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1. INTRODUCCION
1.1 Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en naciones industrializadas.
En el afo 2012, a nivel mundial se reportaron 14.1 millones de casos nuevos de

cancer y 8.2 millones de muertes por esta enfermedad.["

El cancer es una enfermedad genética que surge de un proceso evolutivo donde
células somaticas adquieren multiples mutaciones con las que sobrepasan las
barreras que normalmente limitan su expansion descontrolada. Los cambios en la
célula que dirigen su transformacion hacia un fenotipo maligno incluyen
mutaciones de ganancia de funcién que activan oncogenes, de pérdida de funcion
que inactivan genes supresores de tumores y mutaciones que inactivan genes de
estabilidad, es decir, aquellos responsables de la recombinacion mitética y la

segregacion cromosomal.? !

Durante la evolucion progresiva hacia el estado neoplasico, las células normales
adquieren un conjunto de capacidades biologicas que les permiten volverse
tumorigénicas y en ultima instancia, malignas. Dichas capacidades bioldgicas se
denominan “Hallmarks” y se han establecido ocho de éstos: 1) autosuficiencia
proliferativa, 2) insensibilidad a las senales de inhibicion de la proliferacion, 3)
evasion de la apoptosis, 4) potencial replicativo ilimitado, 5) angiogénesis
sostenida, 6) activacion de la invasién y metastasis, 7) reprogramacion metabdlica

y 8) evasion del sistema inmune.

1) Autosuficiencia proliferativa

Las células cancerosas pueden producir factores de crecimiento que son
reconocidos por sus receptores sobre las mismas células, estimulando su
proliferacion de forma autdcrina. Alternativamente, las células cancerosas pueden
enviar sefiales de estimulacion a las células que forman parte del estroma
asociado al tumor para que éstas secreten distintos factores de crecimiento. Por

otro lado, la senalizacién de los receptores puede ser desregulada elevando los



niveles de proteinas receptoras en la superficie celular o bien, puede derivar de la
activacion constitutiva de alguno de los componentes de las vias de

sefalizacion.™
2) Insensibilidad a las sefiales de inhibicion de la proliferacion

La mayoria de los mecanismos de regulacién negativa de la proliferacion celular
dependen de la accién de genes supresores de tumores. Dos de las proteinas
mas importantes codificadas por estos genes son las proteinas RB y p53. RB
integra senales tanto del interior como del exterior de la célula y en respuesta
decide si la célula debe proceder con el ciclo de crecimiento y division. Por otro
lado, p53 recibe sefales de estrés y sensores de actividad de los oncogenes, con
lo que decide si es necesario detener la progresion del ciclo celular, o en caso de

dafio irreparable, desencadenar la apoptosis. 4

Las células cancerosas con defectos en la funcion de la via RB, carecen de la
funcidén de este regulador del ciclo celular, cuya ausencia permite la proliferacion

celular persistente.
3) Evasion de la apoptosis

La induccion de la apoptosis esta controlada por un balance entre los miembros
pro y antiapoptéticos de la familia de proteinas reguladoras Bcl-2. Los inhibidores
de la apoptosis Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, y A1 actuan en gran medida uniéndose
y suprimiendo a las proteinas proapoptéticas Bax y Bak (embebidas en la
membrana externa mitocondrial). Las células cancerosas generan una variedad de
estrategias para evadir la apoptosis, la mas comun es la pérdida de funcion del
gen supresor de tumores TP53, el cual induce la apoptosis mediante la regulacion
positiva de las proteinas Noxa y Puma (familia BH3-only). Alternativamente, las
células tumorales también pueden aumentar la expresibn de proteinas
antiapoptoticas o de senales de supervivencia como el factor de crecimiento
parecido a la insulina (Igf1/2), regular negativamente factores proapoptéticos o

interrumpir la sefializacién de la via extrinseca de la apoptosis. ¥



4) Potencial replicativo ilimitado

Los teléomeros son segmentos de DNA no codificante compuestos de multiples
repeticiones en tandem que protegen los extremos de los cromosomas. La
longitud telomérica de una célula dicta cuantos ciclos de crecimiento y division
pueden ocurrir antes de que los telomeros sean altamente erosionados y pierdan
su funcién protectora, después de lo cual se desencadena la entrada a un estado
de crisis. El potencial replicativo ilimitado de las células se ha atribuido a la
habilidad de mantener la longitud del DNA telomérico lo suficiente como para
evitar entrar a senescencia o apoptosis, lo anterior se logra principalmente
mediante la regulacion positiva de la enzima telomerasa, la cual se encuentra casi
ausente en células normales pero expresada a niveles funcionales en

aproximadamente el 90% de las células inmortalizadas. ¥
5) Angiogénesis sostenida

La angiogénesis se define como el proceso de generacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos sanguineos pre existentes. En la vida adulta este
proceso soélo ocurre transitoriamente durante procesos de cicatrizacidn de heridas
o como parte del ciclo reproductivo femenino. Sin embargo, durante la progresion
tumoral ocurre un “switch angiogénico” que causa que la vasculatura normalmente
quiescente genere brotes de nuevos vasos que ayudan a sustentar el crecimiento
neoplasico en expansion. El switch angiogénico esta gobernado por el balance de
factores inductores e inhibidores de la angiogénesis, entre los factores mejor
caracterizados se encuentran el Factor de crecimiento de endotelio vascular-A
(VEGF-A) y la trombospondina-1 (TSP-1) respectivamente. Sin embargo, los
vasos sanguineos generados por los tumores son tipicamente aberrantes: la
neovasculatura del tumor se caracteriza por vasos distorsionados y agrandados,
flujo sanguineo irregular, presencia de microhemorragias y niveles anormales de

proliferacion y apoptosis de las células endoteliales. * °!



6) Activacion de la invasion y metastasis

Estos procesos involucran una serie de cambios bioldgicos que incluyen: la
invasioén local, intravasacion de las células malignas a vasos sanguineos y
linfaticos cercanos, el transito de las células cancerosas a través de los sistemas
linfatico 6 sanguineo, seguido del escape de las células de la luz de los vasos al
parénquima o tejidos distantes (extavasacion), la formacién de pequefos nédulos
de células malignas (micrometastasis) y finalmente el crecimiento de las lesiones

micrometastasicas a tumores macroscopicos (colonizacién).

El proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT por sus siglas en inglés) se
ha visto implicado en estos procesos. Un conjunto de factores de transcripcidon
pleiotrépicos que incluyen Snail, Slug, Twist y Zeb1/2 orquestan la EMT vy los
procesos migratorios relacionados durante la embiogénesis. Dichos factores
transcripcionales se encuentran expresados en distintas combinaciones en un

gran nimero de tumores malignos.
7) Reprogramaciéon metabdlica

Otto Warbug fue el primero en observar que incluso en presencia de oxigeno, las
células cancerosas pueden reprogramar el metabolismo de la glucosa, empleando
principalmente la glicélisis, a dicho proceso se le conoce como glicolisis aerdbica o
efecto Warbug. El incremento de la via glicolitica permite que sus diversos
intermediarios sean metabolizados por otras vias biosintéticas, lo que facilita la
biosintesis de macromoléculas y organelos requeridos para la generacion de

nuevas células. 4
8) Evasion del sistema inmune

El sistema inmune opera como una barrera significativa para la formaciéon y
progresion del tumor. Sin embargo, las células cancerosas pueden evadir la
destruccion por parte del sistema inmune mediante distintos mecanismos. Por
ejemplo, las células tumorales pueden inhibir a las células T citotdéxicas (CTLs)

infiltrantes y células NK mediante la secrecion de TGF-B y otros factores



inmunosupresores./®! Otros mecanismos incluyen el reclutamiento de células
inmunosupresoras como los linfocitos T reguladores (Tregs) o las células

supresoras derivadas de la linea mieloide (MDSCs).!"

1.2 Cancer Pulmonar

El cancer de pulmén ha sido el tipo mas comun de cancer en el mundo por
muchas décadas, actualmente representa el 12.9% del total de los casos de
cancer reportados. ['! A nivel mundial es el tipo mas comdn de cancer en hombres,
representando el 16.7% del total de los casos y la causa mas comun de muerte
por cancer, estimando que es responsable de 1 de cada 5 muertes (19.4% del
total). En México, ocupa el segundo lugar en frecuencia para los hombres vy el

quinto lugar para ambos sexos. !
1.2.1 Patogénesis

El principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer pulmonar es el consumo
del tabaco, aproximadamente entre 80-90% de los casos se presentan en
fumadores. ¥ Otros factores de riesgo ocupacionales y ambientales comunes
incluyen la exposicion a asbestos, raddn, arsénico, cromo, niquel, vinilo y la
radiacion ionizante. ! Los carcindgenos, una vez activados en el organismo se
unen al DNA y forman aductos que generan mutaciones, especialmente
transversiones de G-T. Estas mutaciones pueden ser reparadas, desencadenar la
apoptosis de las células afectadas o persistir. Las mutaciones persistentes pueden
afectar genes como TP53 o ras, lo cual genera inestabilidad genética que puede

llevar a mayores dafios mutacionales y la eventual generacion del cancer. &

Entre los oncogenes que contribuyen a la patogénesis del cancer pulmonar se
encuentran c-myc y k-ras, este ultimo se encuentra mutado en 15-20% de los
casos de carcinoma pulmonar de células no pequefas (NSCLC), asi como la

sobre expresion de EGFR, ciclina D1 y BCL2. Entre los genes supresores de



tumores frecuentemente mutados se encuentran TP53 (50% en NSCLC), RB (20%
NSCLC)y p16 (mas del 50% de los casos de NSCLC). @

1.2.2 Clasificacion del cancer pulmonar

Para facilitar las decisiones de tratamiento y prondstico, el cancer pulmonar se
clasifica en dos grupos: Carcinoma pulmonar de células pequefas (SCLC) y
carcinoma pulmonar de células no pequefias (NSCLC). NSCLC incluye
aproximadamente el 85% de todos los casos de cancer pulmonar y se divide en
tres subtipos histoldgicos: Carcinoma epidermoide (25%), Adenocarcinoma (40%)

y Carcinoma de células grandes (10%). ©!

Los adenocarcinomas son masas que se localizan de manera periférica,
histolégicamente heterogéneas que pueden surgir a partir de células progenitoras
de los bronquiolos o alveolos, o de células productoras de moco. Generan
metastasis temprana y comunmente se presentan en pacientes con enfermedad

pulmonar subyacente. &
1.2.3 Derrame pleural

La pleura es una membrana serosa delgada, compuesta de fibras de tejido
conectivo y células mesoteliales aplanadas, que recubre la cavidad toracica y los
pulmones. La pleura parietal consta de las partes costal, mediastinal vy
diafragmatica, mientras que la pleura visceral cubre la superficie de los pulmones.
El pequeio espacio cerrado entre ambas pleuras se denomina espacio pleural. En
condiciones fisiologicas normales, el espacio pleural contiene una pequefa
cantidad de liquido seroso (linfa intrapleural) cuya funcion es lubricar la superficie
de los 6rganos durante el movimiento, lo que permite el acoplamiento mecanico
entre la caja toracica y los pulmones durante las fases de la ventilacion

respiratoria.l’”

En condiciones fisioldgicas normales, la tasa de produccién y absorcién del fluido
pleural depende de las fuerzas de presién hidrostatica y osmética de los capilares

y el intersticio. El derrame pleural se define como una acumulacién anormal de



fluido en el espacio pleural que puede ser resultado de una gran diversidad de
procesos entre los que se incluyen: traumas, infecciones en la cavidad toracica,
enfermedades cardiacas, neoplasias primarias en la parte abdominal o toracica,

entre otras .['% 1"

Dependiendo de la etiologia del derrame pleural, el exceso de fluido puede
clasificarse como exudado o trasudado. Las fallas cardiacas congestivas y la
presion pulmonar anormal son comunmente asociados a derrames pleurales
trasudativos, los cuales se caracterizan por tener poco contenido de proteina. Por
otro lado, algunos tipos de cancer, enfermedades del rifién, neumonia e

infecciones pulmonares se asocian con efusiones pleurales exudativas.!"!

