrementados de NO pero
produccion baja de ROS. El 6xido nitrico que es producido por el metabolismo de la L-arginina por
iINOS, suprime la funcién de las células T a través de varios mecanismos, que involucran la

inhibicién de cinasas Janus-3 (JAK-3, por sus siglas en inglés) y STAT-5, la inhibicién en la
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expresion del MHC clase Il y la induccion de apoptosis. Ambos subgrupos tienen niveles
incrementados de arginasa 1, la cual causa la supresion de las células T a través de la deplecion
de la L-arginina. Solo el linaje monocitico, puede diferenciarse in vitro en células dendriticas

maduras y macro6fagos. (Imagen de Gabrilovich.D. Nat. Rev. Immunol. 2009)

Se ha sugerido que la fraccibn monocitica de las MDSCs ejerce un mayor efecto
inmunosupresor con respecto a la fraccion granulocitica, sin embargo, en la mayoria de
los casos la expansion de estas Ultimas es superior que las de subclase monaocitica.
Ademas, las MDSCs polimorfonucleares representan un importante subconjunto por su
participacién en otros procesos del desarrollo tumoral como la angiogenesis y la

metéastasis (11).

1.4.4. Expansién y activacion de MDSCs

Para que se lleve a cabo la actividad supresora de las MDSCs, éstas requieren de
factores que simultdneamente promuevan su expansion y activacion. La expresién de
estos factores son producidos principalmente por patégenos, células tumorales y células
T. Mediante una compleja via de sefializacién en la que intervienen diversos factores
como IL-6, GM-CSF, IL- 10, M-CSF, G-CSF y VEGF se desencadenan diferentes vias de
sefalizaciébn en las MDSCs que involucran principalmente, a la familia de moléculas
activadoras de la transcripcion y transductores de sefiales (STATs) (11) (Figura 13). La
activacion de STAT-6, STAT-1 y del factor NF-kB mediada por receptores tipo Toll, resulta
en la activacion de las MDSCs, lo que lleva a estas células a sobre regular las enzimas
arginasa 1 y sintasa de Oxido nitrico, (enzimas que otorgan diversos mecanismos
inmunosupresores a estas poblaciones).

Recientes hallazgos indican que la via corriente abajo de STAT3 también pueden regular
la expansion de MDSC mediante la expresién de las proteinas S100A8 y S100A9, las
cuales son miembros de la familia de proteinas de union a calcio S100 que se libera en
respuesta al dafio celular, la infeccibn o la inflamacion, y estan involucradas
especificamente en la acumulacion y la funcion de MDSCs granulocitica (11). Asi mismo,
estas proteinas estan involucradas en la produccion de ROS en MDSCs.

Aunque las proteinas S100A8 y S100A9 inducen su efecto sobre las MDSCs a través de

la activacion de la via del factor nuclear kB, este mecanismo todavia no se entiende
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completamente, pero parece tener un papel importante en regular la expansion de MDSC
y puede proporcionar un enlace interesante entre la supresién inmune y la progresion del
cancer (11, 69).
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Figura 13. Vias de sefalizacién involucradas en la expansion de las MDSCs. La acumulacién de
las MDSCs est4 regulada por varios factores que son liberados por células tumorales, células del
estroma, células T activadas y macréfagos, células tumorales apoptéticas, agentes virales y
bacterianos y células infectadas por patégenos. Estos factores (IL-6, GM-CSF, IL-10, M-CSF, G-
CSF y VEGF) desencadenan diferentes vias de sefializacién en las MDSCs que involucran,
principalmente, a la familia de moléculas activadoras de la transcripcidn y transductores de sefiales
(STATSs, por sus siglas en inglés). STAT 3, regula la expansién de las MDSCs, estimulando la
mielopoyesis e inhibiendo la diferenciacién de células mieloides y promoviendo la supervivencia de
las MDSCs a través de factores transcripcionales como MYC (factor transcripcional que es
codificado por el protooncogen Myc) y proteinas que inhiben la apoptosis, como la proteina XL del
linfoma de células B (BCL-XL, por sus siglas en inglés) y ciclina D. STAT-3, contribuye también en

el incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en las MDSCs. La activacién de STAT-6
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y STAT-1, asi como de la activacion del factor nuclear-kb (NF-kb) mediada por receptores tipo Toll,
resulta en la activacién de las MDSCs, lo que lleva a estas células a la sobre-regulacién de las
enzimas arginasa 1 y éxido nitrico sintasa inducida (iNOS o NOS2), asi como al incremento en la
produccion de citocinas supresoras como el factor de crecimiento transformante-b (TGF-b). Las
proteinas de unién al calcio S100 (S100A8 y S100A9) se unen directamente a componentes del
complejo NADPH. Esta unién potencia la activacién del complejo oxidasa NADPH en las MDSCs,
lo que causa un incremento en la produccion ROS, y por ende de la actividad supresora
observada. Abreviaturas en inglés: G-CSF, granulocyte colony- stimulating factor (factor
estimulante de colonias de granulocitos); GM-CSF, granulocyte/Macrophages CSF (Factor
estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos); IFN-y,(interferén gamma); IL, interleukin
(interleucina); JAK, Janus kinase (cinasas Janus); MyD88, myeloid differentiation primary-response
gen 88 (gen de respuesta primaria para diferenciacién mieloide que codifica para una molécula
adaptadora del receptor tipo Toll); Phox, (phagocyte oxidase); VEGF, vascular endothelial growth
factor (factor de crecimiento endotelial vascular). (Imagen de Gabrilovich.D. Nat. Rev. Immunol.
2009)

1.4.5. Regulacion de las MDSC en el cancer

El impacto de las MDSCs en el cancer podria ser descrito como un efecto de dos etapas,
la primera es una mielopoyesis anormal y el reclutamiento de MDSCs al tejido tumoral y la
segunda es la produccién de citocinas que activan a las MDSC vy las interacciones célula-
célula en el microambiente tumoral para la adicional progresion del cancer (96)

La etapa del reclutamiento esta estrechamente regulada por varias moléculas solubles,
asi como por la sobre-regulacién de STAT3 y de otras vias de sefalizaciéon. En una
actualizaciobn mas reciente en este tema, se encontrd0 que la via de sefializacion del
TNF-a impulsa la acumulacion de MDSC en el tejido tumoral para evadir la respuesta
inmune en un modelo murino portador del tumor.

Asi mismo diferentes citosinas se han involucrado en el reclutamiento de MDSC,
incluyendo VEGF y CSF de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). De hecho, elevados
niveles séricos de VEGF estan directamente correlacionados con el nimero de MDSC en
sangre y en bazo, y se han asociado a un peor prondstico en pacientes con cancer (96).
Ademas del reclutamiento en el microambiente tumoral y el promover la evasion inmune
también se ha demostrado que las MDSC tienen un papel importante en la metéstasis y
en la angiogénesis (96).

Mientras que en individuos sanos los niveles de MDSCs permanecen en niveles casi
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imperceptibles, durante el desarrollo del cancer estas y otras poblaciones supresoras se
incrementan y se acumulan para establecer una plataforma que permita al tumor evadir la
respuesta inmune. Para que esto ocurra, es necesario que la diferenciaciéon de células
mieloides se desvie de su camino normal, la cual, dirige a los macrofagos, DCs y
granulocitos hacia una via que favorece la diferenciacion de MDSCs patoldgicas. La
caracterizacion funcional de diversas poblaciones de MDSCs renueva continuamente el
enfoque sobre fenotipos adecuados para el andlisis de éstas poblaciones supresoras.

La inclusién de estas poblaciones en estudios clinicos que se ha incrementado en las
Ultimas dos décadas comienza a reflejar su importancia en el manejo de canceres
humanos. Las MDSCs con el fenotipo LIN-HLA-DR-CD33+CD11b+ se ha aislado de la
sangre de pacientes con glioblastoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmén o céncer de rifién (128) (Tabla 2). La frecuencia de esta poblacién de células
inmaduras puede reflejar la carga tumoral y su alta frecuencia se correlaciona con un mal
pronostico y la progresion radiogréafica en pacientes con cancer colorrectal (129).

Las células monociticas CD14+CD11b+HLA-DRIow/—, circulan en la sangre de los
pacientes con melanoma, mieloma mudltiple, cancer de préstata, carcinoma hepatocelular
o el cancer de cabeza y cuello. De igual forma, los pacientes con cancer renal se ven
afectados por MDSCs polimorfonucleares CD11b+CD14-CD15+CD66b+VEGFR+ (89).
Estos y otros fenotipos han sino empleados para la caracterizaciéon de poblaciones

mieloides supresoras en cancer.
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Tabla 2. Fenotipos de MDSCs en cancer

MDSC subset Phenotype Cancer type Source
Unclassified
LIN "HLA-DR CD33*CD11b™ Breast Peripheral blood
Colon
Lung
Renal
Pancreatic
Oesophageal
Gastric
CD14+ /farginase ™ Multiple myeloma
CD11b+*CD14-CD15- Melanoma Peripheral blood and tumour tissue
Granulocytic
Cl11b+CD14-CD15*CD66b* VEGFR1* Renal Peripheral blood
CD15* *IL-4R*CD124 Colon Peripheral blood
Melanoma
CD11b*CD14CD15+CD33+ Lung Peripheral blood
CD11b+*CD14-CD15nt Melanoma Peripheral blood and tumour tissue
Monocytic
CD14+CD11b+HLA-DRw/ - Melanoma Peripheral blood
Prostate
HCC
Head and neck
CD147IL-4RTCD124 Colon Peripheral blood
Melanoma
CDh14+ Melanoma Peripheral blood and tumour tissue

(Tabla desde YS Khaled et al., Review Immunology and Cell Biology 2013)

1.4.6. Mecanismos de Supresion

Para que se establezca una respuesta antitumoral efectiva los linfocitos requieren la
asistencia de células accesorias de origen mieloide que hagan accesible el antigeno al
receptor de las células T. Las células accesorias son también importantes para la
eliminacion de antigenos, destrucciébn de patégenos intracelulares, produccion de
colageno y remodelacion de tejidos.

Estas funcionan como guia para los linfocitos, debido a que estas células deciden si una
respuesta inmune debe ser iniciada y si las células T deben ser activadas, asegurandose
también de que las células T activadas sean correctamente desactivadas para evitar el
dafio a tejidos propios y la acumulacibn de un gran numero de células antigeno
especificas que no son requeridas después de la eliminacién del antigeno. Como parte de
este proceso, las células mieloides son reclutadas desde la sangre y oérganos
hematopoyéticos en nimeros que son proporcionales al reto antigénico.

Durante el proceso carcinogénico, las MDSCs son capaces de inhibir esta respuesta a

través de mecanismos especificos que se siguen describiendo actualmente. Estas pueden
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usar diferentes mecanismos para suprimir la proliferacion de las células T, demostrando
gue ambos subgrupos de MDSCs usan diversas vias y moléculas de sefalizacién para
ejercer su funcién (87). Sin embargo, el papel que juegan en la supresion antigeno
especifica y a medida en que afectan la respuesta antitumoral en humano aun no han
sido determinadas.

