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I1l.  Introduccion

[Il.I Cancer

El cancer es una enfermedad genética, que se da por una serie de mutaciones en los genes
involucrados en la funcion, crecimiento y ciclo celular. Se caracteriza por una proliferacion
ilimitada de células que pueden invadir mas alla de los limites normales del tejido y hacer
metastasis a drganos distantes’2.

Una célula normal se puede convertir en célula cancerosa cuando los proto-oncogenes,
generalmente involucrados en promover el crecimiento celular, son activados por mutaciones?.
La tasa de mutaciones puede aumentar en presencia de sustancias mutagénicas como el
humo del tabaco, aflatoxinas producidas por hongos naturalmente o por varias formas de

radiacion como la luz ultravioleta?.

Cancer de pulmén

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo. En el afio 2020
se reportaron 2, 206,771 nuevos casos de este tipo de cancer a nivel mundial y 7,588 nuevos
casos en México. En México, ha afectado a 4,503 hombres y 3,085 mujeres, llevando a un
total de 7,100 muertes a causa de este padecimiento en ambos sexos. El cancer de pulmén

se encuentra entre los principales tipos de cancer que afectan a hombres en México®.

El cancer de pulmon proviene de las células del epitelio respiratorio y puede ser dividido en
dos categorias: Cancer de pulmén de células pequefas (SCLC), que es altamente invasivo y
el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) que cuenta con mayor incidencia. A su
vez, el NSCLC esta dividido en 3 subtipos patolégicos importantes: adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas, y carcinoma de células grandes. El subtipo adenocarcinoma

ha sido el principal tipo patologico en la poblacion fumadora y no fumadora®®.

I11.1l Derrame pleural

El espacio pleural esta definido por la pleura visceral que cubre al pulmén y la pleura parietal
que cubre la pared del térax y el diafragma. El espacio pleural contiene una pequefia cantidad
de fluido que es secretado y reabsorbido por la pleura parietal para mantener la yuxtaposicion
durante la respiracion. La pleura parietal contiene multiples estomas linfaticos que reabsorben

el fluido pleural”?8,



Los derrames pleurales ocurren cuando hay mucha produccion o poca reabsorcion de liquido
en el espacio pleural, o una combinacién de ambos. Los derrames pleurales se dividen en
transudados o exudados, el primero es causado por un incremento en la presion hidrostatica
o por el decremento de la presion oncotica mientras que el segundo es provocado por el
aumento en la permeabilidad del drenaje linfatico®®. Los derrames pleurales surgen de
problemas cardiacos, procesos inflamatorios como la neumonia, tuberculosis o el cancer de

pulmén.
Derrame pleural maligno

El derrame pleural maligno se define como la acumulaciéon de una cantidad significante de
exudado en el espacio pleural, con presencia de células malignas o tejido de tumor. Los
derrames pleurales malignos representan un estadio avanzado y usualmente irreversible del
cancer. El cancer de pulmon es el principal tumor maligno causante de los derrames pleurales
malignos en el mundo, uno de cada 4 pacientes diagnosticados con cancer de pulmon lo
desarrolla’®'!. Los derrames pleurales malignos pueden ser Utiles como un modelo para

investigar las diferentes poblaciones celulares cercanas al tumor'2.

1.1l Linfocitos T

Los linfocitos T son orquestadoras centrales de inmunidad y tolerancia adaptativa especifica
de antigeno. Los receptores expresados por los linfocitos T (TCR) son resultado de un proceso
de reordenamiento aleatorio junto con el empalme de multiples segmentos de ADN que
codifican para areas de union a antigeno’. El TCR es un complejo conformado por cadenas
transmembranales a y B en la mayoria de los linfocitos T, que se acopla con la molécula CD3.
Los linfocitos T se identifican en relacién al co-receptor expresado en su superficie celular; los
linfocitos T citotoxicas expresan al marcador CD8 mientras que los linfocitos T cooperadoras

expresan la molécula CD4 ',
Linfocitos T CD8+

Los linfocitos T citotoxicos reconocen y eliminan células infectadas con patégenos, células
alogénicas y células transformadas. Para que los linfocitos T CD8+ reconozcan estas células
anormales, las células presentadoras de antigeno profesionales (APC) presentan péptidos

antigénicos al TCR en el contexto de moléculas del MHC de clase |.



Los linfocitos T citotoxicos (CTL'’s) activados al reconocer a su célula blanco liberan granulos

liticos con granzima y perforina, induciendo asi la apoptosis de la célula dafiada’®.
Linfocitos T CD4+

Los linfocitos T cooperadoras tienen un papel importante en la respuesta inmune celular y
humoral por la produccién de multiples citocinas. Una vez que las APC’s presentan el péptido
antigénico al TCR por moléculas del MHC de clase Il expresado en los linfocitos T CD4+, éstas
proliferan y se diferencian en diferentes subtipos celulares. Los subtipos Th1, Th2, Th3, Th17,
Treg entre otros, secretan diferentes perfiles de citocinas que impulsan a una respuesta
inmune especifica. Por la generacién de estos subtipos celulares, el sistema inmune puede

protegerse a si mismo y protegerse contra una activacion inapropiada'6-17.

[11.1V Activacion de los linfocitos T

El reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T inicia su activacion. No obstante,
ademas del reconocimiento antigénico, los linfocitos T requieren de sefales secundarias
dadas por moléculas de co-estimulacion para activarse adecuadamente. CD28 induce sefales
co-estimuladoras uniéndose a una de dos moléculas presentes en las APC’s, CD80 o CD86.
Esta union amplifica las sefiales del TCR al activar moléculas de sefializacion adicionales 18,
La sefal de activacion dada por el TCR y por la molécula CD28 activa la via PI3K/Akt/mTOR
la cual esta involucrada en la regulacion del ciclo celular, sintesis de proteinas, crecimiento

celular y metabolismo glucolitico (Imagen 1).