1.2.4 Derrame pleural maligno

Los derrames pleurales malignos (MPEs por sus siglas en inglés) son efusiones
que resultan de la directa infiltracion de células cancerosas a la pleura.
Representan una complicacién comun de un amplio rango de tumores malignos y
pueden ser primarios a la pleura o a sitios intra o extra toracicos. Sin importar el
tipo de cancer que acompafan, los derrames pleurales malignos estan asociados

a un prondstico pobre, con una supervivencia media de cuatro meses. [

Los derrames se pueden desarrollar durante etapas avanzadas del cancer, como
presentacion inicial de una neoplasia adyacente o como manifestacion de
recurrencia del cancer después de la terapia. Mas del 75% de los MPEs son
causados por carcinomas de pulmoén, mama, ovario o linfomas, siendo el

adenocarcinoma el tipo histoldgico mas comun. [

Estudios citologicos de los derrames pleurales indican que la mayoria de estas
efusiones contienen altas proporciones de células neoplasicas y células
inflamatorias lo que lo convierte en un buen modelo para el estudio de las

interacciones entre el sistema inmune y las células malignas. ['* ¥



1.3 Linfocitos T CD8"

Los linfocitos T citotdxicos (CTLs) son células del sistema inmune que reconocen y
eliminan células infectadas con patdgenos intracelulares, células alogénicas, asi
como células transformadas.” Cuando una célula nucleada es infectada por
patdgenos intracelulares o presenta mutaciones en su genoma, sintetiza proteinas
producidas por estos patdgenos o por los genes propios alterados. Los péptidos
derivados de estas proteinas no propias desplazan a los péptidos provenientes de
las proteinas propias en su asociacion con las moléculas de clase | codificadas por
el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos T CD8" efectores
reconocen y eliminan células que muestran péptidos no propios asociados a las

moléculas de clase | del MHC.!"
1.3.1 Activacion de la célula T

La respuesta efectora de linfocitos T CD8" es inducida por los antigenos
producidos y procesados en el citoplasma de las células presentadoras de
antigeno (APCs), los cuales son presentados en su superficie en asociacion con

las moléculas de clase | del MHC. ['®

Para el reconocimiento de los péptidos no propios, los linfocitos T CD8" expresan
en su superficie el receptor de la célula T (TCR) y la molécula CD8, entre otros.
Cada linfocito expresa un distinto TCR, como consecuencia de la combinacién
azarosa de distintos segmentos variables y constantes que codifican la cadena a y
B que forman el TCR.!"® El complejo TCR/CD3 comprende al heterodimero ap que
le confiere la capacidad de reconocimiento de antigeno y la especificidad, asi
como el complejo CD3, compuesto de los polipéptidos no polimérficos Y, 6, e y las
cadenas & O, estas Ultimas unidas por puentes disulfuro,!'” ver figura 1. Los
componentes citosolicos de estas moléculas contienen un dominio Unico ITAM
(Motivo de activacién del inmunoreceptor basado en tirosina) ' La molécula CD8
es un correceptor que se une a las regiones no polimorficas de la molécula del
MHC clase | y funciona sinérgicamente con el TCR durante el reconocimiento del

antigeno. ['°!



Figura 1. Complejo TCR/CD3

Un gran numero de cambios bioquimicos intracelulares ocurren durante los
primeros segundos y minutos de la activacién, entre los que se incluyen la
fosforilacidon de proteinas, el metabolismo de fosfolipidos, el incremento de los
niveles intracelulares del calcio y rearreglos en el citoesqueleto.'”! Un evento
temprano en la activacién del TCR es la fosforilaciéon de los motivos ITAM en el
lado citosolico del complejo TCR/CD3 por la proteina tirosina cinasa Lck;
posteriormente, la proteina cinasa asociada a la cadena Zeta (Zap-70) es
reclutada al complejo TCR/CD3, donde promueve el reclutamiento y fosforilacion
de distintas proteinas adaptadoras, lo que resulta en la activacién de factores de
transcripcion como NF-kB (Factor Nuclear kappa B) y NFAT (Factor Nuclear de
células T activadas), siendo este ultimo responsable de la transcripcidén del gen de

interleucina 2 (IL-2).

Posterior a la interaccion inicial, es necesaria la coestimulacion celular apropiada
que involucra tanto a distintas moléculas de superficie como a factores solubles.!™!
Las moléculas coestimuladoras mejor caracterizados son los miembros de la
familia del B7, que reconocen los receptores de la familia del CD28 expresados en
los linfocitos T.I'® CD28 carece de actividad enzimatica intrinseca, pero la union
con B7 estimula la fosforilacion de los residuos tirosina en sus colas

(7]

citoplasmaticas por cinasas de la familia Scr. Lo anterior permite el

reclutamiento de distintas proteinas adaptadoras como p85 (subunidad catalitica



de PI3K), que se activa y fosforila a la cinasa de treonina-serina Akt (también
llamada proteina cinasa B), lo cual culmina con la activacion transcripcional del
factor NF-kB y la optima produccién de IL-2. Otros cambios inducidos por CD28
incluyen la promocién de la divisidon celular y la supervivencia mediante la
induccidn de la degradacion de inhibidores del ciclo celular como INK4c y Kip 1y

el incremento en de la expresion del factor anti apoptético Bel-X,. ['"]

Ademas de CD28, otra molécula coestimuladora importante de las células T CD8"
es CD137 (4-1BB). CD137 es miembro de la familia de receptores TNF (factor de
necrosis tumoral) y su expresion es inducida posterior a la activaciéon via TCR, por
lo su deteccidn se asocia con la activacion del linfocito T. La unién de CD137 con
su ligando induce la division celular y la secrecion de IL-2, asi como la actividad
citolitica en linfocitos T. En linfocitos T CD8" provee sefiales de supervivencia
contra la muerte inducida por activacion, incrementando la expresion de moléculas

antiapotdticas Bel-xL y Bfl-1.'®]

El reconocimiento del antigeno y la coestimulacion induce la proliferacion de
clonas especificas frente al antigeno (expansién clonal), lo que aumenta el numero
de células y la posterior diferenciacion de las células naive en linfocitos T efectores

y de memoria. ['®

1.3.2 Diferenciacion

Posterior al reconocimiento de antigeno y la coestimulacion celular, los linfocitos T
CD8" inician un proceso de proliferacion y diferenciacion, en el que modifican sus
moléculas de superficie y adquieren la maquinaria citocida que les permitira

destruir especificamente a las células que indujeron su activacién.[

Los programas transcripcionales que controlan la diferenciacion a células
efectoras y de memoria se encuentran basados en la expresién de factores de
transcripcion que compiten entre si. Variaciones en la duracién de la estimulacion

del TCR, asi como en las citocinas presentes en el medio durante la activaciéon
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pueden influir en las respuestas de las células T, generando subgrupos celulares

%1 De esta

con variaciones en sus funciones efectoras y patrones migratorios.
forma, cuando la expresion o actividad de factores como T-bet, BLIMP1, ID2 y
STAT4 sobrepasa cierto umbral durante la infeccion, las células T CD8" adquieren
fenotipos con mayor grado de diferenciacién terminal, lo cual estd asociado con
una reduccién de la capacidad proliferativa y longevidad. Por otro lado, la
expresion y actividad de reguladores transcripcionales como EOMES, BCL-6, ID3
y STAT3 evitan la diferenciacion terminal de células T efectoras y ayudan a

mantener propiedades de células de memoria. [19]

Durante la diferenciacion a linfocitos T CD8" efectores se forman granulos
citoplasmaticos que contienen proteinas como perforina y granzimas, cuya funcién
es matar a otras células. La perforina crea poros en la membrana plasmatica de la
célula blanco con lo que genera una lisis osmoética. Por otro lado, las granzimas
liberadas pueden entrar a través de estos poros y desencadenar la apoptosis de la
célula blanco. Adicionalmente, los CTLs pueden expresar ligando de Fas (FasL),
proteina miembro de la familia del factor de necrosis tumoral, que al unirse a su

receptor Fas en la célula blanco activa la via extrinseca de la apoptosis.!"”!

Ademas, los CTLs son capaces de secretar citocinas como IFN-Y y factor de
necrosis tumoral (TNF). " Entre los cambios en las moléculas de superficie
celular, se incluye la disminucion de la expresion de receptores de moléculas
expresadas en los ganglios linfaticos como CCRY7 y L-selectina.'® Por el contrario,
los CTLs adquieren una mayor capacidad de migrar a sitios de inflamacién, lo cual
se debe al incremento en la expresion de receptores de quimiocinas como CCR5
(quimiocina receptotra de tipo 5) y CCR2 (receptor de la proteina quimioatrayente

de monocitos 1). ['°]

Las células efectoras tienen una vida corta y el numero de linfocitos T especificos
frente al antigeno declina con rapidez a medida que se elimina el antigeno.
Posterior a la disminucion de la respuesta inmune, las células de memoria que
sobreviven son del orden de 1 de cada 10*!"® Las células de memoria se

mantienen a niveles estables durante muchos afnos y son las encargadas de
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montar una respuesta mas rapida y efectiva ante un reencuentro con el antigeno.
Lo anterior se debe a su frecuencia incrementada, capacidad de rapida
adquisicion de funciones efectoras y su localizacién en sitios periféricos de la

infeccion. '8

1.3.3 Linfocitos T CD8" en céancer pulmonar

Como se mencion¢ anteriormente, los CTLs pueden reconocer y eliminar células
transformadas que expresen péptidos provenientes de las proteinas mutadas en
asociacion con las moléculas del MHC clase |. Se ha reportado que en diversos
modelos de tumores inducidos en animales, asi como en algunos tipos de
canceres en humano, los péptidos asociados al tumor pueden generar en algunos
casos la activacion de los CTLs que conduce a la regresion del tumor. Como
ejemplo de lo anterior, Yee C. y cols. demostraron que clonas de células T
antigeno especifico transferidas a pacientes con melanoma metastasico persisten
in vivo, se localizan preferentemente en sitios del tumor y que son capaces de

eliminar células tumorales antigeno especifico.?% 2"

Los antigenos tumorales se clasifican en cinco categorias: (a) Antigenos
especificos de diferenciaciéon. (b) Antigenos de linea germinal (testiculares). (c)
Antigenos mutados: en cancer pulmonar se han reportado mutaciones en el gen
TP53, el gen del factor de elongacion 2, actinina-4, la enzima malica y NF-YC.[?%
(d) Antigenos sobreexpresados: la sobreexpresion de survivina y del producto del
gen WT1 del tumor de Wilms son de los pocos reportados en cancer pulmonar y

(e) Antigenos codificados por virus oncogénicos. > %!

Los tumores de cancer de pulmén son considerados pobremente inmunogénicos,
sin embargo muchos estudios han reportado que clonas de linfocitos T citotoxicos
restringidas a moléculas de MHC clase | pueden ser establecidas y que éstos
muestran citotoxicidad especifica contra células blanco autélogas. Por otro lado,
se ha reportado que la presencia de células T infiltrantes del tumor (TILs)

contribuye a la respuesta clinica en distintos tipos de cancer. Algunos reportes
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muestran que la presencia de TILs con fenotipo de memoria en cancer pulmonar
predice una respuesta clinica favorable. *! Mas recientemente, Al-Shibli y cols.
reportaron una correlacion significativa entre la presencia de una alta densidad de
células T CD8" en el estroma del tumor y mayor supervivencia de pacientes con
NSCLC (etapas | a Illa). ?® Al mismo tiempo, los estudios anteriores sugieren que
una baja infiltracion de células T CD8" en el sitio del tumor se encuentra asociada

con una respuesta clinica pobre en los pacientes con cancer pulmonar. 2

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que en derrames pleurales provenientes de
pacientes con cancer pulmonar, la subpoblacion de células T CD8" se encuentra
reducida, mientras que la subpoblacién de células T CD4" se encuentra
incrementada. De acuerdo al fenotipo de las células T CD8", la poblacién de
células T de memoria se encuentra elevada con una baja proporcion de células

terminalmente diferenciadas, lo anterior es similar a lo reportado para los TILs.!"*!

1.3.4 Evasion del cancer pulmonar a los linfocitos T CD8"

Las células tumorales pueden generar numerosos mecanismos de evasion del
sistema inmune. Algunos de los mecanismos mas comunes descritos en el cancer

pulmonar son:

a) Liberacion de factores inmunosupresores: Las células tumorales pueden
secretar moléculas solubles como prostaglandinas, IL-10, TGF-B, entre otras, que

inhiben diversas respuestas del sistema inmune.

e Prostaglandina: Se ha reportado que las células tumorales de distintos tipos
de cancer pulmonar producen elevados niveles de prostaglandina E;
(PGEy) a través de la enzima cicloxigenasa-1 (Cox-1) o Cox-2. Los efectos
inmunosupresores de PGE; incluyen la inhibicion de la maduracion de
células dendriticas (DCs), la inhibicién de la funcion y proliferacién de los
linfocitos T y la disminucion de la sintesis de quimiocinas proinflamatorias y
citocinas tipo Th1. [’
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Interleucina-10 (IL-10): PGE, también estimula la produccion de IL-10 en
distintos tipos celulares como macrofagos, células T y B. Se ha reportado
que altos niveles de IL-10 in vitro inhiben distintas funciones celulares como
la produccién de citocinas proinflamatorias y la presentacion de antigeno
por parte de los macrofagos, la proliferacion de las células T antigeno
especificas y la produccion de citocinas por parte de las células Th1. [26]
Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF): Este factor promueve
el proceso de angiogénesis, sin embargo, también inhibe al sistema inmune
mediante la regulacion negativa de la funcién de las APCs. I"!