La actividad supresora de estas subpoblaciones se atribuia hasta hace pocos afios al
agotamiento de aminodcidos esenciales para el funcionamiento de los linfocitos T y al
dafio molecular sobre el receptor de las células T, producto de la sobreexpresién de los
factores inmunosupresores Arginasa 1 e INOS respectivamente, en el interior de las
MDSCs (11). Sin embargo, en investigaciones recientes se han descrito otros

mecanismos para la supresion de la respuesta inmune.

1.4.6.1. Mecanismos de supresion dependientes de L-Arginina

Los mecanismos supresores de las MDSCs descritos con mayor frecuencia en la literatura
estan basados en el metabolismo que llevan a cabo las MDSCs sobre el aminoéacido
esencial L-arginina, el cual es un importante nutriente para una gran diversidad de
procesos celulares (99). La L-arginina es una aminoacido utilizado en la biosintesis de
proteinas como creatina y agmatina, ésta es metabolizada principalmente por las enzimas
arginasa y sintasa de 6xido nitrico, las cuales producen respectivamente: urea y L-
ornitina, y 6xido nitrico y L-citrulina (Figura 14). El consumo y transformaciéon de la L-
arginina, a través de las enzimas INOS y ARG-1 alteran funciones vitales para los
linfocitos T como su activacion y proliferacion. Ademas, un incremento en el metabolismo
de estos factores por las células mieloides, ocasiona un dafio a los linfocitos antigeno

especificos durante la respuesta antitumoral (100).
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Figura 14. Representacion esquematica de rutas metabdlicas dependientes de las enzimas
arginasa-1 e iNOS (NOS2). Las actividades de ambas enzimas se ilustran junto con las rutas
metabdlicas corriente abajo, que son activadas por la L-Arginina. Las lineas continuas indican la
actividad enzimatica principal, mientras que la linea punteada indica la ruta metabdlica alternativa.
En particular, cuando las concentraciones de la L-arginina son limitadas, los electrones se
transfieren a través de subunidades de iINOS al co-sustrato 02, el cual genera al i6n superéxido
(O2-). El O2- (de esta reaccion o de otra fuente) puede reaccionar con Oxido nitrico para generar
peroxinitritos (ONOO-) o con agua para producir perdxido de hidrégeno (H202). Se ha reportado la
produccion de peroxinitritos por la actividad combinada de arginasa-1 e iNOS, la produccién de
H20 es indicada, considerando el mecanismo de reaccidn quimica y por las observaciones
iniciales, aunque aun no ha sido comprobado completamente. Debe notarse que otras reacciones
oxidativas generan a las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive
oxygen species) en la célula. NOHA, NG-hydroxy-L-arginine; RNOS, reactive nitrogen-oxide

species.) (Imagen de Bronte, Nat Rev Immunol, 2005).

1.4.6.2. Agotamiento de L-Argininay su efecto en la proliferacion y

activacion de los linfocitos T

El consumo y agotamiento de la L-arginina tiene un efecto importante en la funcién de
distintos tipos celulares. En organismos unicelulares, el agotamiento de nutrientes es una
estrategia utilizada para regular la proliferacion de células que compiten en un

microambiente (101). La familia de enzimas arginasas, esta altamente conservada entre
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las especies.

La arginasa hidroliza a la L-arginina a L-ornitina y urea(Figura 11).La L-ornitina es un
precursor para la sintesis de poliaminas a través de la ornitina descarboxilasa (ODC) y
para la sintesis de la L-prolina por la enzima ornitina aminotransferasa (ODC), las
poliaminas estan involucradas en la diferenciacién y crecimiento celular, mientras que la
L-prolina afecta la produccién del colageno(101).

Es importante sefalar que la mayor parte de informacion referente a los procesos
moleculares que involucran a esta enzima dentro del contexto de las MDSCs se ha
obtenido de numerosos modelos murinos bien disefiados. Asi se han identificado dos
isoformas de la L-arginasa: arginasa-1 y arginasa-2, que son codificadas por diferentes
genes. Las isoformas son idénticas en un 58% a nivel de la secuencia de aminoacidos,
pero tienen distintas distribuciones celulares. La arginasa-1 (también conocida como
arginasa de tipo hepética) se localiza en el citosol de hepatocitos y es un componente
importante del ciclo de la urea (101). Ademas, su expresion es inducida en células
mieloides de ratdn a través de la exposicion a citocinas de tipo Th2, como IL-4 6 IL-13, asi
como por el TGF- (100). Asi mismo, el factor de transcripcion mas importante para la
arginasa-1 es el STATG6, pero también hay rutas independientes. EI STAT-1 también se
puede requerir para inducir la expresion de arginasa-l1 e INOS pero estas rutas
moleculares no han sido totalmente dilucidadas (85).

La arginasa-1 humana, se expresa constitutivamente en granulocitos mientras que la
arginasa-2 conocida cominmente como arginasa tipo renal se expresa constitutivamente
en la mitocondria de varios tipos celulares, incluyendo células renales, neuronas,
macréfagos y enterocitos (101). La induccién de la expresion de esta enzima en varios
sistemas biolégicos también se ha vinculado con la sobrerregulacion de los
transportadores de membrana de la L-arginina, indicando que ambos forman una unidad
funcional. Los transportadores de aminoacidos cationicos de raton CAT2A, CAT2B, CAT3
y CAT4 (CATs, por sus siglas en inglés) son proteinas integrales de membrana que
transfieren L- lisina, L-arginina y L-ornitina a través de una via independiente del pH,
sensible a estimulacion y saturable. Las CATs bombean L-arginina desde el
compartimiento extracelular al intracelular para compensar su metabolismo por la
arginasa-1 intracelular o por iNOS. Se ha observado que las MDSCs sobre-regulan
coordinadamente la expresion de ARG-1 y del transportador de aminoacidos catiénico
CAT2B, lo cual resulta en una disminucion de L-arginina extracelular, por debajo de los

niveles normales (100). En un modelo de cancer pulmonar en ratdén, se encontré que
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infiltrados de células con fenotipo supresor, (CD11b*GR1-F4/80-CD16°CD32) con alta
expresion de arginasa-1 y CAT2B incorporan y consumen rapidamente L-arginina del
medio extracelular, lo que resulta en dafio a la funcion de células T, mediante la inhibicién
de la expresion de la cadena € del CD3, después de la internalizacién inducida del TCR
en células T antigeno especificas (102). Este mecanismo parece ser relevante para la
proliferacién tumoral y para evadir su eliminacion in vivo, ya que al inhibir la arginasa con
(N-hidroxi-nor-L-arginina), se limité el crecimiento tumoral de manera dependiente a la
dosis (100). La cadena C del CD3 es un importante componente para la transduccién de
sefales en el TCR y se requiere para el ensamblaje correcto del complejo receptor. La
pérdida de esta cadena es uno de los mecanismos descritos que demuestra tener

relevancia en la funcion de las células T (73).

1.4.6.3. Estrés Oxidativo

La L-arginina es también el sustrato para la familia de enzimas de 6xido nitrico sintasa
(NOS). Se han descrito tres isoformas de la enzima NOS, como productos de diferentes
genes. Estas isoformas son idénticas en un 50% pero difieren en su localizacién
intracelular, regulacién, propiedades cataliticas y sensibilidad inhibidoria: NOS1 (también
llamada nNOS) predomina en tejido neuronal; NOS2 (también llamada iINOS) es la
isoforma inducida, la cual esta presente en varias células del sistema inmune, incluyendo
varios tipos de células mieloides, y NOS3 (también llamada eNOS) se encuentra en
células endoteliales (103).

La expresion de iNOS vy la produccion de NO se han descrito claramente en macrofagos,
neutréfilos, DCs y otras células que participan en la respuesta inmune. Se sabe que los
inductores principales de iINOS son el IFN- y y el lipopolisacéarido, pero también puede ser
activada por otras citocinas inflamatorias como IL-1, TNF, o IFN- y. Estas citocinas
regulan varios factores de transcripcién tales como el NF-Kf, la proteina activadora 1
(AP1) y STAT-1 (103). Las especies reactivas de oxigeno conducen a diversos bloqueos
moleculares en las células T, que van desde la pérdida de la expresion de la cadena ¢ del
TCR (104), hasta la desregulacién en la sefalizaciéon de la via del IL-2R (103) y la
desensibilizacién subsecuente del TCR (15). Se sabe que el 6xido nitrico (NO) regula
negativamente a proteinas de sefializacion intracelulares, ya sea directamente a través de

la nitrosilacién de residuos de cisteina, o indirectamente por la activacion de la enzima
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guanilato ciclasa (GC) y a la proteina cinasa dependiente de guanosin monofosfato ciclico
(cGMP). En las células T, el NO puede bloquear la fosforilacion y por lo tanto la activacion
de importantes proteinas de sefalizacion. Estudios en humanos han demostrado que el
NO afecta la estabilidad del MRNA que codifica para la IL-2 en linfocitos activados (103).
Por otro lado, el peroxinitrito (ONOO-) es una potente molécula oxidante producto de la
reaccion entre el NO y el anién superéxido, induce la nitracién y nitrosilacion de los
aminoacidos cisteina, metionina, triptéfano y tirosina del TCR y de moléculas CD8.
También se encuentra en altos niveles en sitios donde las MDSCs y células inflamatorias
se acumulan, incluyendo sitios de reacciones inmunolégicas y puede funcionar como un
mensajero intra e intercelular poco comun que induce modificaciones post-traduccionales
en las proteinas, a través de la nitracion de los residuos de tirosina. La nitracion de los
residuos de tirosina puede por lo tanto, influir en diferentes actividades bioldgicas, como la
actividad o inactividad enzimatica, diferenciacion, proliferacion e inducir apoptosis celular.
En dosis altas, los peroxinitritos controlan la muerte celular, por nitracién de componentes
de la membrana mitocondrial, lo cual causa dafio en este organelo celular y por lo tanto la
liberacion de factores que promueven la muerte celular, como el citocromo c¢ (103). Por
otra parte en pacientes con cancer avanzado, el perdxido de hidrogeno H202 producido
por granulocitos circulantes de baja densidad, han sido reconocidos como los causantes
del dafo funcional en las células T por la alteracién en la expresion de la cadena € del
CD3 (103).

Es importante mencionar que la falla del reconocimiento antigeno especifico que puede
producir el estrés oxidativo antes descrito sobre las moléculas de superficie de los
linfocitos T, no necesariamente los conducen a la muerte, ni evita su activacion especifica
contra otros estimulos sin relacién con los antigenos tumorales, incluyendo virus, lectinas,

moléculas co-estimuladoras, interleucinas u otros estimulos (105).