Los motivos citoplasmaticos de CD28 son necesarios para reclutar a la enzima fosfatidilinositol
3 cinasa (PI3K) que fosforila a PIP2 para producir fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3), la
cual se une y activa a la serina-treonina cinasa (Akt). Akt fosforila importantes sustratos,
activando a mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) e induciendo la translocacion de Glut1,
principal transportador de glucosa en los linfocitos T a la membrana plasmatica, promoviendo
asi el metabolismo glucolitico. mTOR interactua con otras proteinas promoviendo la sintesis
de RNA ribosomal y de nucleoproteinas induciendo la proliferacion, sefales de supervivencia

y crecimiento'%20.
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1.V Metabolismo y captacion de glucosa en linfocitos T

Los linfocitos T adoptan diferentes perfiles funcionales (citotéxicos, pro-inflamatorios, anti-
inflamatorios, étc.) dependiendo del ambiente y de las sefales recibidas de otras células
inmunes. Esta diversidad de estados funcionales requiere de una plasticidad del metabolismo
energético debido a que la regulacion de la captacidn de nutrientes es de alta importancia para

la homeostasis, diferenciacion y actividad inmune de los linfocitos T.

Durante la activacion, los linfocitos T deben proliferar rapidamente y ejercer sus funciones
efectoras incrementando dramaticamente la biosintesis de constituyentes intracelulares
incluyendo membranas lipidicas, proteinas y acidos nucleicos. Por esta razén los linfocitos T
pasan de la oxidacion de lipidos hacia la glucdlisis, donde se producen metabolitos
intermediarios para el crecimiento celular. La inadecuada captacion de nutrientes o
alteraciones en el metabolismo puede disminuir la proliferacion y activacion de los linfocitos T

llevando a la anergia o a la muerte celular?’.



Metabolismo de linfocitos Tmem y naive

Antes del encuentro con el antigeno, los linfocitos T naive se mantienen en un estado
quiescente con una baja actividad metabdlica y transcripcional. Los linfocitos T naive captan
bajos niveles de glucosa y aminoacidos realizando preferentemente fosforilacién oxidativa y
oxidacion de acidos grasos para mantener los niveles necesarios de ATP. Estas células
permanecen circulando a través de la sangre y los 6rganos linfoides por un periodo de tiempo
extenso, por lo que el metabolismo se mantiene en niveles basales??. Cuando los linfocitos T
naive entran en contacto con su antigeno pasan de un estado quiescente a un estado activo,

diferenciandose a linfocitos T efectoras.

Después de la eliminacion de los patdégenos, la mayoria de los linfocitos T efectoras mueren
por apoptosis y algunas se diferencian en linfocitos Tmem?3. Estas linfocitos Tmem son una
poblacién heterogénea de células de larga vida que ya han sido expuestas a un antigeno. Se
auto-renuevan y se someten a una rapida expansion clonal asi como a una rapida obtencién
de las funciones efectoras, una vez que son reestimuladas o expuestas al mismo antigeno?*.
Los linfocitos Tmem por lo tanto, son importantes para una rapida respuesta inmune, por lo
que permanecen en los o6rganos linfoides o en circulacién en la sangre como células
quiescentes?®. Dentro de la poblacion de linfocitos Tmem se han reconocido diferentes
subtipos celulares que basan su metabolismo en la OXPHOS o en FAO como los linfocitos
Tmem central o bien, que no dependen metabdlicamente de la OXPHOS como los linfocitos

Tmem efectora, las cuales necesitan la glucdlisis para su activacion temprana?6-27.

Se pueden diferenciar las diferentes subpoblaciones de linfocitos T mediante la expresion de
diferentes marcadores en su superficie celular. Los linfocitos T naive mantienen un fenotipo
CD45RA+/CD27+ mientras que los linfocitos Tmem pasan a expresar los marcadores
CD45RO+/CD27+

Metabolismo de linfocitos T efectores

La activacién del linfocito T y la diferenciacion a linfocito T efectora se caracteriza por el cambio

de OXPHOS a glucdlisis aerdbica.



En la glucdlisis ocurren una serie de reacciones enzimaticas donde se forma piruvato a partir
de la glucosa. Una vez que la glucdlisis se lleva a cabo, el piruvato se oxida en la mitocondria
formando acetil-CoA necesaria para el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) en donde se
forman los intermediarios usados por rutas metabdlicas biosintéticas. Ademas, en la
mitocondria también se genera NADH y FADH utilizadas para formar ATP a través de la
cadena trasportadora de electrones (ETC). De esta forma, a partir de la glucdlisis, se
proporciona la energia asi como la sintesis de material necesario para soportar una rapida

proliferacion?8.

Durante la glucdlisis la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) es usada para llevar a cabo
la absorcion de la glucosa y es restaurada nuevamente en la ETC. En condiciones hipoxicas
el piruvato es transformado a lactato en donde se regenera el NAD+ debido a la baja actividad
de la ETC bajo estas condiciones (Imagen 2). Los linfocitos T efectores transforman el piruvato
a lactato aun bajo condiciones aerodbicas, este fenomeno se conoce como efecto Warburg y

es usado para soportar la rapida proliferacion y crecimiento celular.
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Imagen 2. Metabolismo de los linfocitos T activados. La glucosa es trasformada en piruvato,
generando precursores para la biosintesis de nucleétidos, lipidos, aminoacidos, entre otros. El
NAD+ necesario para llevar a cabo la glucdlisis es regenerado a partir de la conversion de piruvato

a lactato aun bajo condiciones aerdbicas (Efecto warburg). Creado en biorender.com



[11.VI Proteina de muerte celular programada (PD-1) y PD-L1

El linfocito T regula su activacion para mantener la tolerancia y la homeostasis inmune,
evitando el dano a tejidos por una respuesta inmune excesiva. El receptor inhibitorio de muerte
celular programada 1 (PD-1) es un mediador central de la tolerancia central y periférica. PD-1
es miembro de la familia de las inmunoglobulinas (lg), se expresa en varias células inmunes,
incluyendo a los linfocitos T activados. La ligacién del TCR con moléculas de activacién puede
regular positivamente la expresion de PD-129:30,

PD-1 se une a uno de sus dos ligandos PD-L1 o PD-L2. PD-L1 se expresa constitutivamente
en células supresoras derivadas de mieloides, APC’s y células no hematopoyéticas®'.
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Imagen 3. Inhibicién de la activacion de los linfocitos T por la via PD-1/PD-L1. Se disminuye la
expresion de genes glucoliticos, asi como la captacién de glucosa al inhibir la via PI3K/Akt/mTOR.

Creado en biorender.com

Cuando PD-1 se une a su ligando puede activar sefales intracelulares que reclutan a la
tirosina fosfatasa SHP-2, que a su vez desfosforila las senales de activacion del TCR,
inhibiendo la actividad de PI3K y por lo tanto de la via PISBK/Akt/mTOR (Imagen 3).