Factor de crecimiento transformador (TGF-B): Entre sus efectos se incluye
la inhibicion de la proliferacion y funciones efectoras de los linfocitos T,
promover la diferenciacion a células con fenotipo Th17 y Treg y la inhibicién

de la activacion de los macréfagos.!™®

b) Reclutamiento de células reguladoras de la respuesta inmune: Moléculas

inmunosupresoras como el TGF-B promueven el reclutamiento de células

reguladoras como los linfocitos T reguladores (Treg) y las células supresoras

derivadas de la linea mieloide (MDSCs).

Treg: Las células T naive pueden diferenciarse a Treg en presencia de
TGF-B e IL-2 mediante la regulacion positiva del factor de transcripcion
FoxP3. Estas células son importantes en la regulaciéon negativa de las
células Th1, Th2 y Th17 y posiblemente evitando la autoinmunidad. La
funcién inmunosupresora de las células Treg se debe en parte a la
liberacion de TGF-B soluble. A su vez, éstas células producen la enzima
IDO-1, la cual cataboliza la conversidon del triptéfano a quinurenina, con lo
cual limita la respuesta de las células T. Los linfocitos Tregs se han
encontrado en abundancia en distintos tipos de cancer pulmonar. !

MDSCs: Brandau y cols. han reportado la presencia incrementada de
MDSCs en NSCLCs. Estas células producen arginasa, sintasa de o6xido
nitrico (NOS) y en algunos casos PGE,. La arginasa es una familia de

enzimas que cataliza la conversion de la arginina a ornitina y urea. La
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arginina es necesaria para una correcta funcién de la célula T y es capaz de
generar anergia de las células T. La NOS convierte la arginina en 6xido
nitrico y polariza a las células T, DCs y macrofagos a una respuesta tipo 1.
Por otro lado PGE; induce a los macréfagos a producir arginasa 1, lo cual

los polariza a una respuesta tipo 2 e inhibe la respuesta Th1. [28]

c) Regulacion negativa de moléculas del MHC: Uno de los mecanismos de
evasion mas comunes contra las células T CD8" es la pérdida o regulacién
negativa de la expresién de las moléculas de MHC. Se ha reportado que las
células de cancer pulmonar son capaces de regular la expresién de MHC |, lo cual

contribuye a la pobre inmunogenicidad de los tumores.!”

d) Contraataque tumoral: La hipotesis del contraataque tumoral postula que las
células tumorales evaden su eliminacion mediante la expresion de FasL en su
membrana celular. La interaccion de FasL con su receptor desencadena la
apoptosis en las células Fas+. Fas se encuentra expresada en distintos tipos
celulares, incluyendo las células T. Muchos autores han reportado que distintos
tipos de tumores, incluyendo carcinomas pulmonares, expresan FasL. @ Sin
embargo, nuestro grupo de trabajo y otros autores han reportado la ausencia de
FasL en NSCLC.

1.4 Mitocondria

Durante el proceso de activacién de la célula T, la mitocondria tiene un papel
fundamental, ya que este organelo, encargado de suministrar la energia celular
mediante la generacion del ATP, participa activamente en los cambios bioquimicos
durante la activacion de la célula T asi como en el cambio del metabolismo celular

después de la activacion.

Las mitocondrias son organelos semiautbnomos que contienen su propio genoma
y maquinaria para la sintesis de proteinas.*® EI DNA mitocondrial (mtDNA) es una

molécula circular de doble cadena de aproximadamente 16.5 kb, contiene 37
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genes que codifican para 13 subunidades de los complejos I, Ill, IV y V de la
cadena transportadora de electrones, 22 tRNAs y 2 rRNAs.®"! Sin embargo, la
mayoria de las proteinas mitocondriales son codificadas por genes nucleares vy
después de ser traducidas en ribosomas citosolicos son importadas

selectivamente a las mitocondrias.

Estos organelos estan conformados por una membrana externa y una membrana
interna, las cuales contienen la matriz mitocondrial. La membrana externa esta
formada en un 50% por una proteina denominada porina de 30 kDa que forma
canales idnicos de alta conductancia. Este canal muestra aperturas dependientes
de voltaje, pasando de un estado abierto total (selectivo a aniones), a estados
parcialmente abiertos, descritos generalmente como selectivos a cationes. La
membrana interna mitocondrial estd organizada en pliegues caracteristicos
denominados crestas, que sobresalen en la matriz mitocondrial y en éstas se
distribuyen los complejos de la cadena transportadora de electrones. Los
complejos respiratorios tienen en comun la funcién de transferir electrones al
oxigeno de manera acoplada a la traslocacion de protones a través de la
membrana interna mitocondrial. La traslocacion de protones genera un gradiente

electroquimico que es utilizado para sintetizar ATP por la ATP sintasa. *?

Las mitocondrias participan en diversas funciones bioldgicas de las cuales la mas
conocida es la de acoplar eficientemente la oxidacién de metabolitos mediante el
ciclo de Krebs para la produccion de ATP por la cadena transportadora de
electrones. P® Los acidos grasos y el piruvato son oxidados a acetil coenzima A
(acetil-CoA) mediante la [p-oxidacidbn de acidos grasos o por la piruvato
deshidrogenasa (PDH), respectivamente. Subsecuentemente, el ciclo de Krebs es
iniciado por la enzima citrato sintasa que cataliza la reaccién de condensacion del
acetil-CoA con oxaloacetato para producir citrato. El ciclo de Krebs genera los
agentes reductores NADH y FADH2, los cuales actuan como donadores de

electrones a la cadena transportadora de electrones. %
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La oxidacion mitocondrial del piruvato genera 31.5 moléculas de ATP en
comparacion con los 2 ATP generados por la glicélisis, por lo tanto la mitocondria

es la fuente mas eficaz para la generacién de ATP en la célula. 1*?
1.4.1 Biogénesis mitocondrial

Las mitocondrias no pueden ser generadas de novo, en cambio, estos organelos
proliferan a partir del crecimiento y divisién de las mitocondrias pre existentes, a

este proceso se le denomina biogénesis mitocondrial.*”

La biogénesis mitocondrial es influenciada por estrés ambiental como el
ocasionado durante el ejercicio, restriccion calodrica, baja temperatura, estrés
oxidativo, division celular y procesos de renovacion y diferenciacion. A su vez, la

biogénesis esta acompafiada de variaciones en nimero, tamafio y masa. "

A nivel nuclear, existen dos tipos de reguladores transcripcionales involucrados en

el control de la biogénesis mitocondrial.

e Factores de transcripcion de unién al DNA: éstos incluyen los Factores
Nucleares Respiratorios (NRF)-1 y NRF-2, que se unen a los promotores de
genes nucleares que contribuyen directa e indirectamente a la expresion y
funcién de la cadena transportadora de electrones asi como a la biogénesis
mitocondrial. [*°!

e Coactivadores transcripcionales: estas proteinas reguladoras no se unen al
DNA; sin embargo, ejercen sus efectos en la expresion de genes a través
de su interaccion con factores de transcripcion y otros coactivadores. Entre
estos se incluyen los miembros de la familia PGC-1 (por su nombre en
inglés, PPAR —peroxisome proliferator-activated receptor-Y coactivator 1)

denominados PGC-1a, PGC-1p y PRC.*¥

La familia PGC-1 interactia con una gran variedad de factores de transcripciéon
tejido especificos. Lo anterior genera una respuesta especifica en cada tejido ante
las distintas condiciones de estrés. PGC-1a induce la biogénesis mitocondrial y la

expresion de la proteina de desacoplamiento 2 (UCP-2) en células del musculo
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mediante la activacion de los factores nucleares respiratorios (NRFs). NRF-1 vy
NRF-2, a su vez promueven la transcripcidn de un amplio rango de genes
nucleares que codifican proteinas mitocondriales, entre las que se incluyen
componentes de la cadena transportadora de electrones como la subunidad 8 de
la ATP sintasa y el citocromo C, asi como TFAM (Factor de transcripciéon
mitocondrial A) el cual regula la transcripcion del DNA mitocondrial. En el tejido
cardiaco, PGC-1a interactua con PPARa y NRF-1. En tejidos de almacenamiento
de energia, PGC-1a interacciona con PPARY’, PPARa y el receptor de la hormona
tiroidea (en tejido adiposo pardo) para inducir la biogénesis mitocondrial y la

expresion de UCP-1 durante el estrés generado por el frio. %

PGC-1 a es regulada a nivel de proteina mediante cambios en su localizacion
celular, estabilidad y mediante modificaciones post-traduccionales. Por otro lado,
también puede ser regulado a nivel transcripcional ya que su promotor posee
distintos dominios de unién para factores de transcripcion como FoxO, MEF2,
ERRa, CREB y p53. Ademas, los niveles de PGC-1a aumentan en respuesta a
SIRTs, TORCs y AMPK_ B! 3]

AMPK (AMP-activated protein kinase) es un regulador importante de la biogénesis
mitocondrial, el cual regula el metabolismo energético intracelular en respuesta a
crisis energéticas. Estudios realizados en ratas utilizando acido -
guanidinopropionico (B-GPA), un activador farmacolégico de la AMPK
demostraron que la activacion cronica de la AMPK en musculo esquelético,
promueve la biogénesis mitocondrial mediante la via PGC-1a y los NRFs. Dicho
estudio reportd que la activacion cronica de la AMPK ocasiona el incremento de la
actividad de union de NRF-1, medido mediante su unibn a una secuencia de
oligonucledtidos que contenian un sitio de unioén funcional en el promotor de la
acido aminolevulinico sintasa (6-ALAS), uno de sus genes blanco. Ademas, se
reporté el aumento en los niveles de mRNA de &-ALAS, asi como el incremento en

la expresion del citocromo C y del contenido mitocondrial. "

También se sabe que la transcripcion del gen PGC-1a se induce mediante la

expresion de TORC1 (coactivador transcripcional regulado por CREB 1). Se ha
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demostrado que la expresion forzada de TORCs en células de musculo inducen la
expresion de mRNA de PGC-1a y sus genes blanco en la cadena transportadora

de electrones y en el ciclo de Krebs. "

En resumen, PGC-1a tiene un papel crucial enlazando estimulos externos como el
frio o el ejercicio con respuestas metabdlicas intracelulares como la biogénesis

mitocondrial. Ver figura 2.
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Figura 2. Regulacion de la funcidn y biogénesis mitocondrial orquestada por PGC-1a *°
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1. ANTECEDENTES
2.1 NRF-1y NRF-2 en procesos de division y diferenciacion celular

NRF-1 fue identificado a través de su uniéon a una secuencia palindromica en la
region promotora del gen del citocromo C y subsecuentemente ha sido asociado
con la expresion de muchos genes requeridos para la expresién y funcion de la
cadena transportadora de electrones. Entre los genes regulados por NRF-1 se
encuentran genes que codifican para: subunidades de los cinco complejos de la
cadena transportadora de electrones, asi como proteinas involucradas en el
montaje y funcidn de la misma, componentes que forman parte de la maquinaria
de replicacion y transcripcion del mtDNA, enzimas mitocondriales, enzimas
citosolicas de la via biosintética del grupo hemo y proteinas que participan en el

importe mitocondrial. !

NRF-1 se encuentra como fosfoproteina durante el crecimiento exponencial de
células en mamiferos y se une como homodimero a sus sitios de reconocimiento.
Se ha reportado la induccion del mRNA de NRF-1 después de la estimulaciéon
eléctrica de miocitos cardiacos neonatales como parte de un programa de
proliferaciéon y diferenciacion mitocondrial. "7 A su vez, el mRNA de NRF-1
también es transitoriamente inducido en células de musculo esquelético de rata
como respuesta a un periodo agudo de ejercicio.*® Dicha induccién ocurre antes
del incremento adaptativo en la capacidad oxidativa mitocondrial, lo que sugiere
que la elevacion de los niveles de NRF-1, que acompafa multiples periodos de
ejercicio, podria estar involucrada en la biogénesis mitocondrial inducida por el

ejercicio. 1!