1.4.6 4. Mecanismos que conducen a una disminucion de la expresion de la
cadena ¢ del receptor CD3

La cadena C es una molécula de sefializacion transmembranal de 16 kDa implicada en la
transduccién de la sefial durante la activacion de las células T. Se descubrié primero
como una subunidad del complejo TCR, y mas tarde como un componente de los
receptores activadores NKp46, NKp30 y CD16, expresados por las células NK (106).

Se presenta como un homodimero unido por disulfuro, que consiste en un dominio

citoplasmico mas largo y uno corto extracelular, que contiene tres inmunoreceptores
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motivos de activacion basados en tirosinas (ITAM por sus siglas en ingles). La
fosforilacion de la tirosina desencadena una cascada de sefalizacion tras el reclutamiento
inicial de la proteina cinasa de 70 kDa (ZAP-70) asociada a la cadenaC especifica de las
células T, generando una cascada de sefiales intracelulares (106). Estos procesos son
criticos para el desarrollo de las células T, la diferenciacién, la expansién clonal, funciones
efectoras, y / o la produccion de citocinas (107).

La baja expresiéon de la cadena C en las células T y NK fue descrita por primera vez en
cancer colorrectal (108) y el carcinoma de células renales (109), pero posteriormente se
observé en tumores malignos como en el melanoma (110), cervico uterino (111),
pancreas, ovario (112), de mama (113) y céncer de cabeza y cuello (114), y con
frecuencia se correlaciona con la progresion tumoral y una menor sobrevida (115-118).
Asi mismo, la disminucién en la expresién de dicha cadena causa una reduccién en el
efecto citotdxico, en la proliferacién celular y en las citocinas cooperadoras Th, y se ha
descrito en el contexto de diferentes tipos de tumores humanos (119).

Sin embargo, reportes en otras enfermedades sugieren que la pérdida de CD3CT no es
exclusivo del cancer, se ha descrito en estados inflamatorios cronicos, en enfermedades
autoinmunes (lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide), y en infecciones
cronicas, como el VIH y lepra (106).

Por otro lado, se cree que la baja expresion de la cadena T puede ser producida por
metabolitos oxidativos por ejemplo, el 6xido nitrico (NO), perdxido de hidrégeno (120,
121), y por la arginasa-1 (122). Se ha demostrado que la secrecion de arginasa-1 por
parte de los macrdfagos activados, granulocitos y MDSC inducen la pérdida de la
cadena C por lo que es un importante mecanismo de supresion de las células T en ratones
portadores de tumores y en humanos (120, 122).

Sin embargo, otro de los mecanismos responsables de la baja expresion de la cadena
C en pacientes con distintos tipos de cancer, puede ser la secrecion de citocinas
inmunosupresoras por las células tumorales, las cuales producen TGF-B1 e IL-10 y aln
mas importante, los elevados niveles séricos de estas citocinas también se han
correlacionado con una disminucion en la expresion de la cadena . Ademas se ha
sugerido que la baja expresion de la cadena T se asocia con una disminucién de las
citocinas de tipo 1 como IFN-y, IL-2 y TNF-a (20, 21).

Por lo anterior, la cadena C del CD3 es un importante componente para la transduccion de

sefales en el TCR y se requiere para el correcto ensamblaje del receptor. La pérdida de
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esta cadena es uno de los mecanismos descritos que demuestra tener relevancia en la
funcién de las células T (123).

Debido al papel central que juega el TCRC en la sefializacion celular, se espera que las
consecuencias biologicas de su baja expresion y/o ausencia sean considerables, lo que
resulta en una disminucién de la inmunidad antitumoral, peor prondstico y una menor
sobrevivencia. Por lo tanto, la cadenal se esta convirtiendo en una molécula de
sefializacion clinicamente relevante, lo que también parece predecir una respuesta

favorable a las terapias biol6gicas (21)

1.4.6.5. Supresion cooperativa de Arginasa e iNOS.

La arginasa-1 e iNOS, son enzimas utilizadas tanto individualmente como en conjunto por
las MDSCs para suprimir la respuesta de las células T. La eleccion de cudl de estas
enzimas se utilizara, esta regulada por una compleja red de sefializacién la cual es la
base para que las MDSCs y células T activadas puedan interaccionar. EI mecanismo
molecular que regula la activacion y proliferacion de las células T, depende de la
predominante actividad enzimatica. Las evidencias iniciales indican que el metabolismo
de cada una de estas enzimas regula negativamente a la otra por competencia directa del
sustrato (L-arginina) (103)

Sin embargo, cuando se induce la expresion de ambas enzimas en el interior de las
MDSCs, datos cinéticos indican que la produccion del 6xido nitrico no debe ser afectada
en gran medida, ya que si bien, la ARG-1 tiene menor afinidad por el substrato, se
observé que estd cataliza la reaccién aproximadamente 1000 veces mas répido que
iINOS, lo que indica que la L-arginina es metabolizada a velocidades similares por estas
dos enzimas (124) Recientemente se mostré una actividad combinada de arginasa e
iINOS, en células mieloides CD11b+ provenientes de infiltrados tumorales. Esto indica que
la co-expresion de estas enzimas puede ser un marcador de las MDSCs. Tanto las
especies reactivas de oxigeno como él (H202) y las especies reactivas de nitrdgeno como

€l (ONOO-), son capaces de cruzar membranas dentro de las células o entre ellas (103).
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1.4.6.6. Nuevos mecanismos

Recientemente se ha descrito que las MDSCs aprovechan un exceso de mecanismos
para influir negativamente en la respuesta inmune innata y adaptativa. En los mecanismos
de supresion de estas poblaciones, se encuentran involucrados los transductores de sefial
activadores de la transcripcién, como STAT3, STAT1 y STAT6, que dan lugar a la

expresion de factores inmunosupresores.

1.4.6.6.1. Afectacion del trafico y viabilidad de los linfocitos T

La expresion de ADAM17 (desintegrina y proteina 17 que contiene un dominio
metaloproteinasa) en la membrana plasmatica de las MDSCs disminuye la expresion de
CD62L en la superficie de las células T CD4 + y CD8 +, lo que limita la recirculacién de
las células T a los ganglios linfaticos (125). Otro ejemplo es la modificacion de CCL2 por
el peroxinitrito derivado de las MDSCs, un proceso que afecta la migracién de las células
T CD8 + en el nicleo del tumor (126)

1.4.6.6.2. Induccion de apoptosis en los Linfocitos T

Las MDSCs expresan galectina 9, que se une a la inmunoglobulina de las células Ty a la
proteina 3 que contiene dominios de mucina (TiM3) en los linfocitos e induce la apoptosis
de células T (127). Las MDSCs también disminuyen en nimero e inhiben la funcion de las
células NK en ratén y humanos, principalmente a través de la membrana en contacto con
los mecanismos dependientes (es decir, a través de la membrana envolvente del TGF-§3 -
en el caso de MDSCs ratén) y mediante la interaccion con el receptor de las células NK
NKp30 (también conocido como NCR3) (128-130) (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismos de inhibicion dependientes de las MDSCs sobre la activacion y
proliferacion de linfocitos T. Las Células supresoras de origen mieloide (MDSCs) pueden inhibir
eficientemente la respuesta antitumoral de células T a través de diferentes mecanismos. a) MDSCs
asociadas al tumor inducen el desarrollo de linfocitos T reguladores Treg y también la proliferacion
de los Treg ya existentes. Las proteinas de unioén a calcio S100A8 y S100A9 estan involucradas en
la quimiotaxis de las MDSCs y otras células mieloides; estos efectos son mediados en parte a
traves del receptor de glicasién avanzada de productos finales (RAGE). Al mismo tiempo S100A8 y
S100A9 extendidos con gp9lphox son parte del complejo NADPH oxidasa (NOX) que es
responsable del incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por las
MDSCs. b) Células mieloides asociadas al tumor privan a los linfocitos T de aminoacidoas
esenciales para su diferenciacion y crecimiento. ¢) Células mieloides asociadas al tumor liberan
moléculas oxidantes, como el perdxido de hidrogeno (H202) y peroxinitrito (ONOO-). El
peroxinitrito causa nitracion y nitrosilacion de componentes del complejo de sefalizacion del
receptor de células T (TCR) y el H202 causa la perdida de la cadena del TCR, inhibiendo por lo
tanto la activacion de células T. d) Células mieloides asociadas al tumor también pueden interferir

con la migracion y viabilidad de células T. La metaloproteinasa ADAM17 (proteina 17 con dominio
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metaloproteinasa y desintegrina) se acopla a CD62L, el cual es necesario en la migracién de
células T para drenar nédulos linfaticos. Y la galectina 9 (GAL9) puede actuar sobre la
inmunoglobulina de células T y sobre la proteina 3 con dominio mucina (TIM3) sobre células T para
producir apoptosis. Como la induccion de las vias inmunosupresoras que se muestran en la
imagen son reguladas por factores de transcripcion comunes, estas vias pueden operar en mas de

un tipo celular mieloide. (Imagen de Gabrilovich.D. Nature Revs. Immunol. 2012)

1.4.7. Especificidad de las MDSCs para suprimir la respuesta inmune en
tejidos especificos.

Por otra parte en la supresion directa, el contacto célula-célula, es necesario para que los
peroxinitritos y ROS generados por las MDSCs dirijan sus efectos a las moléculas
expresadas por los linfocitos T, lo que ocasiona que estas células permanezcan sin
respuesta a antigenos tumorales. Las MDSCs pueden mediar la supresion de las células
T de manera antigeno especifica y no especifica, dependiendo de si estas entran o no, en
contacto directo con los linfocitos. Ademas, el efecto inmunosupresor por parte de las
MDSCs esté determinado por el contexto en el que se encuentren ya que sus estrategias
difieren respecto al lugar en el que actian.

En los organos linfoides periféricos, la supresion de las MDSCs sobre los linfocitos T
CD8+ se produce principalmente de manera antigeno especifica y requiere de la
presentacién de antigenos por MDSCs, asi como del contacto directo con células T (103)
(Figura 16). Por el contrario, en la periferia (131) y en el sitio del tumor (132-134), la
actividad de MDSCs se ve aumentada por las células T activadas, y como resultado las
MDSCs son capaces de suprimir a las células T cercanas de forma antigeno no
especifica. Sin embargo, si las células T se activan y comienzan a expresar el ligando de
Fas (también conocido como CD95L), las MDSCs pueden inducir en éstas un proceso
apoptético (131).

La medida en que las MDSCs pueden suprimir la respuesta inmune de manera especifica
y no especifica sigue siendo estudiada por distintos grupos. Sin embargo, las evidencias
indican que los factores que median la funcién supresora de las MDSCs pueden inhibir la
proliferacion de las células T inespecificamente, siempre y cuando éstas se encuentren en
proximidad con las MDSCs (11). Estos hallazgos se confirman en estudios in vitro que es

donde se lleva a cabo una supresién antigeno no especifica de las células T, mediada por
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las MDSCs. Mientras que las interacciones antigeno especificas entre células
presentadoras de antigeno y células T, resultan en un contacto mucho mas estable y mas
prolongado, que las interacciones antigeno no especificas. Estas interacciones célula-
célula, son necesarias para que los peroxinitritos y ROS generados por las MDSCs,
medien sus efectos en las moléculas expresadas en la superficie de las células T, y hacen
gue estas células queden sin respuesta a antigenos especificos. Otra evidencia que
soporta la hipotesis de que las MDSCs median la supresion de las células T de manera
antigeno especifica es el hallazgo que demuestra que las MDSCs pueden tomar
antigenos solubles, incluyendo antigenos asociados a tumores, procesarlos y presentarlos
a las células T para mediar una supresion antigeno especifica (102).