PD-1 también activa PTEN, un gen que inhibe a PI3K y ademas puede disminuir la activacion
de Akt. Esto refleja que PD-1 puede ejercer sus efectos en la diferenciacion y supervivencia
celular por la inhibicion de los eventos tempranos de activacion que son regulados

positivamente por CD28%%31,

[11.VIl La hipoxia en la funcion de los linfocitos T

La concentracién de oxigeno es un factor crucial en la proliferacién y supervivencia celular.
Las células inmunes son reclutadas desde el sistema circulatorio rico en oxigeno, hacia zonas
fisiologicamente hipoxicas (ejem. 3.9% Oz en mucosa rectal) o hacia zonas patologicamente
hipoxicas (~2.2% O2 en cancer de pulmon). La oxigenacion de los tejidos en condiciones
normales varia ampliamente. En un ambiente fisiolégicamente hipdxico se mantiene la
homeostasis celular mediante mecanismos que regulan la expresion de genes involucrados
en la produccion de metabolitos y proteinas endoégenas que regulan diferentes rutas
metabolicas®?. Factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIFs) coordinan la respuesta
celular a la hipoxia. Dentro de esta familia de factores de transcripcidon, el factor de
transcripcion inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) promueve |la adaptacion de las células a la
hipoxia por el bajo consumo de oxigeno a través del incremento de expresion de enzimas
glucoliticas que ayudan a la degradacion del piruvato a lactato®3. Por lo tanto HIF-1a ayuda a

mantener la glucdlisis durante la respuesta de los linfocitos T.
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V. Antecedentes

V.l Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es un sistema complejo en donde la interaccion entre diferentes
poblaciones celulares con el tumor determina la respuesta antitumoral o bien, el desarrollo y
progresion del cancer34. Dentro del microambiente tumoral se pueden encontrar varios tipos
celulares, incluyendo linfocitos, macréfagos, células NK, células supresoras mieloides,

fibroblastos, entre otras3®.

Un factor importante que favorece la actividad antitumoral, es la capacidad que tienen los
linfocitos para infiltrar tumores. Se conoce que la actividad de los linfocitos infiltrantes de
tumores esta asociada a una mayor supervivencia de los pacientes con diferentes tipos de

cancer3,

Sin embargo, se ha demostrado que la actividad del tumor altera el fenotipo y la funcion de las
células inmunes. De esta forma, se promueve la supresion o tolerancia inmunoldgica®’. Entre
los mecanismos utilizados por el tumor para su progresion y supervivencia es el

remodelamiento de su ambiente circundante34.
Hipoxia

La angiogénesis, es decir, la creacion de vasos sanguineos a partir de otros existentes es uno
de los hallmarks del cancer. La angiogénesis es necesaria para la obtencion de oxigeno y
nutrientes para soportar una rapida proliferacion tumoral. La formacion de nuevos vasos
sanguineos y un crecimiento tumoral rapido, resulta en una vascularizacion atrofiada que

genera zonas hipoxicas®.

La generacién de un ambiente hipoxico es una caracteristica comun de los tumores soélidos
provocado por la vascularizacién atrofiada y a las anormalidades metabdlicas asociadas a un
rapido crecimiento tumoral®®. La angiogénesis atrofiada dificulta la infiltracién de linfocitos T
efectores hacia los tejidos tumorales, ya que a menudo, los vasos sanguineos no expresan

los receptores necesarios para la extravasion?C.

El ambiente hipdxico promueve la apoptosis en células no malignas, y puede afectar la

produccion de citocinas como IL-2 que disminuye la proliferacion en los linfocitos T4'. La

11



hipoxia también induce la liberacién de IL-10 y de factores de crecimiento que promueve la
diferenciacion de macréfagos asociados a tumores (TAM) que presentan funciones

inmunosupresivas*2.

Los HIF’s permiten al tumor adaptarse al microambiente hipdxico, promoviendo asi su
progresion y la evasion de la actividad antitumoral de células inmunes circundantes. Por
ejemplo, HIF1a promueve, entre otras cosas, la expresion de PD-L1 en las células tumorales,

promoviendo de esta forma la via PD-1/PD-L143.
Reclutamiento de células del sistema inmune supresoras

Los macrofagos son un componente primario de la respuesta inmune innata. Esta poblacion
celular puede adoptar dos perfiles principales dependiendo de los estimulos recibidos en el
microambiente en que se encuentren. El perfil M1 efectiua una respuesta pro-inflamatoria
contra patdgenos o células tumorales, mientras que el perfil M2 ejerce un fenotipo anti-

inflamatorio, favoreciendo el reparamiento de los tejidos y la progresién del tumor#4.

Por lo tanto, los macréfagos presentes en el microambiente tumoral, mejor conocidos como
macrofagos asociados a tumores, pueden ayudar o suprimir la respuesta inmune antitumoral.
En diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer colorrectal, los TAM’s mantienen un
fenotipo M24°. Asi mismo, altos infiltrados de TAM'’s en el tumor estan correlacionados a una

baja supervivencia en pacientes con cancer de mama, ovario y cancer de pulmoén?6,

Se ha registrado que los TAM’s inhiben la citotoxicidad mediada por los linfocitos T. Los TAM’s
disminuyen los niveles de L-arginina necesarios para la re-expresion de la cadena CD3g,
inhibiendo la respuesta antigénica al suprimir la activacion de los linfocitos T#7. De igual forma,
los TAM’s pueden inhibir la activacion de los linfocitos T al expresar moléculas inhibitorias
como PD-L1 o CTLA-4.

Expresion de moléculas coinhibitorias

Las células tumorales evaden la actividad antitumoral, aprovechando mecanismos de
regulacion de las mismas células inmunes*8. Entre estos mecanismos, el uso de la via PD-
1/PD-L1 ha sido el mas estudiado en los ultimos afios. Las células tumorales, asi como
algunas células inmunes supresoras, incrementan la expresién de PD-L1, que al unirse a su
receptor PD-1 bloquean las sefiales de activacion dadas a través del TCR, impidiendo que el

linfocito T realice su rearreglo metabdlico hacia la glucolisis*°.
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En varios tipos de cancer, incluyendo las células de adenocarcinoma pancreatico y
adenocarcinoma renal se ha registrado la sobreexpresion de la molécula PD-L1. Esta
anomalia se ha asociado a un bajo prondstico en la esperanza de vida de los pacientes, lo
cual sugiere que la via PD-1/PD-L1 ha ayudado a la supervivencia del tumor %05, Como se
menciond anteriormente, en condiciones de hipoxia se promueve la expresion de PD-L1. Se
conoce que HIF1a esta involucrada en el incremento de la expresién de PD-L1 en células de

carcinoma renal, melanoma murino, cancer de mama, prostata y pulmon®0:52.53,

De igual manera, se ha reconocido que las células inmunes presentes en el microentorno del
tumor también incrementan la expresion de PD-L1. Se ha sugerido que en cancer de mama,
las células tumorales inducen la expresion de PD-L1 en TAM’s, que a su vez pueden ocasionar
la inhibicion de linfocitos T°*. Asi mismo, Kuang y colaboradores demostraron que los TAM’s
con alta expresion de PD-L1 inducen la supresion de la actividad de los linfocitos T especificos

de tumor®>.