NRF-1 también esta involucrado en la estimulacién de la respiracion celular que
ocurre cuando células quiescentes son inducidas a divisibn después de un
tratamiento con factores de crecimiento.® Este incremento en la respiracion es
acompanado por una rapida induccién de los niveles de mRNA de citocromo C y
de la expresion de proteinas relativas a la citocromo C oxidasa (COX IV). Los

datos demuestran que el citocromo C es un factor limitante en la respiracion
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celular durante la transicion temprana de la fase Gy a G4y, que tanto NRF-1 como
CREB contribuyen a la induccion y mantenimiento de los niveles del citocromo C.
Por otro lado, se ha visto que c-myc se encuentra asociado a la expresion de
ciertos genes blanco de NRF-1 y se ha reportado que fibroblastos carentes de myc

se encuentran deficientes en contenido mitocondrial. &%

Por otro lado, Kuzmin I. y cols. demostraron que en humanos, la regién promotora
de la proteina von Hippel-Lindau (VHL) posee un sitio de reconocimiento para
NRF-1, lo que sugiere que su expresion se encuentra bajo el control de dicho
factor de transcripcion. ¥% VHL es considerada como supresor de tumores ya que
actua como regulador negativo del Factor Inducible a Hipoxia (HIF-1). HIF-1 es un
activador transcripcional de la via glicolitica y se ha reportado que actua como
regulador negativo de la biogénesis mitocondrial y la utilizacion del oxigeno en
células de carcinoma renal que carecen de VHL. " En su articulo, Zhang vy cols.
plantean que la ausencia de la proteina VHL en las células de carcinoma renal
promueve la activacion de la via HIF-1, lo cual lleva a la potenciacion de la
glicolisis mediante la regulacién positiva de la piruvato deshidrogenasa cinasa 1
(PDHK1), que al fosforilar al complejo piruvato deshidrogenasa inhibe la
conversion del piruvato a acetil-CoA. Lo anterior resulta en un decremento de la
respiracion mitocondrial que favorece el switch molecular de la fosforilaciéon
oxidativa mitocondrial dependiente de c-myc a la promocion de la glicélisis

aerobica mediado por HIF. 1!

También se ha reportado que la activacién de HIF promueve la inhibicion de c-myc
y su degradacion via proteosoma. La represion de c-myc resulta en la inhibicion de
la biogénesis mitocondrial y la respiracion oxidativa.*" De esta forma, la via de
PGC-1-NRF-1 podria promover el metabolismo mitocondrial mediante la

regulacion positiva de la expresion de VHL. Ver Figura 2.

NRF-2 junto con NRF-1 han sido asociados al control transcripcional de muchos
genes mitocondriales. Es importante aclarar que no se debe confundir este factor
de transcripcion con el Factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2 (NFE2L2)
con el cual comparte el acronimo de NRF-2 en la base de datos de PubMed."®
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NRF-2 también llamado GABPA pertenece a la familia de factores de transcripcion
Ets (por su nombre en inglés E26 transformation-specific) los cuales se unen a
secuencias GGAA en el DNA. NRF-2 se compone de cinco subunidades, la
subunidad a, con actividad de union al DNA y las subunidades B+, B2, Y1 Y Y2 que
forman complejos con la subunidad a. Entre los genes regulados por NRF-2 se
encuentran aquellos que codifican para las subunidades IV, Vb y Vlla de la
citocromo C oxidasa, asi como de la subunidad B de la ATP sintasa, TFAM,
TFBM1 y TFBM2 y la succinato deshidrogenasa. Ademas se han encontrado sitios
consenso para GABPA en el gen de la proteina ribosomal S12, asi como en el
promotor del gen TOM20, este ultimo codifica para un receptor de la membrana
externa mitocondrial, sugiriendo que NRF-2 también se encuentra involucrado en

la expresion de la maquinaria de importe de proteinas mitocondriales.!

NRF-2 permite la expresion coordinada de genes de la cadena transportadora de
electrones asi como la biogénesis del mismo organelo. Una vez que PGC-1a se
une y coactiva a NRF-2, genera que éste reconozca y se una a sus secuencias
consenso en los promotores de TFAM, TFBM1 y TFBM2 generando un incremento
en su expresion. Posteriormente TFAM, TFBM1 y TFBM2 se traslocan a la
mitocondria, donde inducen la biogénesis mitocondrial mediante la estimulacion de
la replicacion y transcripcion del mtDNA. B°! Adicionalmente, se ha reportado que
fibroblastos de embrién que carecen de NRF-2 no logran proliferar debido a la

incapacidad de replicar el DNA mitocondrial.

La union de NRF-2 a sus sitios de unidon es requerida para la maxima activacion
de los promotores de los genes blanco de PGC-1a y PRC; sin embargo,
Vercauteren y cols. han reportado que no existe una union directa entre las
subunidades de NRF-2 y dichos coactivadores in vitro. En su estudio Vercauteren
y cols. han sugerido que NRF-2 y PRC se encuentran unidas a un mismo complejo
mediante uno o mas intermediarios in vivo. *? Los autores proponen a HCF (host
cell factor), una molécula que se une tanto a la subunidad NRF-2B como a los
coactivadores de la familia PGC-1, como el intermediario de unién entre ambas

moléculas.
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2.2 Cambio de metabolismo del linfocito T CD8" durante la activacion y

diferenciaciéon celular

Las células T en reposo y las activadas utilizan diferentes vias metabdlicas para
obtener la energia necesaria para sustentar los distintos requerimientos
metabolicos. Las células T en reposo tienen una baja tasa de captacion de
nutrientes y su principal fuente de ATP proviene de los procesos de B-oxidacion de
acidos grasos (FAO) y la oxidacion del piruvato y la glutamina mediante el ciclo de
Krebs. Ver Figura 3. [43]

Por otro lado, después de la activacion las células T entran en una etapa de
crecimiento y division celular, por lo que necesitan de mayor produccion de ATP
para aumentar su actividad y de la producciéon de intermediarios para la
biosintesis.**! Debido a lo anterior las células T activadas incrementan el
metabolismo de la glucosa, cambio regulado principalmente por la via PI3K-Akt.
4 | as células T activadas consumen grandes cantidades de glucosa y producen
grandes cantidades de lactato. Por lo anterior, se sabe que el metabolismo de
estas células es principalmente glicolitico aun en presencia de oxigeno, proceso

conocido como glicdlisis aerdbica. [*4

Se ha reportado que tanto Akt como mTORC1 pueden promover la glicdlisis
aerodbica para apoyar el crecimiento y funcion de las células T efectoras.'¥! La
estimulacion del TCR y la coestimulacion dependiente de CD28 activa la cinasa de
fosfatidil inositol 3 (PI3K) que, mediante la conversion del lipido de membrana
inositol 4,5-difosfato (PIP2) a inositol 1,4,5-trifosfato (PIP3), activa la cinasa de
serina treonina Akt.** %! Esta ultima promueve la glicélisis incrementando la
expresion del transportador de glucosa Glut-1 en la superficie celular y
potenciando la actividad de las enzimas glicoliticas hexocinasa y fosfofructocinasa.
431 Al mismo tiempo, la molécula PIP3 induce la liberacién del Ca®* del reticulo
endoplasmico, lo cual promueve la entrada de calcio extracelular por medio de los
canales activados por liberacion de calcio (CRACs). El aumento de los niveles
intracelulares de Ca®" promueve la transcripciéon del gen de IL-2 mediante la
activacion de NFAT, asi como la activacion de enzimas del ciclo de Krebs.!**!
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Por otro lado, Finlay D. y cols. demostraron que existen vias independientes a
PI3K y Akt mediadas por mTORC1 que regulan la expresién del complejo del
factor de transcripcion de HIF1, las cuales son requeridas para mantener el

metabolismo de glucosa y la glicélisis en células T CD8"efectoras. [*°!

En las células T activadas, al igual que en las células tumorales en proliferacién, el
aumento de la glicdlisis promueve la biosintesis de macromoléculas. Muchos
intermediarios de la glicolisis son procesados por enzimas de la via de las
pentosas fosfato para la sintesis de acidos nucleicos y NADPH, agente reductor

importante para las reacciones de biosintesis.*"" 4®!

El cambio de metabolismo también se caracteriza por una represion significativa
de la oxidacion de acidos grasos, lo que permite que éstos se encuentren
disponibles para la sintesis de lipidos. Por otro lado, el citrato generado por el ciclo
de Krebs es exportado de la mitocondria al citosol, donde es utilizado en la
sintesis de lipidos. Como consecuencia, el ciclo de Krebs se debe restituir
constantemente, a este proceso se le denomina anaplerosis. La anaplerosis se
logra mediante la desaminacion de la glutamina en la mitocondria para generar a-
cetoglutarato, el cual ingresa al ciclo de Krebs mediante la actividad de la enzima

a-cetoglutarato deshidrogenasa. Ver Figura 3. *°!

Por otro lado, una vez que las células T CD8" se han diferenciado a células T de
memoria, su metabolismo vuelve a cambiar, dependiendo en gran medida de la
oxidacion de acidos grasos como fuente de energia. Esto les permite mantener
una capacidad mitocondrial de repuesto (SRC), es decir, la capacidad que se
encuentra disponible en una célula para producir energia bajo condiciones de
trabajo incrementado o estrés, lo cual es importante para la funcion y

supervivencia de células de larga vida. ™!

Ademas, se ha reportado que las
células T CD8" de memoria muestran un aumento en la masa mitocondrial
comparada con las células T naive, lo cual sustenta su habilidad de responder

rapidamente tras un reencuentro con el antigeno. 1!
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Figura 3. Comparacion entre el metabolismo de la célula T naive y la célula T activada (sl

2.3 Participacién de la mitocondria en la activacion de la célula T

Después de la estimulaciéon via TCR, las células T quiescentes experimentan un
incremento significativo en su tamafio celular seguido de una alta tasa de
proliferacion y diferenciacién. Estos procesos requieren de gran cantidad de
energia y por lo tanto, se requieren cambios en la cantidad y actividad de las

mitocondrias a fin de satisfacer las nuevas demandas.

Después de la activacion, las células T experimentan un rapido incremento en la
masa mitocondrial, la fosforilacion oxidativa y la producciéon de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Después de lo cual, cambian su metabolismo a glicdlisis para
satisfacer las nuevas demandas energéticas. Ademas, estudios han demostrado
que durante la activacion de la célula T, las mitocondrias se re localizan a la

sinapsis inmunoldgica, donde parecen regular el influjo local de calcio.””

Por otro lado, Sena y cols. demostraron que el metabolismo mitocondrial es un
componente critico en el proceso de activacion de la célula T a través la
produccion de especies reactivas de oxigeno por el complejo IIl. *4 Los autores

sugieren que la induccion de la produccion de ROS es mediada por la sefializacion
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del calcio inducida por la activacion del CD3. Como se mencioné anteriormente,
después de la activacién de la célula T se genera un aumento en los niveles
intracelulares de calcio, el cual tiene efectos directos en la funcion mitocondrial. El
Ca*" activa enzimas mitocondriales involucradas en el ciclo de Krebs como la
piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa. Como resultado, se
genera un incremento del ciclo de Krebs y consecuentemente de la funcién de la
cadena transportadora de electrones, lo que genera el incremento del potencial de
membrana mitocondrial y el aumento en la produccién de ROS. Finalmente, en
dicho estudio se comprobdé que las ROS producidas principalmente por el
complejo Il de la cadena transportadora de electrones son requeridas para la
activacion de las células T CD4", ya que son importantes para la activacién de
NFAT, otros autores han reportado que la generacion de ROS mitocondriales

también es necesaria para la actividad optima de NF-kB.[32 44

Por otro lado, en un estudio realizado en células T murinas, D’'Souza y cols.
reportaron que, tras la activacion de células T totales con anticuerpos anti-CD3 vy
anti-CD28 incrementa tanto la masa mitocondrial como el potencial de membrana

y que dicho aumento esta asociado con la amplificacion del mtDNA. P!

En dicho estudio se reporta que durante la activacién temprana, en comparacion
con sus niveles basales, el potencial de membrana mitocondrial incrementa en
mayor medida que la masa mitocondrial. " Posteriormente se observo que las
células continuaron incrementando la masa mitocondrial, mientras que el potencial
de membrana no presenté un aumento significativo. Los autores sugieren que tras
la activacion del TCR, las células T regulan positivamente la masa mitocondrial y
la fosforilacion oxidativa, con el fin de proporcionar la energia necesaria para
incrementar el tamano celular y el contenido citoplasmatico; lo anterior es para
preparar a la célula para la alta tasa de proliferacion celular. Por otro lado, los
autores atribuyen el hecho de que el potencial de membrana no continuara
aumentando significativamente al cambio de metabolismo a uno principalmente
glicolitico que ocurre después de la activacion de la célula T. P! Sin embargo, el

hecho de que la biogénesis mitocondrial y el potencial de membrana sean
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mantenidos hasta cierto punto in vitro, sugiere que existe la necesidad de
incrementar el numero de organelos activos durante el estado proliferativo o para

la subsecuente diferenciacion.

2.4 Alteraciones de los linfocitos T CD8" en cancer pulmonar

Como se menciond anteriormente, nuestro grupo de trabajo ha reportado que en
derrames pleurales de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se observa una
menor proporcion de células T CD8" efectoras, asi como un mayor porcentaje de
células T CD8" de memoria en comparacion con los niveles encontrados en
sangre periférica. En dicho estudio se sugiere que la disminucion de la
subpoblacion de células CD8" efectoras podia ser debido a que las células
tumorales bloquean el proceso de diferenciacion de células T de memoria a

células T terminalmente diferenciadas. ["*!