Apoyando esto en un estudio in vitro, se observo que al bloquear la interaccion MDSC-
célula T, con anticuerpos especificos contra el MHC clase |, bloquea la inhibicion de la
respuesta de células T CD8+ ejercida por las MDSCs. La naturaleza de la supresion de
células T CD8+ mediada por las MDSCs, restringida al MHC clase |, se ha demostrado
también in vivo en modelos tumorales y modelos de enfermedad intestinal (135, 136).
Como se menciond, las MDSCs migran activamente al sitio del tumor, en donde sobre-
regulan la expresién de factores inmunosupresores y se diferencian rapidamente a
macréfagos asociados a tumor (TAMs). Los niveles de dichos factores que son
producidos por los TAMs, son mucho mas altos que aquellos producidos por las MDSCs
gue estan presentes en 6rganos linfoides periféricos. Ademas los TAMs producen varias
citocinas que suprimen la respuesta de las células T, de manera antigeno-no especifica.
Las MDSCs migran activamente al sitio del tumor donde sobre regulan la expresién de
iINOS y arginasa-1 y se diferencian en gran medida a TAMs. Los niveles de NO y
arginasa-1 producidos por estos macréfagos son mucho mas altos que aquellos
producidos por las MDSCs. Ademas los TAMs producen varias citocinas que suprimen la
respuesta de las células T, de manera antigeno inespecifica (11). Sin duda las células del
estroma tumoral, la hipoxia y el ambiente acidéfilo juegan un papel en la regulacion de
esta poblacion supresora, dependiendo del entorno, (microambiente tumoral, periferia,

matriz extracelular, etc.) son los mecanismos bajo los que operan las MDSCs.
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Figura 16. Mecanismos de supresién inmune mediada por las MDSCs en 64rganos linfoides

secundarios y en sitios tumorales (Imagen de Gabrilovich.D. Nat. Rev. Immunol. 2009).

1.4.8. Mecanismos de inmunoterapia para suprimir la expansion y activacion
de MDSCs

El reconocer recientemente que la supresion inmune es crucial para promover la
progresion tumoral, ha resultado en un cambio respecto a los enfoques de la
inmunoterapia del cancer.
Ahora se sabe que el éxito de la inmunoterapia del cancer sélo sera posible con una
estrategia que consista en la eliminacion de los factores de supresién, como es el caso de
las MDSCs que son uno de los principales factores inmunosupresores en el cancer asi
como de otras condiciones patolégicas. Y actualmente se estdn estudiando diferentes
tipos de estrategias terapéuticas que se dirigen a este tipo de células (137, 138).

Uno de los enfoques méas prometedores por el cual MDSCs es blanco terapéutico, es el
de promover su diferenciacion en células mieloides maduras que no favorezcan funciones
supresoras.

La vitamina A ha sido identificada como un compuesto que puede mediar este efecto: los
metabolitos de la vitamina A, como el acido retinoico, estimulan la diferenciacion de las
células progenitoras mieloides en DCs y macréfagos (12, 138). Los ratones que son

deficientes en vitamina A (139) o que han sido tratados con un antagonista del receptor
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pan-acido retinoico (140),muestran una expansion de MDSCs en la médula 6sea y el
bazo. Por el contrario, la administracién de concentraciones terapéuticas de &cido trans-
retinoico (ATRA) se traduce en una disminucion sustancial en el nimero de MDSCs en
pacientes con cancer y en ratones portadores del tumor. Se ha demostrado que ATRA
induce la diferenciacion de MDSCs en DCs y macréfagos in vitro e in vivo (12, 13, 141).
Es probable que ATRA induzca la diferenciacion de las MDSCs del subconjunto de
monocitos y media la apoptosis del subgrupo de los granulocitos.

El principal mecanismo de diferenciacion mediado por ATRA implica una sobre-regulacion
en la sintesis de glutation y una reduccion en los niveles de ROS en MDSCs (142). En
estudios con ratones portadores del tumor, al disminuir el nimero de MDSC resulto en un
incremento en la respuesta de células T tumor-especificas. Asi mismo, la combinacion de
ATRA y de dos tipos de vacunas contra el cancer, prolongé el efecto antitumoral de la
vacuna en diferentes modelos tumorales (141). Por otra parte, la administracion de ATRA
a los pacientes con carcinoma de células renales metastasico resulté en una disminucién
sustancial en el nimero de MDSCs en sangre periférica y mejoré la respuesta de las
células T antigeno-especificas (143).

Estudios adicionales podrian conducir a la identificacion de otros agentes que tienen un
efecto similar. Hasta ahora, la evidencia sugiere que la vitamina D3 puede ser un
compuesto que tiene el potencial de disminuir el nimero MDSC en pacientes con céncer,
ya que también es conocido por promoverla diferenciacion de las células mieloides (144).
Por otro lado se sabe que la expansion de MDSC es regulada por factores derivados del
tumor, varios estudios se han enfocado en neutralizar los efectos de estos factores.
Recientemente, el factor de células madre (SCF) estd implicado en causar la expansion
de MDSC en ratones portadores de tumores. La inhibicién en la sefializacién de SCF
mediante el bloqueo de la interaccion con su receptor KIT, disminuye la expansion de
MDSC vy la angiogénesis tumoral (145). Asi mismo, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), otro de los factores derivados del tumor que promueve la expansion de
MDSC, también podria ser un blanco util para manipular a las MDSCs. Sin embargo, en
un ensayo clinico de 15 pacientes con tumores solidos refractarios, en el cual, el
tratamiento con VEGF-Trap (una proteina de fusién que une a todas las formas de VEGF
y el factor de crecimiento placentario) no mostré ningun efecto sobre el niimero de MDSC
y no produjo un aumento en la respuestas de las células T (146). Por el contrario, el
tratamiento de pacientes con carcinoma de células renales metastasicas con un

anticuerpo de bloqueo especifico del VEGF conocido como Avastin resultd en una
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disminucion en el tamafio de la poblacion de MDSCs CD11b+VEGFR1+ en sangre
periférica (147). Sin embargo, aun no se ha determinado si el tratamiento con avastatin
resulta en una mejora en la respuesta antitumoral en estos pacientes. Por Gltimo, al inhibir
la funcion dela metaloproteinasa 9 de matriz en ratones portadores del tumor disminuyo el
namero de MDSCs en el bazo y los tejidos tumorales, y resultd en un retraso significativo
en el crecimiento de tumores espontdneos NeuT en ratones transgénicos BALB/c (148).
Sin embargo, el mecanismo responsable de este resultado esté todavia por dilucidar.

Asi mismo, otro enfoque para inhibir a MDSCs es bloquear las vias de sefalizacion que
regulan la produccién de los factores de supresidon por estas células. Uno de los
potenciales blancos por lo cual esto podria lograrse es la ciclooxigenasa 2.
La ciclooxigenasa 2 es necesaria para la produccién de prostaglandina E2, que se ha
demostrado que induce la sobre-regulacién de arginasa-1 expresada por las MDSCs (y
con ello se induce su funcion supresores) en las células del tumor 3LL (149) y carcinoma
de mama (150).En consecuencia, se encontré que los inhibidores dela ciclooxigenasa-
2queregulan negativamente la expresién de la arginasal por MDSCs, mejoré la
respuesta antitumoral de las células T asi como la eficacia terapéutica (151, 152). Del
mismo modo, los inhibidores de la fosfodiesterasa 5, como sildenafil, se encontré6 que
regulan negativamente la expresion de la arginasal e iNOS por las MDSCs, inhibiendo la
funcidon supresora de los tumores en crecimiento (153). Ocasionando una respuesta
inmune antitumoral medible y un marcado retraso en la progresion tumoral en varios
modelos de ratones. De igual forma, los inhibidores de ROS también han demostrado ser
eficaces para disminuir la supresién inmune mediada por las MDSC en ratones portadores
del tumor. Uno de estos farmacos, es la nitroaspirina, la cual se encontr6 que limita la
actividad de la arginasa 1 e iINOS en MDSCs del bazo. Ademas, la nitroaspirina inhibe la
funcion de MDSCs y aumenta el nimero y funcion de las células T antigeno-especificas
cuando se administra en combinacién con antigenos retrovirales endégenos gp70 (154).
Por dltimo, las MDSCs puede ser directamente eliminadas en cualquier condicion
patoldgica mediante el uso de determinados farmacos quimioterapéuticos. La
administracién de uno de estos farmacos, la gemcitabina, enratones con tumores de gran
tamafio resulto en una reduccion significativa en el nimero de MDSCs en el bazo y una
notable mejoria dela respuesta antitumoral. Este efecto era especifico para MDSCs, pero
no se observé una disminucidn significativa en el nimero de células B y T en estos
animales (155, 156). La evidencia sugiere que existe una amplia gama de métodos que

podrian ser efectivos para orientar el nimero y /o funcién de MDSCs en vivo. Estas
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estrategias, sin duda, ayudaran a investigar mas a fondo la biologia de estas células para
avanzar en aplicaciones clinicas para el tratamiento del cdncer y otras condiciones

patolégicas.

ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PRESENTE ESTUDIO

En un estudio realizado en nuestro laboratorio en 40 pacientes con adenocarcinoma (AD)
en estadio clinico IV y 25 sujetos sanos, se analiz6 la frecuencia de una subpoblacién de
origen mieloide inmadura (CD33"HLA-DR") en células mononucleares de sangre periférica
encontrandola incrementada en pacientes (11.02 + 3.65% vs. sanos 2.16 + 1.04%
p<0.0001), observandose también una disminucion en las células T CD8" (AD 16.48+5.7%
VS. sanos 27.6 £ 5.0%). Las MDSC de origen granulocitico se caracterizaron a partir de la
fraccion de granulocitos de sangre completa de las muestras de controles y pacientes con
el fenotipo CD66b'CD11b" CD15" CD14 HLADR'. Dicha subpoblacién se encontrd
incrementada significativamente (15.7 + 3.1 vs sanos 1.5 + 0.9% p<0.05) en los pacientes
con AD etapa IV respecto a los sujetos control. Estos resultados preliminares sugieren
gue existen al menos dos subpoblaciones de origen mieloide inmaduras presentes en
sangre periférica en sujetos con adenocarcinoma en estadio clinico IV que pudieran

potencialmente ejercer un efecto inmunosupresor a nivel periférico.