Las células supresoras derivadas mielodes (MDSC), son células inmunes que mantienen el
potencial para diferenciarse a granulocitos, monocitos o células dendriticas. Estas células son
abundantes durante alguna infeccion crénica o el cancer. Las MDSC también aumentan la
expresion de PD-L1 e interactuan con los linfocitos T exhaustas que expresan la molécula PD-

1 dentro del microentorno del tumor®8.

En trabajos anteriores se ha demostrado el receptor inhibitorio PD-1 se encuentra
sobreexpresado en linfocitos T infiltrantes de tumores y presentes en el estroma peritumoral
de pacientes con NSCLC y carcinoma hepatocelular avanzado®%°’. Esta anomalia también se

ha descrito en linfocitos de sangre periférica de pacientes con leucemia linfocitica cronica®®.

Por lo tanto, un ambiente hipdxico, la sobreexpresion de moléculas de inhibicion en células
tumorales, asi como el reclutamiento de otras células inmunes supresoras, son algunos de los

factores que alteran la funcidén y metabolismo de los linfocitos T en el microambiente tumoral.
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V.1l Alteraciones en el metabolismo de linfocitos T en cancer

La correcta captacion de nutrientes por parte de los linfocitos T es un punto clave para su
diferenciacion y actividad inmune. Los linfocitos T al activarse y someterse al
reprogramamiento metabodlico hacia la glucdlisis deben, entre otras cosas, aumentar la
expresion de transportadores de glucosa en su membrana celular, asi como incrementar la
expresion de enzimas involucradas en el metabolismo glucolitico®®.

Glut1 es una proteina de membrana responsable de facilitar la difusién de la glucosa a través
de la membrana, y ademas es el principal transportador de glucosa en los linfocitos T®°. El
aumento de los niveles de Glut1 y la captacion de glucosa se correlacionan con un aumento
del crecimiento y la proliferacion celular®’. En linfocitos T quiescentes, Glut1 tiene niveles bajos
de expresion en la membrana celular, manteniéndose en vesiculas intracelulares en donde es
degradada. Posterior a la activacion a través de la via PI3K/Akt, Glut1 es translocado a la
superficie celular aumentando la captacion de glucosa y la glucolisis aerébica en los linfocitos
T activas?62. Deficiencias en la expresion de Glut1 y la disminucion de la captacion de glucosa
puede disminuir la supervivencia y proliferacién de los linfocitos T.

Se ha reportado que los linfocitos T infiltrantes de tumores renales muestran alteraciones en
la captacién de glucosa, asi como baja activacion del transportador de glucosa Glut1 posterior
a la estimulacion con anti-CD3%. Ademas, se conoce que la interaccion de PD-1 con su
receptor PD-L1 afecta la expresién de Glut1, disminuyendo la captacién de glucosa,
provocando asi, la disminucién en la produccion de IFN-y en linfocitos T activados®.

Por otro lado, la GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) es una importante enzima
que participa en la degradacion de la glucosa para la obtencion de moléculas de energia.
GAPDH es regulada negativamente en linfocitos infiltrantes de tumores en carcinoma de

células renales disminuyendo la captacion de glucosa®?

Con anterioridad, nuestro equipo de trabajo reportdé que los linfocitos T provenientes de
derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar no aumentaron la expresion del
transportador de glucosa Glut1 posterior a la estimulacién con anticuerpos anti-CD3/CD28.

Esta anomalia fue observada bajo condicion de hipoxia®®.
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V.11l Blogueo de la via PD-1/PD-L1

El bloqueo de la via PD-1/PD-L1 con anticuerpos anti-PD-L1 ha sido utilizada como un
tratamiento en varios tipos de cancer, mostrando una eficacia clinica en pacientes con
melanoma, cancer colorrectal, NSCLC, y linfoma de Hodgkin®6:67

La competencia por los nutrientes entre las células tumorales con los linfocitos adyacentes de
tumor en el microambiente tumoral, han provocado la disminucién de la capacidad efectora de
los linfocitos T. En modelos de raton, el bloqueo con anticuerpos anti-PD-L1 ha restaurado la
capacidad glucolitica de linfocitos T infiltrantes de tumores, mejorando de esta forma la funcién
efectora®®.

El bloqueo de la via PD-1/PD-L1 también ha ayudado a mejorar la actividad citotoxica de
linfocitos T CD8+ provenientes de derrames pleurales malignos, al restaurar la secrecién de
granzima B y perforina®®.

Se ha registrado que en los linfocitos T CD8+ que presentan altos niveles de expresién de la
molécula PD-1 en pacientes con NSCLC presentan una mayor capacidad de restauracion de
la funcién efectora al bloquear a PD-17°. Sin embargo, a pesar de que las terapias utilizadas
para bloquear la interaccion PD-1/PD-L1 han sido exitosas para mejorar la actividad
antitumoral en algunos tipos de cancer, la eficacia del tratamiento en pacientes con cancer

avanzado suele ser baja.
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V. Justificacion

El cancer de pulmodn es la principal causa de muerte por cancer en el mundo. En México, esta
enfermedad se encuentra entre los principales tipos de cancer que afectan a hombres,
teniendo como consecuencia una tasa de mortalidad alta. Estudiar el papel que juegan las
células inmunes para la eliminacion o mantenimiento de este tipo de cancer es de suma

importancia.

Entre las principales células inmunes involucradas en la actividad antitumoral se encuentran
los linfocitos T. Se conoce que la baja captacién de glucosa afecta la funcién efectora de los
linfocitos T, lo cual puede impedir una respuesta eficaz contra el desarrollo del tumor. Sin
embargo, poco se sabe acerca la actividad metabdlica en los linfocitos T infiltrantes de

derrames pleurales provenientes de pacientes con cancer de pulmoén.