Nuestro grupo de trabajo ha propuesto que un mecanismo por el cual las células
tumorales bloquean la diferenciacién terminal de los CTLs podria ser mediante la
regulacion negativa de la cadena CD3g, cuya expresion se encuentra reducida en
linfocitos T provenientes de sangre periférica y derrame pleural de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar.® Dada la importancia del complejo CD3 durante la
activacion de la célula T, la reduccidén de la expresion de CD3e podria alterar
eventos bioquimicos dependientes del TCR, induciendo la anergia de las células T

asi como la reduccion en sus respuestas observadas en pacientes con NSCLC. 9

Otros defectos reportados en linfocitos T CD8" provenientes de derrame pleural o
de TILs incluyen la reduccién en la tasa de proliferacion, disminucion de la
produccién de algunas citocinas tipo Th1 y potencial citotéxico disminuido.!" %2
Dicho fendmeno no se observo en los linfocitos T CD4*.® Adicionalmente,
nuestro grupo también ha reportado que la subpoblacién de células T CD8"
efectoras presenta un bajo porcentaje de células que expresan perforina, en
comparacion con aquellas que expresan granzima A; asi como la presencia de

una subpoblacion de células T CD8"* naive que expresan Fas.*® Lo anterior
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sugiere que las células T CD8" localizadas en proximidad del tumor, se
encuentran mayormente afectadas por factores derivados de éste, en

comparacion con aquellas células T CD8" localizadas en sitios distantes al tumor.

Por otro lado, se ha propuesto que la muerte celular inducida por activacion
(AICD) puede mediar la apoptosis de los TILs en pacientes con cancer.’” Se ha
reportado que las células T estimuladas cronicamente son sometidas a AICD
mediada por la interaccién de Fas/FasL. Dong y cols. han reportado que en
infecciones virales la estimulacion cronica de los linfocitos T CD8" resulta en la
pérdida de las funciones efectoras de los CTLs, reportando que la expresiéon de
perforina y granzima se encuentran disminuidas.!®® Adicionalmente, nuestro grupo
de trabajo reporté que los linfocitos T CD8" provenientes de derrame pleural de
pacientes presentan AICD después de ser estimulados con anticuerpo anti-
CcD3.P¥
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2. JUSTIFICACION

El cancer pulmonar es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial. De
acuerdo con lo reportado por la Sociedad Americana del Cancer en 2011, sdlo el
16% de los pacientes con cancer pulmonar logran alcanzar una tasa de
supervivencia mayor a 5 anos. Lo anterior se debe en parte a que las células
tumorales presentan una gran variedad de mecanismos con los que contrarrestan
los distintos tipos de terapias, asi como al sistema inmune, esto ultimo representa

un obstaculo para el uso de la inmunoterapia como tratamiento complementario.

El linfocito T CD8" es la principal célula del sistema inmune encargada de eliminar
a las células tumorales. Muchos estudios han asociado la presencia células T
infiltrantes del tumor (TILs) con una respuesta clinica favorable en pacientes de
distintos tipos de cancer. Sin embargo, nuestro grupo de trabajo y otros han
reportado que tanto en TILs como en derrames pleurales provenientes de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar, la poblacion de células T CD8" se
encuentra reducida y que el fenotipo de estas células es principalmente de células
T CD8" de memoria. Lo anterior sugiere que las células tumorales podrian estar

bloqueando el proceso de diferenciacion a células T efectoras.

La mitocondria tiene un papel central en el proceso de activacion de la célula T ya
que inicialmente participa en procesos como la regulacion del influjo de Ca" y en
activacion optima de factores de transcripcion como NFAT y NF-kB, mediante la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Posteriormente, este organelo
participa en el cambio del metabolismo celular a uno principalmente glicolitico, lo
cual es necesario para apoyar la alta tasa de proliferacion y diferenciacion celular
que ocurren después de la activacion. Adicionalmente muchas de las vias cascada
abajo del TCR se encuentran implicadas en la biogénesis mitocondrial y la funcion
de este organelo, entre éstas se incluyen la via de la proteina cinasa C, las vias de

MAPK/ERK y aquellas relacionadas con el Ca*.

29



Finalmente, no se han reportado estudios donde se evalue la funcién y biogénesis
mitocondrial en linfocitos T provenientes de pacientes con cancer. Por lo anterior,
en este trabajo se busca evaluar los niveles de expresion de NRF-1 y NRF-2,
factores transcripcionales importantes en la regulacion de la funcién y biogénesis
mitocondrial, en linfocitos T CD8" no estimulados y después de la estimulacion con
el anticuerpo anti-CD3, provenientes de pacientes con adenocarcinoma pulmonar;
asi como comparar los niveles de expresion de estos factores de transcripciéon con
los de linfocitos T CD8" provenientes de sangre periférica de sujetos sanos en
ambas condiciones. De esta forma, se busca conocer si existe relacién entre los
defectos en la activacion de los linfocitos T CD8" de los pacientes con cancer

pulmonar y la actividad de la mitocondria.
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3. HIPOTESIS

Si los linfocitos T CD8" provenientes de derrame pleural de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar presentan alteraciones en la regulacion de la funcién
mitocondrial, evaluada mediante los niveles de expresion de las moléculas NRF-1
y NRF-2, entonces estos niveles seran menores a los de los linfocitos T CD8"

provenientes de sangre periférica de sujetos sanos.

4. OBJETIVOS
5.1 General:

Comparar los niveles de expresion de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en lisados
celulares de linfocitos T CD8" sin estimulo y posterior a ser estimulados con
anticuerpo anti-CD3, provenientes de derrame pleural y sangre periférica de

pacientes con cancer pulmonar y de sangre periférica de sujetos sanos.

5.2 Particulares:

e Estandarizar la técnica inmuno-PCR para la cuantificacién de las proteinas
actina, NRF-1 y NRF-2 provenientes de linfocitos T CD8+

e Realizar la cuantificacién relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en
lisados celulares de linfocitos T CD8+ sin estimulo y después de la
estimulacion con anti-CD3 de pacientes con cancer pulmonar y de sujetos
sanos utilizando actina como proteina enddgena.

e Comparar la expresion de Actina, NRF-1 y NRF-2 en los tres grupos de

estudio y en ambas condiciones.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1.- Separacion de los Linfocitos T CD8" y condiciones de estimulacion

Separacion de las CMIN-SP y
CMN-LP de muestras de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar y sujetos sanos

Purificacién de linfocitos T CD8 Andlisis del grado de
a partir de CMN pureza de la poblacién
por citometria de flujo

l 24 hrs/RPMI-1640

.
Estimulaciéon de células T CD8

Control
Sin estimulo

| |
l 37°C/ 48 h — Analisis del grado de

anti-CD3 10 pg/mL

activacion de las
células por citometria
Lisado celular de flujo

l

Cuantificacidn relativa de las proteinas
Actina, NRF-1y NRF-2 por inmuno-PCR
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2.- Cuantificacion relativa de las proteinas actina, NRF-1 y NRF-2 mediante
inmuno-PCR

Sonda: Oligonucledtidos unidos a Diluciones del lisado celular
los anticuerpos anti-Actina, anti- (1500 cels/pl)
NRF-1 o anti-NRF2

Incubacién del par de sondas
con el lisado celular

60 min/37°C

Adicion de ligasa

10 min/37°C
5 min/4°C

Amplificaciéon
PCR en tiempo real
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7. MATERIALES Y METODOS

Poblacion estudiada

Se emplearon células mononucleares (CMN) provenientes de: 5 muestras de
derrame pleural de pacientes con diagnostico de adenocarcinoma pulmonar en
estadios Ill y IV, 3 muestras de sangre periférica de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar y 4 muestras de sangre periférica de sujetos sanos.
Los linfocitos T CD8" fueron purificados a partir de las CMN por seleccion

negativa.
Obtencién de las células mononucleares de derrame pleural

Las células mononucleares de derrame pleural (CMN-DP) fueron descongeladas y
resuspendidas en medio RPMI-1640 adicionado con antibiéticos y suero fetal
bovino al 10% y se centrifugaron por 12 minutos a 1600 rpm. Posteriormente se

retird el sobrenadante y se resuspendié en medio RPMI-1640.

Con el fin de separar las CMN de las células tumorales, se realizé6 un gradiente
discontinuo empleando Ficoll al 75% y 100% (Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo,
Noruega). Las células se colocaron en el gradiente y se centrifugaron a 1300 rpm
durante 35 min. A partir del gradiente obtenido, se separaron las CMN de las

células tumorales presentes en la muestra.
Purificacion de los linfocitos T CD8" a partir de CMN

Las CMN-SP y las CMN-DP fueron resuspendidas y lavadas (12 minutos a 1600
rom) en medio RPMI-1640. Después se resuspendieron en 2 mL de buffer PBS
libre de Ca®** y Mg®* con EDTA a una concentraciéon de 2mM vy albimina sérica
bovina (BSA) al 0.5%.

Se realizd la cuantificacion de las células totales en una camara de Neubauer
utilizando el colorante azul tripano para distinguir entre células vivas y muertas. Se
tomaron dos alicuotas de células para el posterior analisis por citometria de flujo y

el resto de las células se purificd como se explica a continuacion:
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Se realiz6 un lavado de las células con buffer PBS-BSA (0.5%)-EDTA (2mM) y se
resuspendieron en 40 pl del mismo buffer. A la suspensién anterior se le agrego
un coctel de anticuerpos monoclonales conjugados a biotina (Miltenyi Biotec Inc.,
Auburn, CA, USA) contra las moléculas CD4+, CD15+, CD16+, CD19+, CD34+,
CD36+, CD56+, CD123+, TCR Y/d+ y CD235a+ y se incubd por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente se adicionaron perlas magnéticas conjugadas a anticuerpos
monoclonales anti-CD14, anti-CD61 y anti-biotina (Miltenyi Biotec Inc., Auburn,
CA, USA) y se incubd por 15 minutos a 4°C. Se adicion6 buffer PBS-BSA (0.5%)-
EDTA (2mM) y se hizo pasar la suspension por una columna de separacion
magneética LS SuperMACS Il (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA, USA) colocada

dentro de un campo magnético en un separador MACS.

+

Las células T CD8" se eluyeron con buffer y se recolectaron. Las células no CD8
también fueron recolectadas. Se tomaron alicuotas de ambas fracciones para su
posterior analisis por citometria de flujo y el resto de las células se coloc6 en
placas de 96 pozos a una concentracion de 2x10° cels/mL durante la noche a

37°C en una atmosfera de 5% de CO..

Inmunofenotipificacion de las fracciones purificadas de linfocitos T CD8" por
citometria de flujo.

Los anticuerpos utilizados para realizar las tinciones de citometria de flujo fueron:
anti-CD3 PE-eFluor610 (clona UCHT1, eBioscience, San Diego, CA, US), anti-
CD4 FITC (clona RPA-T4, BioLegend, San Diego, CA, US), anti-CD8 PECy7
(clona RPA-T8, BD Biosciences, San Jose, CA, US), anti-CD45 PECy5 (clona
HI30, BD Biosciences, San Jose, CA, US), anti-CD137 APC (clona 4B4-1,
BioLegend, San Diego, CA, US), anti-CD4 PECy5 (clona RPA-T4, BioLegend, San
Diego, CA, US) y anti-CD3 FITC (clona HIT3a, BioLegend, San Diego, CA, US).

Las alicuotas de CMN, células T CD8" purificadas y células no T CD8" se
inmunofenotipificaron para identificar las poblaciones de linfocitos T CD8+ y asi
verificar la pureza después de la separacibn magnética. Las células fueron

resuspendidas y lavadas en buffer PBS adicionado con BSA al 1% y azida de
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sodio (NaN3) al 0.1% y fueron tefidas con anticuerpos anti- CD3 PE-eFluor610,
anti-CD4 FITC, anti-CD8 PECy7 y anti-CD45. Después de 20 min de incubacion
en oscuridad, se realizé un lavado con buffer. Finalmente las células se
resuspendieron en 200 ul de paraformaldehido (1% p/v) y se almacenaron a 4°C

para su posterior analisis por citometria de flujo.
Estimulacién de los linfocitos T CD8"

Las células T CD8" fueron estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (clona UCHTT,

eBioscience Inc. San Diego, CA, USA) mediante el siguiente procedimiento:

Tras un periodo de 24 horas las células T CD8" se recuperaron con PBS 1X frio
estéril, se lavaron y se contaron (BioRad TC20 Cell Counter). Las células fueron

llevadas a una concentracion de 2x10° cels/mL con medio RPMI-1640.