[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En México se estima que, para este afio, habra mas de 8000 muertes por cancer
pulmonar, lo que significa un incremento del 50% en tan s6lo una década. En el INER y
en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN) el nimero de casos también va en
aumento siendo el adenocarcinoma, el tipo histolégico predominante. 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 prondstico pobre lo que da lugar a que mas del
90% de los pacientes se presenten en los estadios clinicos Ill o IV. Esta situacién
epidemioldgica pone en evidencia la necesidad de estudiar diversos tipos celulares que
intervengan en la regulacion de los procesos inmunologicos involucrados en el desarrollo
del cancer pulmonar. Por lo anterior, este estudio pretende identificar una posible
asociacion en la presencia de células supresoras de origen mieloide y la supresién
funcional de las células T de sangre periférica en pacientes con cancer pulmonar de

células no pequenas.

60



1. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General
Evaluar la supresion funcional de células T de sangre periférica y su asociacion con la
presencia de la subpoblacién CD66b"CD11b* CD15" CD14 HLADR en pacientes con

cancer de pulmén de células no pequefias.

3.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la frecuencia de MDSC en pacientes con cancer pulmonar de células no
pequefas y sujetos control por citometria de flujo

2. Evaluar la expresion de la cadena CD3C del receptor de linfocitos T en pacientes con
cancer pulmonar de células no pequefias y sujetos control por citometria de flujo.

3. Cuantificar las citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IL-1B,INF-y y TGF-p en plasma de pacientes

con cancer pulmonar de células no pequefias y sujetos control.

IV. METODOLOGIA

4.1. Poblacién de estudio
Se seleccionaron sujetos con diagndstico confirmado de cancer de pulmén 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 uno de
pacientes en las etapas clinicas llIA, IlIB y IV. Los pacientes incluidos en el estudio fueron
reclutados y clasificados segun la estirpe histolégica y el estadio de la enfermedad, el cual
se determiné segun una combinacién de criterios radiolégicos, patoloégicos y quirdrgicos,
de acuerdo con el sistema TNM para la clasificacion del cdncer de pulmén, recomendado
por el Comité Americano para el Cancer. Este Ultimo estd basado en la extension y
tamafio del tumor primario (T), la afectacion de ganglios linfaticos regionales (N), y la
presencia 0 ausencia de metastasis a distancia (M). El diagndstico histol6gico de cancer
pulmonar de células no pequefias primario, se establecié de acuerdo a la clasificacién de
tumores pulmonares de la Organizacion Mundial de la Salud y de la Asociacién
Internacional para el estudio del Cancer de Pulmén. La evaluacion preclinica incluyo 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).
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En el presente trabajo se incluyeron 91 pacientes con diagnostico confirmado de cancer
pulmonar que se encontraban en estadio clinico IV con diagnostico de adenocarcinoma.
Participaron 25 sujetos control sin sintomas respiratorios, fumadores y no fumadores

como grupo control.

4.2. Criterios de inclusién
a) Pacientes con cancer pulmonar:
Se incluyeron aquellos pacientes que junto con un cuadro clinico-radiolégico compatible
con cancer de pulmén, cumplieron 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 puncion de otras localizaciones
metastésicas.
2- Biopsia positiva para malignidad de origen bronquial, transbronquial, pleural, pulmonar
percutanea, pulmonar por toracotomia o de localizaciones metastésicas.
b) Sujetos sanos:
1. Se incluyeron en el estudio aquellos sujetos con una evaluacién clinica que permita

validar su condicién como individuos no enfermos.

4.3. Criterios de exclusién
a) Pacientes con cancer pulmonar
1. Se excluyeron aquellos sujetos en los que existiera la posibilidad de que la lesion
pulmonar fuera metastasica o con un tipo histolégico diferente al adenocarcinoma
2. Sujetos con infeccion por VIH

3. Se excluyeron aquellos sujetos que no estén 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 diagnostico
positivo para cancer de pulmoén.

2. Aguellos sujetos que tengan antecedentes familiares de cualquier tipo de cancer

3. Sujetos con otro diagnostico oncogénico.

4. Sujetos con enfermedades autoinmunes ( artritis, lupus, etc).
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5. Aquellos que no estén de acuerdo en participar en el estudio.

4.4, Obtencién de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de los dos grupos
estudiados con la siguiente técnica. Las células se obtuvieron a partir de sangre venosa
heparinizada de los pacientes y sujetos sanos por gradiente de centrifugacién (Ficoll
Hypaque, Amersham).

Esta fraccion celular se lavo dos veces con PBS (Buffer Fosfato Salino) y se determind la
viabilidad por microscopia 6ptica para conocer el volumen de la muestra que contiene las

PBMC necesarias para el marcaje con anticuerpos monoclonales.

4.5. Caracterizacion fenotipica de MDSCs polimorfonucleares.

La fraccion polimorfonuclear de la sangre de pacientes y controles se traté de manera
directa, 800 ul de la muestra se lavaron 3 veces con PBS para separar el plasma y se
bloqued 15 minutos con anti-lgG para evitar las uniones inespecificas. Los leucocitos se
incubaron directamente con los anticuerpos durante 25 minutos a 4°C en la oscuridad.
Las células se trataron con 450 ul de solucion de lisis por 10 minutos y se resuspendieron
en 250 y | PBS para su andlisis por citometria. La expresion celular de receptores
mieloides fue determinada con los anticuerpos monoclonales anti-ratén dirigidos contra
humano CD11b, CD66, CD15 y CD14. Las muestras fueron analizadas en un citémetro de
flujo FACSAria (BD Biosciences, San José, Cal. USA) y analizadas con el Software
FlowJo V. (Treestar, Inc, Ashland,Or, USA) , En todos los casos se adquirieron 100 000

eventos.

4.6. Caracterizacion fenotipica de Linfocitos T.

El andlisis de las poblaciones linfocitarias se llevo cabo en la misma fraccion de PBMCs
para ambos grupos de estudio. Aproximadamente 500 ul de PMBCs se marcaron con los
anticuerpos de superficie anti—-raton dirigidos contra humano CD3, CD4 y CD8 durante 20
minutos. Se lavaron y resuspendieron en PBS para su andlisis por citrometria de flujo. De

igual forma, 100 000 eventos de cada una de las muestras fueron adquiridas en el
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citbmetro de flujo FACSAria (BD Biosciences, San José, Cal. USA) y analizadas con el
Software FlowJo V. X (Treestar, Inc, Ashland,Or, USA).

4.7. Evaluacion de la expresion de la cadena ¢ del receptor de células T

A partir de 100 ul de sangre completa se incubaron con los anticuerpos de superficie anti-
humano CD3+, CD4+ y CD8+ durante 20 min a temperatura ambiente en la oscuridad,
posteriormente se le agreg6 1 ml de solucion de lisis 1X la cual se dejo incubar durante 8
min en las mismas condiciones. Se centrifugaron a 1600 rpm durante 5 min y se retir6 el
sobrenadante, se le agregé 1 ml de PBS/FBS al 1% y se volvid a centrifugar. Se le
agregaron 500 ul de buffer de fijacibn que se incubd durante 20 min a temperatura
ambiente en la oscuridad, se centrifugaron a 1600 rpm 5 min para descartar el
sobrenadante, se le agregé 1 ml de Perm Wash se centrifugé 1600 rpm a 10 min, por
ultimo se incubaron con los anticuerpos intracelulares CD3C o de isotipo 1gG durante 30
min y se lavaron con Perm Wash para resuspender en 250 ul de buffer de tefiido o P-

folmadehido para leer en el citometro.

4.8. Cuantificacion de las citocinas INF-y, IL-6, IL-10, IL-17

Se utilizé el Kit CBA Th1/Th2/Th17. Para la preparacion del standard se transfirieron las
perlas de un vial liofilizado Th1/Th2/Th17 a un tubo de polipropileno de 15 ml, se
resuspendieron con 2 ml del diluyente de ensayo y se procuré mezclar bien sélo con
pipeteo. Se etiquetaron 8 tubos para realizar las siguientes diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y se le agregd 300 ul del diluyente de ensayo a cada uno de los
tubos. Posteriormente se le agregd al tubo rotulado 1:2 300 ul del standard stop
procurando homogenizar bien y se realizaron diluciones seriadas trasfiriendo 300 ul del
1:2 al tubo 1:4 y asi sucesivamente hasta el tubo 1:256. Se utiliz6 como control negativo
(O pg/ml) un tubo que solo contenia el diluyente de ensayo. Para la realizaciéon de las
perlas de captura de las citocinas Th1/Th2/Th17 primero se determin6 el numero de tubos
a utilizar en el ensayo (incluyendo los controles y el standard) por ejemplo se utilizaron 8
con muestras desconocidas, 9 para la dilucion standard de citocinas y un control negativo.
Cada suspension de perla de captura se homogenizé vigorosamente con vortex y se le

agregaron 10 ul de cada una de las perlas a todos los tubos del ensayo; por ejemplo se le
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agregaron 10 ul de las perlas de captura IL-2 a los 18 tubos del ensayo para un total de
180 ul de perlas de captura IL-2. Posteriormente se resuspendieron las perlas de captura
en el suero, se centrifugd la mezcla de las perlas a 200 g durante 5min y con cuidado se
retird el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 2 ml del buffer de suero y se agit6. Se
incubd con la mezcla de las perlas de captura durante 30 min a temperatura ambiente en
la oscuridad. Para diluir las muestras con una concentracion alta de citocinas, se diluy6
por el factor de diluciébn deseado 1:2, 1:10, 1:100 utilizando un volumen apropiado del
diluyente de ensayo. Para la realizacion del ensayo se agitd la mezcla de las perlas de
captura y se le agregaron 50 ul a todos los tubos, se le agregaron 50 ul de la dilucién
estandar de citocinas Th1/Th2/Th17 a los tubos control rotulados 1:2, 1:4 etc, y se le
agregd 50 ul de cada muestra desconocida a los tubos previamente etiquetados. Por
altimo se le agregaron 50 ul del reactivo de deteccién Th1/Th2/Th17 PE a todos los tubos
y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. Transcurrido ese
tiempo se le agregd 1 ml del Buffer de lavado a cada uno de los tubos, se centrifugaron

200g durante 5min y se resuspendié en 300 ul del buffer de lavado

4.9. Cuantificacion de TGF-f1 por ELISA.

Para la preparacion de la placa se diluyo el anticuerpo de captura 360 ug/ml de anti-TGF-
Bl en PBS y se agregaron 100 ul en cada pozo; se selld la placa y se dejé incubar
durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se lavaron 3 veces con
400 ul del buffer de lavado (0.005% Tween 20 en PBS, pH 7.2-7.4) y se bloqueé la placa
agregandole 300 ul del buffer de bloqueo (5% Tween 20 en PBS con 0.05% Nan3) que se
dejo incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Después de incubar con el buffer de bloqueo se le agregaron 100 ul a cada pozo de la
muestra activada y sin activar la cual se dejé durante 2 horas a temperatura ambiente;
trascurrido este tiempo se le agregaron 100 ul del anticuerpo de deteccion (54 ug/ml anti
TGF-B1 de pollo biotinilado) que se diluyé en 1 ml del reactivo diluyente (1.4 % suero
bovino delipidizado) y se dejo incubar durante 2 horas. Posteriormente se lavo 3 veces y
se le agregaron 100 ul de la dilucién de trabajo de estreptavidina-HRP que se dejo incubar
durante 20 min a temperatura ambiente evitando colocar la placa a la luz directa. Se
volvio a lavar 3 veces y se le agregaron 100 ul de la solucion de sustrato ( mezcla 1:1 del
reactivo de color A (H202) y reactivo color B (tetrametilbenzidina)) que se dejo incubar

durante 20 min. Por Ultimo para detener la reaccion se le agregaron 50 ul de la solucién
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(2N H2S04) y se le determiné la densidad éptica a cada pozo utilizando un lector de

microplacas ajustado a 450 nm.