Con anterioridad, nuestro equipo de trabajo reporté que los linfocitos T provenientes de
derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar no aumentan la expresion del
transportador de glucosa Glut1 posterior a la estimulacién con anticuerpos anti-CD3/CD28.

Esta anomalia fue observada en condicion de hipoxia.

Por lo tanto, estudiar la captacion de glucosa, asi como el vinculo que éste puede tener con
moléculas de supresion como el receptor PD-1 podria ampliar nuestro entendimiento sobre

las posibles alteraciones presentes en los linfocitos adyacentes en los tumores.
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VI. Hipdtesis

Los linfocitos T de pacientes con cancer alteran su metabolismo y la expresion de moléculas
de co-inhibicién en respuesta al microambiente tumoral. Por lo tanto, al estimular la via CD3 y
a la molécula CD28 de linfocitos T de pacientes con cancer de pulmon en condicion de hipoxia,
habra menos captacion de glucosa y una mayor expresion de la molécula PD-1 que los
linfocitos T provenientes de pacientes con otras patologias. Asi mismo, al bloquear la
interaccién de PD-1 con su ligando PD-L1 la captacion de glucosa aumentara en los linfocitos

T de pacientes con cancer pulmonar.

VII. Objetivo general

Analizar la captacion de glucosa y su vinculo con la expresion de la molécula PD-1 en los

linfocitos Tmem de pacientes con cancer de pulmén en condicion de normoxia e hipoxia.

Objetivos particulares

* |dentificar la expresion de PD-1 y la captacién del andlogo de la glucosa 2NBDG en los
linfocitos T de derrames pleurales malignos, no malignos y sangre periférica de pacientes

con cancer y sujetos sanos realizando estimulos bajo condiciones de normoxia o hipoxia.

* Comparar la captacion de glucosa de los linfocitos Tmem provenientes de derrames
pleurales malignos y no malignos, asi como de sangre periférica de pacientes con cancer

y sujetos sanos.
* Analizar la expresion de PD-1 y la captacion de glucosa de los linfocitos Tmem de

derrames pleurales malignos en condiciones de normoxia o hipoxia al bloquear la
interaccién PD-1/PD-LA1.
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VIIl. Materiales y métodos

Poblacién estudiada

Las muestras del derrame pleural no maligno se obtuvieron de nueve pacientes (ocho hombres
y una mujer) con una edad promedio de 43 afos (en un rango de 19 a 82 afos) con distintas
patologias: Cinco con tuberculosis, dos con neumonia, uno con empiema y uno con
hemotorax. Los derrames pleurales malignos, asi como la sangre periférica de esta misma
poblacion se obtuvo de 23 pacientes con cancer de pulmon entre ellos 16 hombres y siete
mujeres con un promedio de edad de 56 afios (en un rango de 18 a 82 afios) con diferente
diagnostico: 15 con adenocarcinoma, cuatro con carcinoma pulmonar, tres con mesotelioma,
y uno con cancer pulmonar de células pequefias. Se trataron muestras de sangre periférica
de 11 sujetos sanos, entre ellos cinco hombres y seis mujeres, con un promedio de edad de
42 anos (en un intervalo de 22 a 60 afnos). Las muestras de derrame pleural y sangre periférica
de los pacientes y sujetos sanos se obtuvieron con permiso previo y aceptacion de
participacion a través de la carta de consentimiento informado. El comité de Ciencia y Bioética
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” aprobé el

protocolo para la obtencion de muestras bioldgicas con el numero B07-13.

Separacion de células mononucleares

El derrame pleural se obtuvo por toracocentesis por el personal médico perteneciente al
hospital. El derrame se centrifugd a 1500 rpm durante 12 minutos, posteriormente el paquete
celular se resuspendio en medio RPMI 1640. Las células mononucleares (CMN) y las células
tumorales de los derrames pleurales se separaron al centrifugar a 1500 rpm durante 30
minutos en un gradiente discontinuo de Ficoll-Hypaque como se ha reportado anteriormente’".
La sangre periférica se obtuvo por venopuncién y se coloco en un gradiente de Ficoll-Hypaque,
posteriormente se centrifugé a 1300 rpm durante 30 minutos. Las CMN de los derrames
pleurales y de la sangre periférica fueron recolectadas de la interfase, se lavaron con medio

RPMI-1640 y se preservaron en tanques de nitrégeno liquido hasta su uso.
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Estimulacién y cultivo de linfocitos T

Los viales de CMN fueron descongelados a 37°C en bafio Maria y colocados en medio RPMI-
1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% y 100U/mL de penicilina para su posterior
centrifugacion. El paquete celular se resuspendié en medio RPMI para realizar el conteo
celular y la estimacion de la viabilidad de cada muestra.

Las CMN se cultivaron en pozos con el anticuerpo agonista anti-CD3 (Anti-Human CD3
Functional Grade Purified, clona UCHT1, eBioscience, San Diego, CA, USA) previamente
adsorbido a la placa a una concentracion de 10ug/mL; o con los anticuerpos anti-CD3/CD28
acoplados a perlas (Kit T cell Activation/Expansion Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) a una
relacion de 5uL de perlas por cada 1x10° de células. Los tratamientos sin estimulo se llevaron
a cabo como control.

Las CMN fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una concentracion de 1x108 cél/mL en
100uL de RPMI-1640 suplementado para los tratamientos sin estimulo y con anticuerpo anti-
CD3; y a una concentracion de 5x10° cél/mL en 200uL de RPMI-1640 suplementado para el
tratamiento con perlas de activacion.

Todos los ensayos se mantuvieron en incubacion a 37°C en atmdsfera humeda en condicidn
de normoxia (21% Oz2y 5% COz2) y en condicion de hipoxia (2% Oz, 5% COz2y 93% N2) dentro
de una camara de hipoxia (Billups-Rhothenberg, San Diego, CA, USA) durante 48 horas.