Para fijar el anticuerpo anti-CD3 a la placa de 96 pozos, se prepard una dilucidon
de 50 ul de anticuerpo a una concentracion de 10 pg/mL en PBS frio estéril. Se
deposité la dilucion de anticuerpo en un pozo de la placa y se incubd por 90
minutos a 37 °C. Al finalizar el tiempo de incubacién se lavé con 100 pl de PBS
frio y se agrego la mitad del volumen de las células T CD8" a una concentracion

de 2x10° cels/mL. En otro pozo sin anticuerpo se depositd el resto de las células.

Después de 48 h de estimulacion a 37 °C en una atmosfera con 5% de CO,, se
tomaron alicuotas de ambas condiciones y se realiz6 la inmunofenotipificacion con
anticuerpos anti-CD137, anti-CD8, anti-CD4 y anti-CD3 segun el protocolo descrito

anteriormente.
Obtencion del lisado celular de linfocitos T CD8*

Para la obtencidén del lisado celular se utilizd el kit Protein Expression Sample
Preparation Kit (Thermo Scientific, Foster City, CA, USA). La solucion de lisis se
preparé adicionando inhibidores de fosfatasa y proteasa (EMD Millipore, Billerica,
MA, USA) a un volumen de Cell Lysis Reagent, 2X (Thermo Scientific, Foster City,
CA, USA).
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Los linfocitos T CD8" sin estimulo y estimulados con anticuerpo anti-CD3 fueron
recuperados con PBS frio estéril, se lavaron y resuspendieron en 500 pl de PBS
para realizar el conteo de las células empleando un contador de células
automatizado (BioRad TC20 Cell Counter). Finalmente se realizé un lavado con
PBS y las células se resuspendieron en un volumen 1:1 de Cell Resuspension

Buffer y solucion de lisis para obtener una concentracion de 2000 cels/pl.
Cuantificacion relativa de las proteinas por inmuno-PCR

La cuantificacién relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en los lisados celulares
se realizd mediante la técnica de inmuno-PCR utilizando actina como proteina
enddégena. El inmuno-PCR se realizé siguiendo la metodologia descrita a

continuacion:
Preparacion de sondas especificas para cada anticuerpo

Se utilizé un anticuerpo policlonal anti-actina biotinilado y fabricado en cabra
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) y anticuerpos anti-NRF-1 y anti-
GABPA/NRF2A biotinilados fabricados en conejo (Bioss, Woburn, MA, USA).

Se realizé una dilucién de cada anticuerpo con Antibody Dilution Buffer (Thermo
Scientific, Foster City, CA, USA) para obtener una concentracién de 100 pg/mL y
se dejaron en hielo. Para cada anticuerpo se prepararon dos complejos: al
complejo A se le agregd 0.3 ul de anticuerpo diluido y 0.3 ul de oligonucledtido de
extremo 3’ conjugado a estreptavidina (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA). Al
complejo B se le agregaron 0.3 pl de dilucibn de anticuerpo y 0.3 ul de
oligonucledtido de extremo 5’ conjugado a estreptavidina (Thermo Scientific,
Carlsbad, CA, USA). Después de dejar los complejos en incubacién por una hora
a temperatura ambiente, a cada uno se le adiciond 5.4 pl de Assay Probe Storage
Buffer (Thermo Scientific, Foster City, CA, USA) y se dejaron en incubacion por 20
min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se prepard una
Sonda (Assay Probe Solution) para cada anticuerpo mezclando 40.5 yl de Assay
Probe Dilution Buffer (Thermo Scientific, Foster City, CA, USA) y 2.25 ul de cada
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complejo (A y B). Al final se generaron 3 Sondas: para el anticuerpo anti-actina,

para el anticuerpo anti-NRF-1 y para el anticuerpo anti-NRF-2.
Preparacion de diluciones de lisados celulares

A partir de cada lisado celular (sin estimulo y estimulado con anti-CD3) se realizo
una dilucion con Cell Resuspension Buffer (Thermo Scientific, Foster City, CA,
USA) para obtener una concentracion final de 1500 cels/pl. El volumen final de

cada dilucién fue de 30 pl.
Reaccion de union antigeno-anticuerpo

La reaccion de union se realizoé entre la sonda de cada anticuerpo (Assay Probe
Solution) y una dilucién especifica de lisado celular. Se realizaron 9 reacciones de

unién independientes.

Por cada sonda de anticuerpo se realizaron 2 reacciones de unidn, una con cada
dilucion de lisado celular (con estimulo y anti-CD3). Para cada reaccion de unién
se adicionaron 8 yl de sonda de uno de los anticuerpos y 8 ul de lisado celular.
Adicionalmente se incluyeron controles negativos (NPC) para cada anticuerpo, los
cuales contenian 6 yl de Sonda y 6 pl de cell resuspension buffer. La reaccion de
unién se llevé a cabo dentro de un termociclador (Thermal Cycler, Eppendorf)
durante una hora a una temperatura de 60°C, después de este tiempo, los tubos

se mantuvieron a una temperatura de 4°C.
Reaccion de ligasa entre los extremos 5’y 3’ de las sondas

La reaccion de ligasa se realiz6 utilizando reactivos provenientes del kit TagMan
Protein Expression Assays Core Reagents Base Kit. Se diluyeron 0.2 ul de DNA
Ligasa 500X en 99.8 pl de Ligase Dilution Buffer, 1X (Thermo Scientific, Foster
City, CA, USA) y la dilucion se mantuvo en hielo.

La solucién de ligacién se preparé adicionando 1136 ul de H,O inyectable filtrada,
62.5 pl de Ligase Reaction Buffer 20X y 1.25 ul de la dilucion de ligasa.

Posteriormente se mezclaron 144 pyl de solucion de ligacion y 6 uyl de muestra
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proveniente de los tubos de la reaccién de union. Para los controles negativos se
adicionaron 96 ul de solucion de ligacion y 4 ul de los tubos de NPC. La reaccion
de ligasa se realiz6 durante 10 minutos a una temperatura de 37°C en un
thermoblock (Multi-block Heater, Lab-Line). Después de este tiempo, los tubos se

mantuvieron en hielo a temperatura de 4°C.
PCR cuantitativo

El templado generado por la reaccién de la DNA ligasa se amplificé y detecto
mediante PCR cuantitativo utilizando Universal PCR Assay, 20X (TagMan Protein
Expression Assays Core Reagent Base Kit) y Fast Master Mix, 2X (TagMan
Protein Expression Fast Master Mix Kit). Universal PCR Assay, 20X contiene
concentraciones optimizadas de sondas TagMan y primers de oligonocledtidos
(Forward y Reverse) mientras que Fast Master Mix, 2X contiene a la DNA
polimerasa. Los reactivos de estos kits fueron disefiados para amplificar una

region del producto de ligacion para su deteccion por PCR tiempo real.

Se prepar6 una mezcla de reactivos para todas las reacciones adicionando 212 ul
de Fast Master Mix y 21 ul de Universal PCR Assay, 20X, se mezclé en vortex y
se mantuvo en hielo. A los tubos de muestra se les agregd un volumen de 29 pl de
mix y 20.3 ul de muestra provenientes de los tubos correspondientes a la reaccion
de ligasa. Para los controles negativos se adicionaron 19.5 uyl de mix y 13.5 ul de

los tubos de reaccidn de ligacidn correspondientes.

Por cada tubo de reaccion de PCR, se alicuotaron 3 pozos (15 pl por pozo) de una
placa reaccion de 96 pozos (MicroAmp Fast 96 —Well Reaction Plate 0.1mL,
Thermo Scientific) y por cada tubo de control negativo se alicuotaron 2 pozos con

el mismo volumen.

La reacciéon de PCR tiempo real se llevé a cabo en un termociclador StepOnePlus

system con los siguientes eventos:
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1. Un ciclo inicial de 95°C de 20 segundos de duracion, en el cual se realizo la
activacién de la enzima

2. Desnaturalizacion del cDNA a una temperatura de 95°C por 1 segundo
Alineamiento/extension a temperatura de 60°C por 20 segundos.

4. Los pasos dos y tres constituyen un ciclo. En el proceso de amplificacion y

deteccidn por PCR tiempo real se realizaron 40 ciclos.
Andlisis de resultados

A partir de los valores de Ct de las proteinas sin estimulo se realiz6 una
cuantificacion relativa utilizando el método de ACt (ecuacion 1). Lo anterior con el
objetivo de conocer los niveles de expresiéon basal de las proteinas NRF-1 y NRF-
2 en los linfocitos T CD8" sin estimulo con respecto a los niveles de expresion de
actina. El ACt se calcula como se indica en la ecuacién (2). Finalmente, las veces

de cambio son obtenidas con la siguiente ecuacion:
Veces de cambio = 275¢t ... (1)

Para determinar la expresion de las proteinas en los linfocitos T CD8" activados,
los datos obtenidos del PCR cuantitativo fueron analizados con el método de
cuantificacion relativa AACt, utilizando Microsoft Office Excel. Este método
compara los resultados experimentales obtenidos para la proteina de interés con
un calibrador, es decir, la proteina en condicion normal (sin estimulo) y un
normalizador, el cual debe ser una proteina de expresidén constante, en este caso
actina. Los valores de Ct tanto de la proteina de interés (NRFs en condicion anti-
CD3) como del calibrador (NRFs sin estimulo) son ajustadas en relaciéon a la
proteina normalizadora en ambas muestras. Posteriormente, utilizando el valor de

AACt se determinan las veces de cambio en la expresién como se indica:

— sin estimulo sin estimulo
ACt cqiipragor = Ct NRFs - Ct actina e (2)
— anti—CD3 anti—CD3
Act muestra — Ct NRFs - Ct actina e (3)

AACt = ACt pyestra — ACt catibrador - - - (4)

Veces de cambio = 2725¢t | (5)
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8. RESULTADOS

+

8.1 Determinacion de la pureza de las fracciones de linfocitos T CDS8

purificados por citometria de flujo

La pureza de las células T CD8" se verificd mediante la inmunofenotipificacion de
las células antes y después de la separacidn magnética utilizando anticuerpos
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD45. El analisis citométrico (ver Figura 4A)
se realizd discriminando agregados celulares y seleccionando la poblacion de
linfocitos en funcién de su tamafio y granularidad. Posteriormente se selecciond la
region de linfocitos T (CD45+CD3+) a partir de la cual se analizaron las

subpoblaciones CD4+ y CD8+.

Figura 4. A) Estrategia de anélisis de las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y T CD8" por
citometria de flujo. B) Inmunofenotipificacién de las células mononucleares y de las fraccién de

células purificadas de una muestra representativa de sangre periférica de sujeto sano.
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En la Figura 4B se muestra el analisis citométrico de las poblaciones T CD8+ (PE-
Cy7) y T CD4+ (FITC) presentes en una muestra de células mononucleares
(antes de la purificacion) y su correspondiente fraccién purificada. Las células
analizadas provienen de una muestra representativa de sangre periférica de
sujeto sano. Como se puede observar, después de realizar la purificacion de las
CMN con perlas magnéticas la cantidad de células T CD8+ aumentd
considerablemente. En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de linfocitos T
CD8+ obtenidos después de realizar la purificacion a las distintas muestras

obtenidas de pacientes y sujetos sanos.

Tabla 1. Porcentaje de linfocitos T CD8+ después de la purificacion

Sano Paciente \
SP SP DP
n=4 n=3 n=5
CD8+ (%) 87.0+1.7 90.7£7.4 90.73.6

Porcentaje de linfocitos T CD8+ purificados a partir de muestras de sangre periférica (SP) de
sujetos sanos y de derrame pleural (DP) y sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar. Se muestra la media * desviacién estandar.

8.2 Estimulacion de los linfocitos T CD8" purificados

Después de la purificacion de los linfocitos T CD8", éstos fueron estimulados con
anticuerpo anti-CD3 por un periodo de 48 h. A partir de las 24 h de estimulacién se
observo al microscopio la presencia de colonias de linfoblastos comparado con los

linfocitos sin estimular. Ver Figura 5

Si estimulo AntiCD -

Figura 5. Cambios morfolégicos de los linfocitos T CD8" después de haber sido estimulados con
anticuerpo anti-CD3 por 48 h (10X). Los linfocitos presentados pertenecen a una muestra
representativa proveniente de sangre periférica de sujeto sano.
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Para corroborar que el estimulo con el anticuerpo policlonal anti-CD3 activaba a
los linfocitos T, la fraccidon de células no T CD8+ correspondiente a los linfocitos T
CD4+ de cada muestra fue estimulada bajo las mismas condiciones. Después de
48 h de estimulacién, se realizé la inmunofenotipificacion de las células
estimuladas y sin estimulo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD137. Se analiz6 en
el citometro de flujo siguiendo la estrategia de analisis descrita previamente. De la
poblacion de linfocitos T se cuantifico la poblacidn de células positivas al marcador
de activaciéon CD137. En la Figura 6 se observan los graficos de dispersion de la
marca CD137 APC en funcibn de CD3 FITC para células sin estimulo y
estimuladas con anti-CD3 provenientes de muestras representativas de derrame

pleural de paciente y de sangre periférica de sujeto sano.