5. Andlisis estadistico.

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 dispersion la desviacién
estandar o los valores minimo y maximo, dependiendo de la distribucién paramétrica o no
de los datos. La comparacion entre las caracteristicas generales de controles y pacientes
con 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 o
prueba exacta de Fisher. Se considerd un valor significativo de p cuando éste fue < 0.05.

Se utilizé el programa de analisis estadistico SPSS (V. 14.0; SPSS, Inc., Chicago, IL).
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V. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas clinico - demogréficas de los sujetos estudiados

Se incluyeron en este estudio 91 pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias,
48 mujeres y 43 hombres, la edad media fue de 60.25 afios y una desviacion estdndar de
14.14. Adicionalmente 46 pacientes correspondieron al 51 % del grupo que presentaban
antecedentes de tabaquismo, mientras que 41 de los pacientes estuvieron expuestos al
humo de lefia. Asi mismo, el 85 % de los pacientes se encontraron en la etapa clinica IV.
El 18 % de los pacientes tenia un ECOG de 2 y la media del Karnofsky fue de 84.72 (
+7.2).

TABLA 3. Caracteristicas clinico - demogréficas de los sujetos estudiados

CASOS CONTROLES p
(n=91) (n =25)
SEXO
Femenino 48/91(53) 15/25(60) 0.519
Masculino 43/91 (48) 10/25 (40)
EDAD 60.25 (+14.14) 61.45 (+19.03)
< 60 afios 42/91 (45) 15/25 (60) 0.220
>60 afios 49/91 (54) 10/25 (40)
FUMADORES
Positivo 46/91(51) 3/25 (12) <0.001
Negativo 45/91 (49) 22/25 (88)
HISTOLOGIA (AD) 75/91 (82.5) NA
ETAPA CLINICA NA
1] 14/91 (15)
v 77/91 (85)
HUMO DE LENA
Positivo 41/91 (45) 1/25 (4) <0.001
Negativo 50/91 (55) 24/25 (96)
ECOG NA
1 75/91 (82)
2 16/91 (18)
KARNOFSKY (media, 84.72 (+7.20) NA

desviacién estandar)

Los valores corresponden a nimero y porcentaje (%) o a media y desviacion estandar.
AD: adenocarcinoma ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

Las muestras sanguineas de los pacientes fueron comparadas con un grupo de sujetos control

libres de céancer con una edad media de 61 afios y desviacion estdndar de 19.03 afios. No se
encontraron diferencias significativas entre las edades de ambos grupos.
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5.2. Poblacion supresora de origen mieloide CD66b"CD11b"CD15" CD14 HLADR en
pacientes con adenocarcinoma en estadio IV.

La poblacion circulante con fenotipo supresor CD66b"CD11b* CD15" CD14 HLADR
mostré un incremento significativo en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar (
9.243.9) (n=91) libres de tratamiento, en comparaciéon con el grupo control (3.2+0.9)
(n=25) (p<0.0001) (Figura 1).

5.3. Evaluaciéon de la expresién de la cadena T en las subpoblaciones CD3+,
CD3+CD4+y CD3+CD8+

Se evalud la expresion intracelular basal de la cadena CD3C del receptor CD3+ en
linfocitos T totales y en las subpoblaciones CD3+CD4+ y CD3+CD8+ por citometria de
flujo en muestras de células mononucleares de sangre periférica de 91 sujetos con
adenocarcinoma (AD) y 25 sujetos sanos pareados por edad y sexo. Las caracteristicas
socio-demograficas se muestran en la tabla 1.

La estrategia de analisis consistié en delimitar una region donde se localizan los linfocitos
segun su patrén de expresion de tamafio y complejidad — Forward Scatter (FSC-A) vs —
Side Scatter (SSC) (Figura 1A). De esta region se realizé una ventana en los linfocitos T
CD3" con base a su expresion de complejidad y el anticuerpo anti-CD3 APC (Figura 1B),
tanto para los sujetos con adenocarcinoma como controles. Posteriormente se analiz la
co-expresion del anticuerpo anti-CD3C y CD3t en las subpoblaciones de la region 1
(Figura 1C). El analisis de las subpoblaciones CD4" y CD8" se realiz6 a partir de la

subpoblacién CD3e (Figura 1D). Se analizé por ultimo la expresion de CD3C en las

68



subpoblaciones CD4" y CD8" (Figura 1E). Ademas se evalué la union inespecifica

mediante el control del isotipo IgG para todos los casos (Figura 1F).

Figura 4. Estrategia de andlisis por citometria de flujo para la expresion de la cadena T del receptor
de células T CD3"
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Tabla 4. Frecuencia de las poblaciones de linfocitos Ty expresién de la cadena ¢
del receptor CD3", CD4"y CD8"

CASOS CONTROLES P
(n=91) (n=25)
% CD3" 30.45 45.8 < 0.001
(1.65 — 53.50) (30.2-77.4)
% CD3" CD4" 31.3 64.8 < 0.001
(11.5 — 70.4) (43.7 — 75.30)
% CD3" CD8" 20.95 24.5 0.0052
(10.10 — 39.70) (13.1-41.7)
CD3" CD3z MFI 3096 9982 <0.001
(1194 - 7793) (1002 - 13465)
CD4" CD3z MFI 2289 5982 < 0.001
(956 - 4523) (2257 — 8421)
CD8" CD3z MFI 3094 6937 < 0.001
(1067 - 9842) (5024 - 8874)

*Los valores corresponden a la media (minimos y maximos)
5.4. Linfocitos T CD3", CD3" CD4"y CD3'CD8" en pacientes con adenocarcinoma

El andlisis sobre las células mononucleares de sangre periférica mostré una disminucién
significativa en la poblacion de linfocitos T CD3" totales en pacientes con adenocarcinoma
pulmonar comparados con sujetos control (p<0.0001). Adicionalmente los linfocitos T
colaboradores CD3" CD4"de pacientes con cancer pulmonar se encontraron disminuidos
significativamente en comparacion con el grupo control (p<0.0001). Asi como la
subpoblacién de linfocitos T citotoxicos CD3'CD8" también se encontré disminuida

significativamente en pacientes comparados con controles (p<0.0052) (Figura 3 ).

%CD3+ cells %CD3+ CD4+ cells %CD3+CD8+cells
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Figura 3.- Andlisis de linfocitos sobre células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
adenocarcinoma y su correlacion con el aumento de poblaciones mieloides. a) Disminucion
significativa (p<0.0001) de células CD3"totales en PBMCs de pacientes libres de tratamiento (n =
91) respecto a sujetos control (n = 25). b) Linfocitos CD3" CD4'de pacientes se encontraron
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disminuidos significativamente (p<0.0001) en comparacibn con controles. c¢) Disminucion
significativa (p<0.0052) de Linfocitos CD3"CD8"en pacientes comparados con controles.

Laintensidad media de fluorescencia de la cadena T se encontré disminuida en
pacientes con AD en las subpoblaciones CD3*, CD3" CD4"y CD3'CD8"

El analisis de la intensidad media de fluorescencia del marcador CD3Z" sobre las células
mononucleares de sangre periférica mostré una disminucion significativa en la poblacion
de linfocitos T CD3" totales en pacientes con adenocarcinoma pulmonar comparados con
sujetos control (p<0.0001). Adicionalmente los linfocitos T colaboradores CD3" CD4"de
pacientes con cancer pulmonar se encontraron disminuidos significativamente en
comparacion con el grupo control (p<0.0001). Asi como la subpoblacion de linfocitos T
citotoxicos CD3'CD8" también se encontré disminuida significativamente en pacientes
comparados con controles (p<0.0001) (Figurab ).
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Figura 5.- Andlisis de la intensidad media de fluorescencia sobre células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma y sujetos control, indico una disminucion
significativa de la expresion del marcador CD3C en las poblaciones de linfocitos T
CD3+CD3C+ (p<0.0001), CD3+CD3¢+CD4+ (p<0.0001) y CD3+CD3t+CD8+ (p<0.0001)
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5.5. Sobrevida en pacientes con alta frecuencia de células supresoras de origen
mieloide.

El analisis sobre la frecuencia de MDSCs en el grupo de pacientes refleja que aquellos
con MDSCs" muestran una sobrevida global al primer afio de 15.11%, mientras que los

low

pacientes con MDSCs™" sobreviven en un 21%. Se observa un patrén que favorece a los
pacientes con MDSCs'"". Datos no mostrados indican que altos niveles de MDSCs en los
pacientes se reflejan una peor respuesta al tratamiento, segun el factor de riesgo relativo
de 0.94 en pacientes con altas frecuencias de MDSCs y enfermedad estable (Figura 6).
—— MDSC's > 8.5%
SG 1 afio 15.11 % [IC 95% 12.1-18.0]
——————— MDSC'’s < 8.5%
SG 1 afio 21.2 % [IC 95% 16.6-25.9]

P=0.090

Sobrevida global

Meses

Figura 6.- Sobrevida global a 1 afio en pacientes con CPNM en relacién con la frecuencia de
MDSCs

Sobrevida en pacientes con baja expresion de CD3¢ en poblaciones linfocitarias.

El andlisis sobre la IMF de CD3C en el grupo de pacientes muestra que aquellos con
poblaciones CD4'CD3¢™ y CD8'CD3¢""presentan sobrevida significativamente mayor

que aquellos con CD3C™" (Figura 7).
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Sobrevida global
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SG 1 afio 15.49 % [IC 95% 12.5-18.4]

P=0.095
P=0.157

Meses Meses
Figura 7.Sobrevida global a 1 afio en pacientes con expresion alta y baja de la cadena CD3¢ en

linfocitos citotoxicos y colaboradores.
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5.6. Cuantificacion de las citocinas IL-10, IL-6. IL-17A, IL-18 e INF-y

La cuantificaciéon de las citocinas mostré un incremento significativo en los niveles de
interleucina 10 (p<0.0027), IL-6 (p<0.0001), IL-17 (p<0.0001), IL-1pB (ns) en muestras de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar con respecto a los sujetos control, en

comparacion con la citocina INF-y (p<0.0001) que mostré6 una disminucién significativa

(Figura 8).
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Figura 8.- Cuantificacion de las citocinas en muestras de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar mostro un incremento significativo en los niveles de interleucina 10 (p<0.0027),
IL-6 (p<0.0001), IL-17 (p<0.0001), IL-1B (ns) con respecto a los sujetos control, en

comparacion con la citocina INF-y (p<0.0001) que mostré una disminucién significativa.
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5.7. Cuantificacion de TGF-f por ELISA.