Bloqueo de la molécula PD-L1

Las células mononucleares se estimularon con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2 acoplados a
perlas como se describié anteriormente. Se afiadio el anticuerpo antagonista anti-PD-L1 (Anti-
Human PD-L1 clona 29E.2A3 BioLegend, San Diego, CA, USA) o el control de isotipo IgG a
una concentracion de 10ug/mL. Las células se cultivaron en placas de 96 pozos a una
concentracion de 5x108 cél/mL en 200uL de RPMI-1640 suplementado y se incubaron a 37°C

en atmdsfera humeda en condiciones de normoxia o hipoxia por 48 horas.
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Ensayo de captacion de glucosa mediante el uso del compuesto 2NBDG

Las CMN se recuperaron y lavaron con medio RPMI-1640 sin glucosa. Posteriormente se
incubaron a 37°C durante 1 hora en una disolucion del compuesto 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl)amino)-2-Deoxyglucose (2NBDG) (ThermoFisher, Invitrogen, Cambridge, MA,
USA) a una concentracion de 20uM en 100uL de medio RPMI-1640 sin glucosa. 2NBDG es
un analogo de la glucosa, el cual tiene acoplado un compuesto fluorescente que permite

monitorear la captacion de glucosa en células vivas.
Inmunofenotipificaciéon

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para distinguir subpoblaciones celulares para el analisis de la

captacién de glucosa, expresion de PD-1 y bloqueo de PD-L1.

Anticuerpo | Marcador fluorescente | Clona Casa comercial
Anti-CD3 PE efluor 610 UCHT1 | eBioscience
Anti-CD4 Alexa Fluor 700 OKT4 BioLegend
Anti-CD8 APC Cy7 SK1 BioLegend
Anti-CD45RA | PE Cy7 HI100 BioLegend
Anti-CD27 PE o Brilliant Violet 510 | M-T271 | BioLegend
Anti-PD1 Alexa Fluor 647 NAT105 | BioLegend
Anti-PD-L1 PE 29E.2A3 | BioLegend

PE: Ficoeritrina; APC: Aloficocianina; Cy7: Cianina 7.

Ensayo de captacion de glucosa y expresion de PD-1

Posterior al tratamiento con 2NBDG, se lavd con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
suplementado con albumina sérica bovina 1% (BSA) y azida de sodio 0.1% (NaNs), se
resuspendid en una mezcla de anticuerpos (Tabla 1) durante 20 minutos a temperatura
ambiente protegidos de la luz. De esta forma se identificaron las moléculas CD3, CD4, CD8,
CD27-PE, CD45RA y la expresion de PD-1. Pasado el tiempo de incubacion, las células se
lavaron y resuspendieron en 100uL de PBS/BSA 1%/NaNs 0.1%, finalmente se realizé la
tincion con 7AAD (7-amino-actinomicina D) (BioLegend, San Diego, CA, USA) para analizar
la viabilidad celular. 7AAD es un intercalante del DNA, por lo que se une a él sélo si la
membrana celular esta dafiada.
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Analisis por citometria de flujo

Las muestras se adquirieron en el citometro de flujo FACS Canto Il (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA) en el programa FACSDiva. Se realizé la grafica FSC-H vs. FSC-A para
discriminar agregados celulares, a partir de esta region se identificaron a las células viables
(7AAD-) mediante la grafica de FSC-A vs. 7AAD. De las células viables se realiz6 la grafica
FSC-A vs SSC-A para identificar a los linfocitos, para posteriormente reconocer a los linfocitos
T CD3+ mediante la grafica de SSC-A vs anti-CD3. Se identificaron las dos subpoblaciones
de linfocitos T: Citotoxicas (CD3+/CD8+) y cooperadoras (CD3+/CD4+) con la grafica CD8 vs.
CD4. Para todos los tratamientos se adquirieron 10,000 eventos de los linfocitos T CD8+. De
cada subpoblacién se obtuvieron las poblaciones con fenotipo naive (CD45RA+/CD27+), de
memoria (CD45RA-CD27+) y efectora (CD45RA+/CD27-) donde se obtuvo el porcentaje de
los linfocitos T 2NBDG+/PD-1+ o 2NBDG-/PD-1+ para cada tratamiento (Figura 1).

e

Lin?séitos Linfocitos T

¢d. individwles

o Citotoxicos

v‘
Anti-CD27

2NBDG

ooperadorgs

Anti-CD8

]
1

]
ol
.T!
o3

o

el = | 00000 1 SBEEcwLysaAsr e w0 w0t et

— [l Anti-co3/co28
10 W Antico3
Sin estimulo

Anti-CD4 0 10 10*
Anti-CD4 5RA

Figura 1. Esquema de analisis citométrico para analisis de captacién de glucosa. Obteniendo
los linfocitos T de fenotipo naive (CD45RA+/CD27+) de memoria (CD45RA-/CD27+) o efectora
(CD45RA+/CD27-).

Ensayo de captacion de glucosa y bloqueo de PD-L1

Posterior a la incubacion con el compuesto 2NBDG, las células se lavaron con PBS/BSA
1%/NaNs 0.1%, y se resuspendieron en una mezcla de anticuerpos (Tabla 1) durante 20
minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se identificaron las moléculas CD3, CD4,
CD8, CD27, CD45RA, PD-1y PD-L1. Pasado el tiempo de incubacién, las células se lavaron
y resuspendieron en 100uL de PBS/BSA 1%/NaNs 0.1% con 4’,6-Diamidino-2-Fenilindole,

Dilactato (DAPI, BioLegend, San Diego, CA, USA) 1uM para analizar la viabilidad celular. DAPI
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se une al DNA de doble cadena, por lo que tifie a los acidos nucleicos solo si la membrana

celular se encuentra comprometida.
Analisis por citometria de flujo

Las muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo FACS Aria Il (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) en el programa FACSDiva. Se realiz6 la grafica FSC-H vs. FSC-A para discriminar
agregados celulares, a partir de esta region se identificaron a las células viables (DAPI-
negativo) mediante la grafica de FSC-H vs. DAPI. De las células viables se realizo la grafica
FSC-A vs SSC-A para identificar a los linfocitos, para posteriormente reconocer a los linfocitos
T CD3+ mediante la grafica de SSC-A vs anti-CD3. Se identificaron las dos subpoblaciones
de linfocitos T: Citotoxicos (CD3+/CD8+) y cooperadores (CD3+/CD4+) con la grafica CD8 vs.
CD4. Para todos los tratamientos se adquirieron 10,000 eventos de los linfocitos T CD8+. De
cada subpoblacion se obtuvieron las poblaciones con fenotipo naive (CD45RA+/CD27+) y de
memoria (CD45RA-CD27+) donde se obtuvo el porcentaje de los linfocitos T 2NBDG+ o PD-
L1+ para cada tratamiento (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de analisis citométrico para analisis de captacion de glucosa. Obteniendo
los linfocitos T de fenotipo naive (CD45RA+/CD27+) o de memoria (CD45RA-/CD27+).