Figura 6. Inmunofenotipificacion de los linfocitos T sin estimulo y estimulados con anticuerpo anti-
CDa3. Los graficos de dispersion de la parte superior corresponden a los resultados representativos
de derrame pleural maligno, mientras que los graficos de la parte inferior corresponden a
resultados representativos para sujeto sano.
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La expresion de la molécula CD137 es inducida por la activacion de las células T y
por tanto no puede ser detectada en linfocitos T en reposo, por lo anterior es
comUnmente utilizada como marcador de activacion.®® Como se observa en la
Figura 6, el porcentaje de células CD137+ fue de 32.4% en las células T
estimuladas de la muestra representativa de derrame pleural y de 42.8% en la
muestra de células T estimuladas provenientes de sangre periférica de sujeto
sano. Se comprobd que el anticuerpo anti-CD3 activa a los linfocitos T debido a
que en éstos se detectd un gran aumento en la expresion de la molécula CD137
comparado con la poca o nula expresion encontrada en la fraccion de células sin
estimulo (Ver Tabla 2). Ademas, a partir de los cambios morfolégicos observados
al microscopio se puede concluir que los linfocitos T CD8" fueron activados con el
anticuerpo anti-CD3.

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos T CD137+ después de la estimulacién con anticuerpo policlonal
anti-CD3.

Sano Paciente \
SP SP LP
n=2 n=2 n=3
CD137+ (%) 36.8+9.0 44.4+13.1 38.3+6.8

Las células estimuladas corresponden a los linfocitos no T CD8+ de las muestras de sangre
periférica (SP) y derrame pleural (DP) de pacientes con cancer pulmonar y SP de sujetos sanos.
Se muestra la media * desviacion estandar

8.3 Estandarizacion de la técnica inmuno-PCR para las proteinas: actina,
NRF-1y NRF-2

Para evaluar si los anticuerpos anti-actina, anti-NRF-1 y anti-NRF-2 biotinilados se
unian a los oligonucleétidos 5’ y 3’ conjugados con estreptavidina para formar las
sondas del inmuno-PCR, se realizaron pruebas de proximidad forzada. En esta
prueba, cada anticuerpo fue diluido a una concentracién de 200 nM e incubado en
un volumen 1:1 con una mezcla de oligonucledtidos 5 y 3 a la misma
concentracion. Adicionalmente se preparé un control negativo donde solo se
agrego la mezcla de oligonucledtidos y buffer. Posteriormente se realizé la
reaccion de ligasa y de PCR en tiempo real como se describe en la Metodologia.
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La curva de amplificacion para el anticuerpo anti-actina y su respectivo control
negativo se muestra en la Figura 7. A partir de los valores de Ct (threshold cycle)
obtenidos se calcul6 la diferencia de ciclos de amplificacion (ACt) entre la sonda y
el control negativo. Se considera que el anticuerpo es capaz de unirse a los
oligonucledtidos para formar las sondas y por tanto, es apto para ser utilizado en
ensayos de proximidad cuando el ACt entre éste y el control negativo es mayor a

8.5 ciclos de amplificacion.

Todos los anticuerpos pasaron la prueba de proximidad forzada obteniéndose un
ACt de 10.75 ciclos de amplificacion para el anticuerpo anti-NRF-1, ACt de 10.88

ciclos de amplificacién para anti-NRF-2 y 11.01 ciclos para anti-actina.

Figura 7. Prueba de proximidad del anticuerpo anti-actina. Las curvas de amplificacién para el
anticuerpo anti-actina se muestran en rosa, mientras que las curvas de amplificacion para el
control negativo se muestran en azul.

Posteriormente, se determiné la concentracion Optima de cada anticuerpo
realizando distintos inmuno-PCR a partir de lisados de la linea celular A-427, en la
cual se ha reportado la expresion de actina.’”! La concentracion Optima de
anticuerpo fue seleccionada con base en la diferencia del Ct de las muestras y el

del control negativo.
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En la Figuras 8 se muestran las curvas de amplificacion de los inmuno-PCR
realizados para la determinacion de la concentracion 6ptima del anticuerpo anti-
actina. Los resultados obtenidos para los anticuerpos anti-NRF-1 y anti-NRF-2
fueron similares, obteniéndose la misma concentraciéon Optima para los tres
anticuerpos y por lo tanto, las curvas de amplificacion de los NRF’s no se
muestran. Para asegurar que la cantidad de anticuerpo fuera mayor que la
cantidad de antigeno a analizar, las concentraciones de anticuerpo probadas en la
Figura 8A fueron de 50 ug/mly 100 ug/ml, mientras que la concentracion de lisado
celular se mantuvo constante (20 células/pl). Dicha concentracion de lisado es la
recomendada por el fabricante; sin embargo, como se puede observar, los valores
de Ct de las muestras se encuentran muy cercanos a los del control negativo por
lo que se realizaron mas ensayos aumentando la concentracion de lisado celular a
100 células/pl y utilizando las mismas concentraciones de anticuerpo anti-actina.
Como se observa en la Figura 8B, aumentando la concentracién de lisado se logré
incrementar los valores de ACt de las muestras con respecto al control negativo.
De las dos concentraciones de anticuerpo utilizadas, la mayor diferencia en ciclos
de amplificacion con respecto al control negativo se obtuvo con 100 ug/ml, por lo
anterior se decididé utilizar esta concentracién en los ensayos posteriores. La
concentracion de anticuerpo anti-NRF-1 y anti-NRF-2 determinada mediante los

inmuno-PCR fue también de 100 pg/ml.

Finalmente, para determinar la concentracién 6ptima de lisado celular de linfocitos
T CD8’, se realizaron ensayos empleando diluciones seriadas de lisado celular y
manteniendo la concentracion de anticuerpos constante (100 ug/ml). Nuevamente,
la concentracién oOptima de lisado fue seleccionada segun el criterio de ACt.
Inicialmente, se probaron 11 diluciones seriadas (1:2) a partir de una
concentracion inicial de 500 células/pul, sin embargo, como se muestra en la Figura
9A para la determinacién de actina, no se observo gran diferencia entre el valor de
Ct de las muestras y el del control negativo. Por lo anterior se realizaron ensayos
utilizando concentraciones mayores de lisado celular: 1500, 1000, 750 y 700
células/ul. Como se puede apreciar en la Figura 9B, utilizando mayores
concentraciones de lisado se observd mayor diferencia de ACt con respecto al
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control negativo. Finalmente, se determind que la concentracion 6ptima de lisado

celular a utilizar en los ensayos posteriores seria de 1500 células/pl.

A

Figura 8. Inmuno-PCR para la deteccion de la proteina actina a partir de un lisado de la linea
celular A-427 utilizando una concentracion de 20 cels/ul (A) y 100 cels/ yl (B). Se observan las
curvas de amplificacion donde se utilizaron concentraciones de anticuerpo de 100 ug/ml (azul),
50 pg/ml (morado) y el control negativo (gris)
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Figura 9. Inmuno-PCR para la determinacién de la concentracion 6ptima de lisado celular
proveniente de derrame pleural de paciente con adenocarcinoma pulmonar. La concentracion de
anticuerpo anti-actina utilizada fue de 100 ug/ml en todos los ensayos. A) Se observan las curvas
de amplificacion donde se utilizaron concentraciones de lisado celular de 125 céls/ul (morado), 32
céls/ul (rojo vino) y el control negativo (gris). B) Se observan las curvas de amplificacion donde se
utilizaron concentraciones de lisado de 1500 cels/ul (morado) y 750 cels/ul (azul) y el control
negativo (gris).
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8.4 Cuantificacion relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en muestras de
derrame pleural y sangre periférica de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar y sangre periférica de sujeto sano.

Utilizando las concentraciones o6ptimas tanto de anticuerpos como de lisado
celular, se realizaron varios ensayos de inmuno-PCR para la cuantificacion relativa
de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en lisados de linfocitos T CD8" purificados (sin
estimulo y estimulados), con el fin de determinar las diferencias en la expresion de

dichos factores de transcripcidn después de la activacion del complejo CD3-TCR.

Para determinar la expresion relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en linfocitos
T CD8" sin estimulo se realizé una cuantificacion relativa por el método de ACt,
ajustando los valores obtenidos para las proteinas de interés con respecto a los
valores obtenidos para la proteina actina proveniente de la misma muestra. En la
Figura 10 se muestran los resultados obtenidos para la cuantificacion relativa de
las proteinas NRF-1 y NRF-2 en linfocitos T CD8" sin estimular, provenientes de
sangre periférica de sujetos sanos (control), asi como de linfocitos T CD8"
provenientes de sangre periférica y derrame pleural de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. En las graficas de barra se muestra el valor promedio
de las veces de cambio en la expresion de la proteina con respecto a la expresion
de actina. Como se puede observar al comparar los niveles de expresion de
ambas proteinas en el grupo control, se encontré6 que a nivel basal la proteina
NRF-1 se encuentra mayormente expresada en comparacion con NRF-2. En
cambio, los niveles de expresion relativa de ambas proteinas fueron muy similares
en los grupos de sangre periférica y derrame pleural de pacientes con cancer

pulmonar.

Con respecto a NRF-1, se encontré una tendencia a disminuir la expresion de
dicha proteina en los linfocitos T CD8" de los grupos de sangre periférica y
derrame pleural de pacientes en comparacion con el grupo control. En el caso de
NRF-2, el valor promedio de expresion basal encontrada para los linfocitos T CD8*
provenientes de sangre periférica de pacientes fue muy similar al encontrado en el

grupo control. Por otro lado, en el grupo de derrame pleural maligno se observa

49



una tendencia de disminucién de la expresion de NRF-2 con respecto al grupo de

sangre periférica de pacientes.

NRF-1 NRF-2

Veces de cambio
F N
L

Veces de cambio

'2 ] 1 T 0 T 1 T
SP SP DP sP sP DP

Sano Paciente Sano Paciente

Figura 10. Expresion relativa de las proteinas NRF-2 y NRF-2 en linfocitos T CD8" sin estimulo.
Las barras representan el valor promedio de las veces de cambio en la expresion de NRF-1 y
NRF-2 con respecto a la expresion de la proteina enddgena actina. En los graficos también se
muestra la desviacion estandar de los grupos de estudio: sangre periférica (SP) de sujeto sano o
control (n=4), derrame pleural (DP) de pacientes con adenocarcinoma pulmonar (n=4) y sangre
periférica de pacientes (n=3).

Posteriormente, para determinar el cambio en la expresion de NRF-1 y NRF-2 en
linfocitos T CD8" después de la estimulaciéon policlonal con anticuerpo anti-CD3,
se realizd una cuantificacién relativa por el método de AACt, normalizando los
valores obtenidos para las muestras de interés (linfocitos estimulados) con
respecto a la condicion sin estimulo. En la Figura 11 se muestran los resultados
obtenidos para la cuantificacion relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en
linfocitos T CD8" de los distintos grupos de estudio. En los graficos de dispersion
se muestra el valor promedio de las veces de cambio en la expresion de la

proteina con respecto a su expresion en linfocitos no estimulados.
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Figura 11. Expresion relativa de las proteinas NRF-1 y NRF-2 en linfocitos T CD8+
estimulados con anti-CD3. Se presenta el valor promedio de las veces de cambio en la
expresion de NRF-1 y NRF-2 y las desviaciones estandar de las muestras provenientes de
sangre periférica de sujeto sano o control (n=4), de derrame pleural de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar o DP (n=4) y de sangre periférica de pacientes o SP Paciente
(n=3).

Como se puede observar en la Figura 11, después de la estimulacion con
anticuerpo anti-CD3, en los linfocitos T CD8" provenientes de sujetos sanos los
niveles de expresion de NRF-1 disminuyen ligeramente en comparacion con su
expresion basal. Por otro lado, en los linfocitos T CD8" provenientes de sangre
periférica de paciente se observa un ligero aumento en la expresion de NRF-1 en
comparacion con los otros grupos de estudio, mientras que en los linfocitos
provenientes de derrame pleural maligno no se observé cambio en los niveles de

expresion de esta proteina.