La cuantificacion del TGF-f (p<0.0001) por ELISA mostré un incremento significativo en
muestras de pacientes con adenocarcinoma pulmonar comparada con los sujetos control
(Figura 9).

Figura 9.- Cuantificacibn del TGF-f (p<0.0001) en muestras de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar mostré un incremento significativo con respecto a los sujetos

control.
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VI. DISCUSION

Las Células Supresoras de Origen Mieloide han sido observadas y asociadas al cancer
desde la década de los 80s, ya que los efectos causados por su exacerbada activaciéon y
expansion, asi como su inminente empleo como biomarcadores, las convierten en
constante objeto de estudio (91).

Anteriormente llamadas células mieloides inmaduras, células mieloides supresoras, entre
otras, en 2007 se designa el nombre de Células Supresoras de Origen Mieloide (MDSCs),
las cuales han demostrado ser una poblacion que actda en un estado indiferenciado y
tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune mediante mecanismos que siguen
siendo descritos en la actualidad.

Algunos aspectos biolégicos propios de las células supresoras de origen mieloide, como
la plasticidad de su diferenciacion, los elementos genéticos y epigeneticos que determinan
su actividad, la medida en que cada fraccion de MDSCs ejerce su efecto, la especificidad
con que lo ejerce, su participacién en la carcinogénesis y sus funciones en 4rganos
especificos, entre otros, siguen siendo investigados por diversos grupos en todo el
mundo. Sin embargo sus niveles incrementados en sangre periférica y su relacion con el
avance de la enfermedad (14) han propiciado que estas subpoblaciones sean empleadas
como biomarcador de sobrevida, prondstico, respuesta al tratamiento, carga tumoral entre
otros (52).

Los principales efectos inmunosupresores que ejercen las MDSCs sobre las poblaciones
inmunes maduras han sido atribuidos a los efectos producidos por la sobreexpresion de
las enzimas arginasa-1 y Oxido Nitrico Sintasa. Asi, en la actualidad se han identificado
diversos mecanismos con los que cuentan estas células para ejercer su efecto
inmunosupresor dentro de los que destacan: el agotamiento de aminoacidos esenciales
para el funcionamiento del sistema inmune, la generacion de estrés oxidativo y el dafio a
diversas moléculas esenciales para el funcionamiento de las células T, promoviendo
principalmente la falta de expansién, proliferacion, reclutamiento y circulaciéon a ganglios
linfaticos, induciendo apoptosis, anergia y senesencia. Se ha demostrado también que
inducen la expansiéon de linfocitos T reguladores y que su diferenciacion en el tumor da
origen a poblaciones mieloides supresoras con efectos mas potentes (10).

Respecto al cancer pulmonar se ha descrito que poblaciones con fenotipo supresor estan
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presentes de manera incrementada en sitios del tumor y en sangre periférica de
portadores de tumores en el cancer de pulmén de células no pequefias (90). Si bien no se
han llevado a cabo estudios que correlacionen con precision las diferencias que existen
entre la enfermedad y el avance del estadio en el cancer pulmonar no microcitico,
observaciones en otros tipos de cancer (14), pueden sugerir que los niveles de MDSCs se
incrementan conforme avanza la enfermedad ( 98, 153)

En humanos, se ha detectado un incremento en el nimero de las MDSC de hasta 10
veces en sangre de pacientes con diferentes tipos de cancer (33-36). En estadios
avanzados de céncer renal se observd la acumulacién de estas células en sangre
periférica, mientras que la remocion quirargica del tumor reduce marcadamente el nimero
de estas células inmaduras (38). Ademds, en pacientes con carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, cancer de mama y en cancer pulmonar de células no
pequefias se observé un numero inusualmente alto de células mieloides de fenotipo
granulocitico CD11b" CD14 CD15" CD33" en circulacion. Estas células activadas fueron
capaces de inhibir la produccion de citocinas por parte de los linfocitos T (90, 13). Asi
mismo, estos niveles elevados de MDSC se asociaron con niveles disminuidos de células
T CD8" favoreciendo atin mas el efecto pro-tumoral.

El presente estudio demostr6 un incremento en la frecuencia de la poblacién con fenotipo
supresor CD66b'CD11b"'CD15'CD14HLADR  en las PBMCs de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar en estadio avanzado de la enfermedad. Estas poblaciones
celulares de tipo granulocitico tienen efectos relevantes durante el desarrollo de diversos
tipos de tumores y participan en la angiogenesis tumoral y la metastasis. Esto es debido a
su capacidad de infiltrar continuamente el tumor y al efecto de supresién antigeno-
especifica que pueden ejercer sobre los linfocitos T virgenes y/o diferencialmente
inmaduros, cuando éstas vuelven al torrente sanguineo y a los 6rganos linfaticos (11).
Ademds, esta subpoblacion se asocia fuertemente a potentes efectos inmunosupresores
en paciente con cancer renal (89), lo que sugiere que en cancer pulmonar también
pueden llevar a cabo su papel inmunosupresor y colaborar con otras poblaciones
supresoras que faciliten el escape del tumor de la eliminacién por el sistema inmune.

Asi mismo, su participacién puede afectar la respuesta de las poblaciones inmunes
efectoras. En ese sentido, en las poblaciones linfocitarias presentes en los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar, la disminucion en la frecuencia de las subpoblaciones
circulantes CD3+, CD3+CD4+ y CD3+CD8+, pueden sugerir una supresiéon en la

proliferacién y funcionalidad de dichas subpoblaciones. Los linfocitos T también pueden
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estar sujetos a un estado de anergia y falta de reclutamiento al sitio del tumor. Estos
defectos en la actividad de los linfocitos han sido observados con anterioridad en cancer
pulmonar, demostrando que subpoblaciones especializadas en la destruccién de células
cancerosas, no llevan a cabo sus funciones (90). Se ha observado en distintos tipos de
cancer que niveles adecuados de linfocitos T citotoxicos infiltrados en el tumor, se asocia
con prondsticos buenos de sobrevida, respuesta al tratamiento y retraso en la remision de
la enfermedad (90).

Adicionalmente, la disminucién en la expresion de la cadena ¢ del receptor CD3 en la
poblacion de linfocitos T totales y en las subpoblaciones citotoxicas y colaboradoras que
se observé en el presente estudio confirma que la ausencia de dicha cadena puede
afectar el reconocimiento de células tumorales (73). Ademas, esta cadena se expresa
bajo condiciones apropiadas de proliferacion y su ausencia es un indicativo de anergia
celular. Al disminuir los niveles de expresion de dicha cadena, las células T quedan
potencialmente inactivadas para la destruccién del tumor, por lo cual la disminucién en la
expresion de la cadena T es un factor asociado con menor sobrevida y mal pronéstico en
pacientes con diferentes tipos de cancer como es el caso del carcinomas de cabeza y
cuello, ovario, oral y melanoma (117), sugiriendo que la pérdida de dicha cadena
conduce a un deterioro de la inmunidad.

Por otro lado, las MDSCs constituyen una poblacion que actia en un estado
indiferenciado y tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmune mediante diversos
mecanismos. Esta respuesta inmune en el microambiente tumoral es un factor
determinante en la progresion y agresividad del tumor. Aparentemente, varios factores
derivados del tumor producidos por diferentes tipos de células tumorales, favorecen la
expansion del subconjunto de las MDSCs (10). Diversos reportes han demostrado que la
expansion, migracion y activacion de las MDSCs involucran diversos mediadores de la
inflamacién crénica como los factores de crecimiento (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, VEGF y
TGF-B) y diversas interleucinas como IL- 6, IL-10, IL-12 e IL-13, INF-y y TNF-a. Con
respecto a la Interleucina-6 observamos un incremento significativo en pacientes con
adenocarcinoma pulmonar comparada con sujetos control, estos niveles elevados de IL-6
se correlacionaron con una alta frecuencia de MDSCs (137). La sobreexpresién de IL-6
favorece la generacion, migracién y la actividad de MDSCs a través de STAT3. Ademas,
se ha encontrado que IL-6 desempefia un importante papel en diversos mecanismos
como en la migraciéon celular, el desarrollo de tumores malignos (157), proliferacion,

apoptosis, (158) asi como en la progresion, (159) diferenciacién y angiogénesis de las
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células tumorales (160) Por ejemplo IL-6 favorece el crecimiento tumoral inhibiendo la
apoptosis de las células cancerosas e induce la angiogénesis tumoral que contribuye a la
proliferacién de las células de cancer colorrectal y de otros tipos de cancer, especialmente
en etapas avanzadas (161). También se ha demostrado que mejora la migracion de las
células endoteliales (162), un paso clave en la angiogénesis y difusion de los tumores
sélidos. Asi mismo, se ha demostrado en estudios clinicos que un incremento en la
concentracion de IL-6 en suero de pacientes con diferentes tipos de cancer por ejemplo
mieloma multiple (MM) (163-165), cancer de endometrio (166), cancer de pulmén de
células no pequefias, (167) carcinoma de células renales (168), cancer cervico-uterino
(169) cancer de mama (170, 171) y el carcinoma de ovario (172, 173), se asocia con
etapas avanzadas, un pobre resultado clinico (174-176) y una corta sobrevida. También,
esta concentracion sérica de IL-6 en pacientes con cancer, estd asociado con la
progresion, grado histolégico, invasion de la pared intestinal (177-179), asi como del
tamafo del tumor y los cortos periodos de supervivencia en el cancer colorrectal.

Por otro lado, los linfocitos de sangre periférica en NSCLC producen altas cantidades de
IL-10 pero bajas cantidades de IFN-y. Esto es de gran importancia ya que la IL-10 parece
mediar la resistencia de las células tumorales a la muerte mediada por los linfocitos T
citotoxicos (137). Ademas, esta expresion de IL-10 se asocia con un mal prondstico en
pacientes con NSCLC y nuestros resultados demuestran un incremento significativo en
muestras de pacientes con adenocarcinoma pulmonar con respecto a los sujetos sanos.
La IL-10 es considerada como una citocina anti-inflamatoria e inmunosupresora que
favorece el escape inmune porque inhibe la actividad antitumoral de los macréfagos
infiltrantes de tumor, asi como la citotoxicidad de las células T tumor-especificas y
bloguea la presentacién de antigenos asociados al tumor por las células presentadoras
de antigeno (180, 181). También se ha demostrado que la IL-10 secretada por las células
inmunes se asocia con la progresion de neoplasias por ejemplo en linfomas de células B,
linfomas no Hodgkin de células T, mieloma, asi como del cancer de mama, pulmon,
gastrico, colorrectal y carcinoma de préstata (180). Se han observado también niveles
elevados de IL-10 en sangre periférica y en el tejido tumoral de pacientes con cancer de
pulmdn en estadio avanzado (182).