Todos los andlisis fueron realizados en el programa FlowJo version 9.9.6, en donde se
realizaron las graficas para comparar el porcentaje de células 2NBDG+ bajo las condiciones

de normoxia e hipoxia para cada ensayo. Posteriormente los datos se organizaron con el
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programa Pestle y por medio del software SPICE (Simplified Presentation of Incredibly
Complex Evaluations) version 6.0, descargado de http://exon.niaid.nih.gov, se organizaron y
se resumieron los datos obtenidos del analisis de la captacion de glucosa, expresion de PD-1
y bloqueo de PD-L1 en las distintas condiciones de trabajo. La intensidad media de
fluorescencia relativa (rMFI) de PD-L1 se obtuvo del producto de la division entre la intensidad
media de fluorescencia de PD-L1 obtenida de los tratamientos con los estimulos con
anticuerpo anti-CD3 o con anticuerpos anti-CD3/CD28 y la intensidad media de fluorescencia

obtenida del tratamiento sin estimulo (Formula 1).

MFI| de PD-L1 de los tratamientos con estimulo
rMFI| de PD-L1

MFI| de PD-L1 del tratamiento sin estimulo

Férmula 1. Método para la obtencion de la rMFI de PD-L1

Analisis estadistico

Se us6 como medida de tendencia central la media, de la cual se muestra el error o la
desviacion estandar debido a que los datos mostraron una distribucion normal. Se realizaron
pruebas de t-student para conocer si existian diferencias significativas entre la condicién de
normoxia e hipoxia y diferencias entre los estimulos con anti-CD3 y anti-CD3/-CD28. Valores

menores a 0.05 fueron considerados como significativos.
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IX. Resultados

VIIl.l La proporcion de linfocitos T CD8+ fue menor en muestras de derrame pleural

Se realizd la comparacion del porcentaje de linfocitos T CD8+ y CD4+ presentes en
los derrames pleurales (DP’s) malignos (DPM’s) y no malignos (DPnM'’s), asi como en sangre
periférica (SP) de sujetos sanos (SP sanos) y de pacientes con cancer pulmonar (SP CP).
Tanto en los DP’s como en sangre periférica hubo un mayor porcentaje de linfocitos T CD4+
que CD8+ como se ha observado previamente’73. El porcentaje de linfocitos T CD8+ fue
menor en los DPM’s que en los DPnM'’s. Asi mismo, el porcentaje de linfocitos T CD8+ fue
significativamente menor en los DPM’s en comparacion con el porcentaje presente en sangre
periférica del mismo grupo de pacientes con cancer pulmonar (SP CP). Por otro lado, el
porcentaje de linfocitos T CD4+ fue significativamente mayor en los DPM’s comparados con
los observados en sangre periférica (Figura 3 A,B).
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos T CD8+ y CD4+. A. Figura representativa de una muestra de derrame
pleural maligno y de sangre periférica de un paciente con cancer pulmonar. B. En verde se representa
la media del porcentaje de linfocitos T CD4+, mientras que en azul el porcentaje de linfocitos T CD8+.
DP: Derrame pleural, SP: Sangre periférica, CP: Cancer pulmonar, nM: No maligno. * p<0.05 respecto
a la sangre periférica de los pacientes con cancer. SP sanos n=11; SP CP n=9; DP Maligno n=14;
DPnM n=9.
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VIl La proporcion de linfocitos Tmem fue la mas representativa en muestras de derrame

pleural maligno y no maligno

Una vez que se identificaron las subpoblaciones de linfocitos T, se analizaron los linfocitos T
CD4+ y CD8+ de memoria (CD45RA-/CD27+), naive (CD45RA+/CD27+) o efectora
(CD45RA+/CD27-) de los DP’s y de sangre periférica de los grupos de estudio. Las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ provenientes de los DP’s malignos y no malignos
carecieron de células efectoras y se observé un mayor porcentaje de linfocitos T con fenotipo

de memoria (Tmem) en comparacién con el fenotipo naive (Figura 4).
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Figura 4. Imagen representativa del alto porcentaje de linfocitos T de memoria en derrame
pleural maligno en comparacién con los linfocitos T presentes en sangre periférica proveniente
de paciente con cancer pulmonar. Linfocitos T cultivados bajo la condicion de normoxia sin

estimular.

El porcentaje de linfocitos Tmem provenientes de los DPM'’s fue significativamente mayor en
comparacién con los linfocitos Tmem presentes en sangre periférica de los pacientes con
cancer. En las muestras de SP de pacientes con cancer pulmonar asi como de sujetos sanos,
la subpoblacion de linfocitos T CD4+ mostré una baja proporcion de linfocitos T efectores y un

porcentaje similar entre los fenotipos de memoria y naive. En la subpoblacién de linfocitos T

25



CD8+ de SP de pacientes y sujetos sanos se observo un porcentaje similar entre los linfocitos
T con fenotipo de memoria, naive y efector. (Figura 5).

Cancer de pulmon (CP)
Malignos Sanos

[ Memoria [ Naive Il Efectora

Células T CD4+

Células T CD8+

Figura 5. Porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ con fenotipo de memoria, naive y efector.
SP: Sangre periférica, DP: Derrame pleural. * p<0.05 respecto a la sangre periférica de los
pacientes con cancer. SP sanos n=11; SP CP n=9; DP Maligno n=14; DPnM n=9. Linfocitos T
cultivadas bajo condicion de normoxia sin estimular.

Considerando los bajos porcentajes de linfocitos T efectoras provenientes de los DPM’s y los
DPnM'’s, sélo se pudo llevar a cabo el analisis de captacion de glucosa en los linfocitos T de

memoria y naive en los grupos de estudio.



VI El porcentaje de linfocitos Tmem que captd glucosa disminuyd al realizar la

coestimulacion en condicidon de hipoxia en los derrames pleurales malignos.

Se analizo la capacidad de captar glucosa empleando un analogo de la glucosa (2NBDG).
Este analisis se realizd en las subpoblaciones de linfocitos Tmem (Tmem) y T naive al
estimular con anticuerpos anti-CD3 o anticuerpos anti-CD3/CD28 en condiciones de normoxia
e hipoxia. El porcentaje de linfocitos T naive provenientes de los derrames pleurales o de
sangre periférica que captd glucosa aumento al estimular con los anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD3/CD28. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la captacion de glucosa
entre los diferentes grupos de estudio o entre las condiciones de normoxia e hipoxia (datos no
mostrados).