En cuanto a NRF-2, se observa que en los linfocitos T CD8 provenientes del grupo
control y derrame pleural de paciente, la expresion de esta proteina se mantiene
ligeramente por debajo de su expresion basal. Por otro lado, en dos de las tres
muestras de linfocitos T CD8+ provenientes de sangre periférica de pacientes se
observd que los niveles de expresion de NRF-2 permanecieron similares a los
basales, mientras que en la tercera muestra se observd un incremento en la

expresion de esta proteina.
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9. DISCUSION

Los linfocitos T CD8" tienen un papel importante en la respuesta inmune

antitumoral®®®

. Sin embargo, las células tumorales han desarrollado distintos
mecanismos para evadir la actividad de estas células del sistema inmune.
Particularmente, nuestro grupo de trabajo ha reportado que en derrames pleurales
de pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC), la
subpoblacion de células T CD8" se encuentra reducida en comparacién con los
valores encontrados en sangre periférica y que dicha subpoblacién es susceptible
a sufrir muerte celular inducida por activacion (AICD).?? %3 Lo anterior limita la
cantidad de muestra biologica e impide la implementacion de inmunoensayos
convencionales en la determinacion de proteinas de interés. Por esto, en el
presente trabajo se estandarizé la técnica de inmuno-PCR para la cuantificacion
de las proteinas de estudio. Sobre esta técnica se han reportado incrementos en
el limite de deteccién desde 100 hasta 10° veces comparado con ELISA.P® % | g
mayor sensibilidad de esta técnica a su vez, disminuye la cantidad de muestra

bioldgica requerida para la realizacién del ensayo.®!

Después de optimizar la concentracion de anticuerpos, lisado celular y volumen de
los reactivos empleados, se logro la deteccion de las proteinas NRF-1, NRF-2 y
actina en lisados de linfocitos T CD8" de sangre periférica y derrame pleural
maligno. Sin embargo, contrario a lo descrito anteriormente para la técnica,
nuestros resultados indican que el inmuno-PCR presenta una sensibilidad limitada
en la deteccion de estas proteinas en linfocitos T CD8", ya que se necesito utilizar
una concentracion de 1500 células/pl para poder detectar las proteinas. Dicha
concentracion es mucho mayor a la reportada por otros autores que han utilizado
esta técnica en diferentes tipos celulares.®® Por otro lado, nuestros resultados

coinciden con lo reportado por Gehwolf R. y cols.["

quienes utilizaron una
modalidad del inmuno-PCR en la deteccidon de homodimeros receptores en la
superficie de linfocitos T totales. Los autores reportaron que la sensibilidad de la
técnica no fue tan convincente ya que se necesité utilizar mas de 10 células para

la deteccion de los receptores.
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A pesar de lo anterior, la utilizacién de la técnica inmuno-PCR permitié el analisis
de la expresidon de las moléculas NRF-1 y NRF-2, lo cual no habria sido posible
mediante otras técnicas como Western Blot o ELISA ya que la cantidad de células
T CD8" requerida para dichas técnicas es mayor a la presente en las muestras de

derrame pleural de pacientes con cancer pulmonar.

Por otro lado, se ha reportado que en NSCLC los linfocitos T citotdxicos
provenientes tanto de TILs como de derrame pleural se encuentran
funcionalmente dafiados y presentan baja o nula respuesta al estimulo de

activacion de la célula T. 2

Una parte central en el proceso de activacion de la célula T es el cambio en el
metabolismo celular. Se ha comprobado que las mitocondrias participan
activamente en la sefializacion celular y que tienen un rol critico en la regulacion
de la activacion de la célula T.°" Lo anterior se logra mediante cambios dinamicos

en la cantidad y actividad de estos organelos durante el proceso de activacion.

Para estudiar la activacion de la biogénesis mitocondrial se ha evaluado la
expresion de NRF-1 y NRF-2, factores de transcripcidn que regulan la expresiéon
de proteinas criticas involucradas en la biogénesis mitocondrial. ¥ Se ha
reportado la induccion de la expresion del mRNA de NRF-1 y NRF-2 en distintos
tipos celulares como respuesta a programas de proliferacién y diferenciacion
mitocondrial.l'® 3 371 Sin embargo, no se ha estudiado la expresién de estos
factores en linfocitos T CD8" y los cambios en su expresion durante el proceso de
activaciéon. En el presente trabajo se analizé la expresion de NRF-1 y NRF-2 en
linfocitos T CD8" provenientes de sangre periférica y derrame pleural de pacientes
con adenocarcinoma pulmonar, asi como en linfocitos T CD8" de sangre periférica
de sujetos sanos. Adicionalmente, también se evaluaron los niveles de expresion
de estos factores tras la estimulacién policlonal de las células T CD8" con
anticuerpo anti-CD3 en los distintos grupos de estudio para determinar el efecto
que tiene la activacidon del complejo TCR-CD3 en la expresion de dichos factores

de transcripcion.
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Se encontré que en condiciones basales, los linfocitos T CD8" provenientes de
sangre periférica de sujetos sanos (grupo control) expresan mayores niveles de
NRF-1 que NRF-2. Lo anterior podria estar relacionado con diferencias en la
regulacion de la actividad de ambos factores. Mientras que miembros de la familia
PGC-1 como PGC-1a y PRC pueden unirse y activar directamente a NRF-1 para
promover la expresiéon de proteinas involucradas en la biogénesis mitocondrial,
existe evidencia de que éstos requieren de proteinas intermediarias como el factor
de la célula huésped (HCF) para interactuar con NRF-2.1 Lo anterior hace que la
regulacion de la actividad de NRF-2 sea mas estricta que la de NRF-1 y puede
sugerir que otro tipo de condiciones son requeridas para la expresion de este
factor. Adicionalmente, se ha reportado un mayor niumero de promotores con sitios
de reconocimiento para NRF-1 que para NRF-2, involucrando al primero en la

expresion de un mayor nimero de proteinas y funciones mitocondriales. ©**!

Por otro lado, la disminucion de los niveles de expresion de NRF-1 y NRF-2
encontrada en los linfocitos T CD8" de derrame pleural maligno, asi como la
disminucion de NRF-1 en los linfocitos provenientes de sangre periférica de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar, podria indicar que en estas células
existe una reduccién tanto de la actividad de la cadena transportadora de
electrones, como de la biogénesis mitocondrial. Nuestros resultados sugieren
que de los tres grupos analizados, los linfocitos T CD8" provenientes de derrame
pleural realizan biogénesis mitocondrial y fosforilacion oxidativa en menor grado,
ya que en éstos se encontraron los menores niveles de expresion de NRF-1. Sin
embargo, en estudios previos de nuestro grupo de trabajo se ha reportado que los
linfocitos T CD8" de derrame pleural poseen mayor contenido de masa
mitocondrial que los linfocitos T CD8* de sangre periférica de pacientes,'® lo cual

sugiere que los primeros realizan la biogénesis mitocondrial en mayor grado.

Tomando en cuenta lo anterior, nuestros resultados sugieren que el incremento en
la masa mitocondrial observado previamente en los linfocitos T CD8" de derrame
pleural maligno no es ocasionado por una mayor actividad de la biogénesis

mitocondrial en estas células. Alternativamente, el mayor contenido de masa
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mitocondrial encontrado podria deberse a un incremento en el proceso de fusién
mitocondrial en dichas células. Lo anterior ha sido observado en células T de
memoria por Buck y cols.®Y, quienes reportaron que en esta subpoblacién, a
diferencia de la efectora, las mitocondrias poseen mayor tamafio, forman tubulos
elongados y poseen mayores niveles de expresion de Mfn2 y Opa1, mediadores
importantes del proceso de fusidon mitocondrial. Lo anterior indica que en los
linfocitos de derrame pleural maligno, en donde se ha reportado que el fenotipo de
células T CD8" predominante es el de memoria presenten mayor contenido de

masa mitocondrial sin presentar mayor actividad de biogénesis mitocondrial.’??

Después de la activacion del TCR, se ha reportado que las células T presentan un
rapido incremento en su masa mitocondrial, asi como de los niveles de
fosforilacién oxidativa y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
la mitocondria, después de lo cual ocurre la reprogramacion metabdlica a glicolisis
aerobica necesaria para sustentar el crecimiento, proliferacion y diferenciacion

celular. B

Se encontré que después de 48 h de estimulacién con el anticuerpo anti-CD3, en
los linfocitos T CD8" de sangre periférica de sujeto sano los niveles de expresion
de NRF-1 disminuyeron ligeramente, mientras que los de NRF-2 se mantuvieron
ligeramente por debajo de su expresion basal. Lo anterior sugiere que a las 48 h
de estimulacioén las células T CD8" de este grupo han disminuido los niveles de
biogénesis mitocondrial y actividad de la cadena transportadora de electrones
ligeramente por debajo de los niveles basales. En este sentido, Yao y cols.!®”
reportaron que tras la estimulacién de linfocitos T CD8" con anticuerpos anti-CD3
y anti-CD28 por 72 h, no se observd aumento en la masa mitocondrial de las
células activadas, incluso se reporté el incremento de una poblacién con menor
contenido mitocondrial. Por otro lado, D’ Souza y cols. reportaron que después de
la estimulacién de células T totales mediante la via TCR, inicialmente se observo
un incremento en el potencial de membrana mitocondrial, sin embargo, los autores
reportaron que después de las 24 h de estimulo no se observé mayor incremento

en el potencial.®" Nuestros resultados, son consistentes con los de los autores
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mencionados anteriormente y en conjunto pueden ser atribuidos a que a las 48 h
de estimulacion, las células T CD8" han comenzado a reprogramar su
metabolismo a uno principalmente glicolitico, por lo que la mitocondria deja de ser

la principal fuente de ATP para la célula. 1> *°

Por otro lado, se observd que los linfocitos T CD8" de derrame pleural
mantuvieron los niveles de expresion de NRF-1 y NRF-2 practicamente iguales a
los de los linfocitos sin estimular, el que no haya ocurrido una disminucién en los
niveles de expresion de estos factores podria deberse a los bajos niveles de
expresion basal que presentaron estas células. Con respecto a los linfocitos T
CD8" de sangre periférica, se observo un incremento en la expresion de ambos
factores de transcripcién. Lo anterior sugiere que en los linfocitos T CD8" de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar existe una desregulacion de estos
factores de transcripcién durante la activacion mediada por el complejo TCR-CD3
y que las células T CD8" responden de forma distinta segun el compartimiento

anatomico en el que se encuentren.

La desregulacion en la expresion de NRF-1 y NRF-2 durante el proceso activacion
podria atribuirse a defectos en la sefalizacién celular. Con respecto a lo anterior,
en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo se reporté una disminucion en la
expresion de la cadena ¢ del complejo CD3 en linfocitos T de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar. En dicho estudio se propuso que dicha reduccion
podria alterar eventos bioquimicos dependientes del TCR durante la activacion.®
Adicionalmente se ha reportado que muchas de las vias de sefalizaciéon cascada
abajo al TCR se encuentran implicadas tanto en la funcion como en la biogénesis
de las mitocondrias (PKC, MAPK/ERK y aquellas vias relacionadas con el Ca?").
De esta forma, defectos en la expresién del complejo TCR/CD3, como el reportado
en CD3g, en los linfocitos T CD8" de pacientes con NSCLC podrian ser
responsables de que la modificacion de la expresién de NRF-1 y NRF-2 no sea al
mismo nivel que en los linfocitos T CD8" de sujeto sano. Aunado a lo anterior, el
aumento en la expresion de ambos factores de transcripcion después de la
estimulacion de los linfocitos de sangre periférica de pacientes podria indicar que
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al no ser capaces de realizar el switch metabdlico, estos linfocitos podrian estar
basando su metabolismo en la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, para
comprobar lo anterior es necesaria la realizacion de ensayos posteriores, donde
se mida la expresion de estos factores después de la estimulacion en otras

condiciones, por ejemplo, utilizando moléculas coestimuladoras.
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10. CONCLUSIONES

Mediante la técnica de inmuno-PCR se logro la deteccion de las proteinas
actina, NRF-1 y NRF-2 en lisados de linfocitos T CD8+, utilizando una
concentracion de 100 pg/ml de anticuerpo policlonal y una concentracién de
lisado celular de 1500 cels/pl

Los linfocitos T CD8+ provenientes de SP de sujetos sanos mostraron
mayores niveles de expresion basal de NRF-1 que los linfocitos T CD8+
provenientes de SP y DP de pacientes con adenocarcinoma pulmonar,
encontrando los menores niveles de expresion en el grupo de DP.

Los niveles de expresion basal de NRF-2 en linfocitos T CD8+ de DP de
pacientes con cancer pulmonar se encuentran reducidos en comparacion
con los de los linfocitos de SP tanto de pacientes como de sujetos sanos.
Tras la estimulacién via TCR, los linfocitos T CD8" de SP de sujetos sanos
disminuyeron la expresion de NRF-1 y mantuvieron constantes los niveles
de NRF-2. Dicho fendmeno no se observé en los linfocitos T CD8+ tanto de
DP como de SP de pacientes con cancer pulmonar, indicando que en estas
células existe una desregulacion de estos factores de transcripcion durante

el proceso de activacion via TCR.
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