Las MDSC ademas de suprimir directamente a las células T también dafian la inmunidad
innata por la interaccion con los macréfagos, regulando negativamente la produccion de
IL-12 (69). Los macrofagos inducen en las MDSC la produccion de citocinas tipo 2

mediante la produccién de IL-10. Ademas se sabe que los niveles elevados de esta
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citocina interfiere con la maduracion de las células dendriticas (DCs) ya que las MDSCs
secretan altos niveles de IL-10 que pueden bloquear indirectamente la funcién de las DCs
(69). Esta interaccién entre las MDSCs y los macrofagos, polariza macrofagos de tipo M1
hacia un fenotipo M2, estableciendo un microambiente que probablemente interfiere con
la inmunidad de las células T CD4 y CD8. Como resultado, las MDSCs a través de su
interaccion con los macréfagos, suprimen tanto la inmunidad antitumoral adaptativa e
innata, y facilitan el crecimiento del tumor (69).

Sin embargo, aunque la contribucién de IL-10 para evadir la respuesta inmune por las
células malignas ha sido ampliamente estudiado, el papel de la IL-10 en la tumorigénesis
sigue siendo controvertida. Se ha demostrado que IL-10 juega un papel tanto oncogénico
como oncosupresor en los canceres humanos asociados a virus (181, 183).

Por ejemplo, IL-10 puede inhibir la activacion de NF-kB y obstaculizar la angiogénesis
dentro del microambiente del tumor. La IL-10 también puede activar a STAT3 el cual
juega un papel clave en la proliferacion celular y la supervivencia y por lo tanto ayuda a
promover el desarrollo de tumores, (181-184). Asi, el papel de IL-10 en el desarrollo del
cancer, ya sea anti-tumoral, previniendo la inflamacién y la angiogénesis tumoral, o pro-
tumoral, estimulando la supervivencia celular y la supresion de las células T efectoras,
puede depender de las condiciones de la carcinogénesis inicial, asi como de la presencia
de otras células, como de las células T reguladoras (185).

En nuestros resultados, el IFN-y se encontré disminuido en muestras de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar comparada con sujetos control. El IFN-y es una citocina que
ejerce potentes efectos anti-tumorales en cancer de pulmén y metastasis, aumentando la
actividad de las células NK. Induce la activacion de los macrofagos y la presentacion de
antigeno. Activa a las células T CD8 + y favorece la activacion y diferenciacion de células
T CD4 + Thl cooperadoras. Por otro lado, varios estudios han demostrado que las MDSC
inhiben la citotoxicidad de las células NK contra las células tumorales, bloqueando la
produccién de IFN-y que se requiere para el contacto célula-célula. Esta supresion es
mediada por el bloqueo en la expresién de NKG2D, un receptor de las células NK que se
requiere para su activacion (186).Sin embargo, el papel de MDSC en regular la funcion de
las células NK no estéa bien establecido.

Ademas, la actividad funcional de las MDSC se manifiesta a través de su capacidad de
inhibir la produccion de interferén gamma producida por linfocitos T CD8" en respuesta a
péptidos provenientes de antigenos tumorales presentados en la superficie de las MDSC

(16). Este efecto depende de la expresion de MHC-I por las MDSC y no es mediado por
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factores solubles sino que requiere del contacto célula-célula. Por otro lado, varios
estudios han informado que la activacion de arginasa 1 esti asociada con la produccién
de H202 por las MDSCs, que presentan los epitopes restringidos de clase | directamente
a las células T CD8+ e inhiben la liberacion de IFN-y a través de la produccién de H202
dependiente del contacto (187). Asi mismo la interleucina-10 también puede inhibir la
liberacion de IFN-y que es el principal factor que estimula la diferenciacion de las células
T virgen, para promover la evasion inmune (188).

Con respecto a la Interleucina 17A, estudios actuales sugieren que favorece el desarrollo
de tumores promoviendo un microambiente tumoral en pacientes con NSCLC vy
recientemente se ha identificado como un indicador importante de baja supervivencia en
estos pacientes y nuestros resultados demuestran un incremento significativo en
pacientes con adenocarcinoma pulmonar con respecto a sujetos control.

Recientemente, se ha demostrado que de acuerdo con esta funcion pro-tumoral de IL-17A
en NSCLC, esta citocina también atrae a los macréfagos a través de la sefializacion de
IL-17RA/RC lo que sugiere que estimula la expansion de los macrofagos en el
microambiente local de los pulmones (189). Ademas, la expresion de IL-17 puede estar
regulada por el factor de transcripcion STAT3, activando un proto-oncogen por la
sefalizacion de IL-6 que promueve la supervivencia de las células tumorales, proliferacién
y angiogénesis (145)

Asi mismo, se ha demostrado que la IL-6 induce la estimulacién de las células tumorales
mediante la induccién de la produccién de la IL-17A lo que sugiere que esta citocina
puede expandir las capacidades proliferativas de las células tumorales en el cancer de
pulmén a través del eje IL-6/STAT3 creando asi un circuito de retroalimentacion IL-6/IL-
17 que impulsa la proliferacion de células tumorales (137). Asi mismo las células
tumorales en pacientes con NSCLC reclutan TAM al sitio del tumor a través de la
secrecién de IL-17 (137).

Por otro lado, la evidencia sugiere que la supresion mediada por MDSC en el sitio del
tumores diferente a lo que ocurre en la periferia. Por ello, las MDSCs migran activamente
al sitio del tumor, en donde sobre-regulan la expresiéon de factores inmunosupresores y se
diferencian rapidamente a macréfagos asociados a tumor (TAMs) (11).

Ademas los TAMs producen varias citocinas inmunosupresoras como la interleucina-13
(IL-1B), IL-6, IL-10 y factor de crecimiento transformante-pf (TGF-f) que inhiben a las
células inmunes anti-tumorales como las células Thl y CD8+ en los tejidos cancerigenos,

facilitando aiun mas la progresion del cancer. Nuestros resultados demuestran un
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incremento significativo de IL-1f en pacientes con adenocarcinoma pulmonar con
respecto a los sujetos sanos. En ese sentido, la produccién de IL-1p en el sitio del tumor
esta implicada en la generacion de MDSC en la médula ésea (190, 191) y en su migracion
hacia las lesiones tumorales (192). Por otra parte, la IL-1f puede inducir la expresion de
COX-2 (193) que, junto con PGE2 es capaz de impedir la maduracién y funcién de las
células presentadoras de antigeno en el sitio del tumor, favoreciendo de este modo una
acumulaciéon de MDSCs y TAM que promueven la progresion tumoral (194, 195). Ademas,
se ha reportado que la IL-18 estimula la produccion de IL-10 por MDSC y esta asociada
con niveles elevados de IL-5 e IL-13 (191), que inducen un fenotipo Th2 que atrae a las
MDSCs al sitio del tumor. También se ha reportado que IL-1p sobre-regula los niveles de
TNF-a en el microambiente tumoral, induciendo la produccion de células mieloide y/o
tumorales (137).

Por altimo, se sabe que las células tumorales expresan algunas citocinas tipo Th2 como
IL-5 y citocinas inmunosupresoras como TGF-fe IL-10 mientras que poco o ningun nivel
de citocinas tipo Thl como IL-2 e INF-y. En ese sentido, en nuestros resultados se
observé un incremento significativo de TGF-f en muestras de pacientes con
adenocarcinoma comparado con sujetos sanos, esta citocina inmunosupresora derivada
del tumor que regula la acumulacion de MDSC, promueve la polarizacion hacia neutrofilos
supresores (196) y juega un papel indispensable, pero complejo, en la carcinogénesis y
en la progresion de los tumores (29, 30). Es un importante inmunosupresor tanto de la
respuesta inmune innata como adaptativa. En la respuesta inmune innata, el TGF-
promueve la polarizacion de macrofagos asociados a tumores a un fenotipo M2 pro-
tumoral, que promueve a su vez la produccion de TGF-B intensificando Ila
inmunosupresion (185). También inhibe la actividad citotoxica de las células NK que
expresan el receptor NKG2D de activacién, lo que resulta en una pobre respuesta
antitumoral. Ademas, el TGF-B disminuye la migracion e incrementa la apoptosis de las
células dendriticas (DCs), disminuyendo la presentacion de antigenos. En la respuesta
inmune adaptativa, el TGF-B promueve la diferenciacion de las células T CD4 + en
células Th2, que promueve una respuesta inmune antitumoral menos eficiente. Sin
embargo, el efecto final del TGF-B en las células inmunes depende en gran medida del
microambiente y de la presencia de otras citocinas y factores (185). Por ejemplo, el TGF-p
suprime la produccion del IFN-y por las células Thl y T CD8 + asi mismo, también

promueve la generacion de Foxp3 + T reguladoras y la diferenciacion de las células Th17,
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gue probablemente en conjunto favorecen el crecimiento y la progresion del cancer. Pero
por otro lado es también un potente inhibidor de la activacion de los macréfagos y
disminuye la produccién de citocinas inflamatorias como IL-6, TNF e IL-1B, que pueden

impedir el desarrollo del cancer asociado con la inflamacion.
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VIl. CONCLUSIONES

La subpoblacion supresora de origen mieloide con fenotipo CD66b" CD11b* CD15" CD14
HLADR™ se encontr6 incrementada en aproximadamente 10 veces su frecuencia en

pacientes con adenocarcinoma pulmonar libres de tratamiento.

En cuanto a las poblaciones linfocitarias, se encontrd una disminucion de la poblacién de
linfocitos totales CD3" en las muestras de pacientes con adenocarcinoma. De igual forma,
las subpoblaciones de linfocitos CD3'CD4" y CD3'CD8" se encontraron disminuidas

significativamente en los pacientes con cancer pulmonar respecto a sujetos control.

La expresion porcentual de la cadena T en las subpoblaciones CD3'CD3(,
CD3'CD4'CD3(" y CD3'CD8'CD3{" no mostro diferencias significativas, sin embargo, la
intensidad media de fluorescencia analizada en las mismas subpoblaciones, mostr6 una
disminucion significativa en sujetos con adenocarcinoma comparados con sujetos control.
La disminucién en la intensidad media de fluorescencia puede indicar una disminucién en
la densidad de la expresion de la cadena ¢ del receptor CD3, lo que sugiere una potencial
inactivacion de las sefiales de proliferacion al interior de los linfocitos T y un inadecuado

reconocimiento antigénico de células tumorales.

Por otro lado, se encontr6 un incremento significativo en los niveles de interleucina 10, IL-
6, IL-17A, IL-1py TGF-f en muestras de pacientes con adenocarcinoma pulmonar con
respecto a los sujetos control, en comparacién con la citocina INF-y que mostro una

disminucion significativa.
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