Se observd que el porcentaje de linfocitos Tmem que capté glucosa aumento
significativamente después de la estimulacién en las muestras de derrames pleurales asi
como en las muestras de sangre periférica.

El porcentaje de linfocitos Tmem que captaron 2NBDG (tanto CD4+ como CD8+) tendi6 a
disminuir al estimular con anticuerpos anti-CD3/CD28 en comparacion con el estimulo con el
anticuerpo anti-CD3 en las muestras de DPM’s. La hipoxia fue un factor importante en la
captacion de glucosa en los linfocitos Tmem provenientes de los DPM’s. En la condicion de
hipoxia, el porcentaje de linfocitos Tmem CD4+ provenientes de los DPM’s que captaron
glucosa fue significativamente menor que en condicibn de normoxia al estimular con
anticuerpos anti-CD3/CD28 (Figura 6).

Por el contrario, en las muestras provenientes de los DPnM’s, el porcentaje de linfocitos Tmem
que captd glucosa tendid a aumentar al estimular con anticuerpos anti-CD3/CD28 en
comparacion con el estimulo con el anticuerpo anti-CD3. De igual manera, el porcentaje de
linfocitos Tmem provenientes de SP (Sanos y CP) que incorpor6 2NBDG fue
significativamente mayor al estimular con anticuerpos anti-CD3/CD28 comparado con el
anticuerpo anti-CD3. El aumento del porcentaje de linfocitos Tmem 2NBDG+ provenientes de
los DPnM’s y de SP al estimular con anticuerpos anti-CD3/CD28 fue observado en las

condiciones de normoxia e hipoxia (Figura 6).
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Estos resultados sugieren que los linfocitos Tmem provenientes de pacientes con cancer de
pulmén disminuyen la captacion de glucosa en un ambiente hipoxico debido a alteraciones en

la via controlada por CD28.
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Figura 6. Porcentaje de linfocitos Tmem de los DP’s y SP que captaron glucosa al estimular
con anti-CD3 o anti-CD3/CD28 en normoxia e hipoxia. * p<0.05 respecto al tratamiento con
anti-CD3. Se muestra el error estandar. SP sanos n=11; SP CP n=9; DP Malignos n=14; DP
No malignos n=9.
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VIII.IV El porcentaje de células 2NBDG-/PD-1+ aument6 al coestimular en condicion de

hipoxia en los linfocitos Tmem provenientes de los derrames pleurales malignos.

Para identificar si la baja captacion de glucosa de los linfocitos T provenientes de los DPM'’s
se relacionaba con la interaccion de la molécula de co-inhibicion PD-1, se identifico la
expresion de este receptor en los linfocitos T. Para lo cual se analizaron los linfocitos Tmem
provenientes de los DP’s que no incorporaron al compuesto 2NBDG y expresaron al receptor
PD-1 (2NBDG—-/PD-1+).
En condicion de normoxia no hubo cambios significativos en el porcentaje de linfocitos Tmem
que captaron glucosa y expresaron PD-1 entre los estimulos con anticuerpo anti-CD3 o con
anticuerpos anti-CD3/CD28 en ambos grupos de DP’s (Datos no mostrados).
En condicién de hipoxia, el porcentaje de linfocitos Tmem provenientes de los DPM'’s con
fenotipo 2NBDG-/PD-1+ tendidé a aumentar al estimular con anticuerpos anti-CD3/CD28 en
comparacion con el estimulo con el anticuerpo anti-CD3. En la poblacion de linfocitos T CD4+
este aumento fue significativo (Figura 7 y 8).

DP Malignos DP No malignos

Células T CD4+
Aol 25 16.5% | °°1 5.3% [ 61.2%

03 23.2%

-
103

0
Células T CD8+

2NBDG

10°41.9% 16.5% | 1°°7 4.4% ' 72.1%

°417.2% 64.4% | o3 49% 18.5%
0 10° 104 10° 0 103 10* 105 )
B sin estimulo Anti-PD-1 I Ati-cp3/co2s

Figura 7. Imagen representativa del aumento de linfocitos Tmem 2NBDG-/PD-1+
provenientes de derrame pleural maligno. Se puede observar un alto porcentaje de linfocitos
Tmem 2NBDG+/PD-1+ (dobles positivas) provenientes de derrame pleural no maligno. Los
aumentos se observan en rojo. Linfocitos Tmem sin estimular o estimuladas con anti-

CD3/CD28 bajo condicidn de hipoxia.
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Por el contrario, el porcentaje de linfocitos Tmem con fenotipo 2NBDG—/PD-1+ proveniente de
los DPnM’s tendié a disminuir al estimular con anti-CD3/CD28 en comparacion con el estimulo
con anti-CD3.

En la condicién de hipoxia también se observaron diferencias en el porcentaje de linfocitos
Tmem derivados de los DP’s que captaron glucosa y a su vez expresaron al receptor PD-1
(2NBDG+/PD-1+). En las muestras de DPM'’s el porcentaje de linfocitos Tmem con fenotipo
2NBDG+/PD-1+ tendid a disminuir al estimular con los anticuerpos anti-CD3/CD28 en
comparacion con el estimulo con el anticuerpo anti-CD3. Por el contrario, en los DPnM’s el
porcentaje de linfocitos Tmem con fenotipo 2NBDG+/PD-1+ aument6 al estimular con los
anticuerpos anti-CD3/CD28 en comparacién con el estimulo con el anticuerpo anti-CD3.
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Figura 8. Media del porcentaje de linfocitos Tmem con fenotipos 2NBDG+ o PD-1+ en
condicion de hipoxia en los derrames pleurales. Linfocitos Tmem sin estimulo, activadas con
el anticuerpo anti-CD3 o estimuladas con los anticuerpos anti-CD3/CD28. * p<0.05 respecto
al tratamiento con anti-CD3. DP Malignos n=14; DP No malignos n=9. Se muestra el error

estandar.
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El mismo andlisis se realizé en los linfocitos Tmem de sangre periférica provenientes de
pacientes con cancer de pulmoén y de sujetos sanos. El porcentaje de linfocitos Tmem con
fenotipo 2NBDG+/PD-1+ aumentod significativamente al estimular con los anticuerpos anti-
CD3/CD28 en comparacion con el estimulo con el anticuerpo anti-CD3 en sangre periférica
de sujetos sanos y pacientes con cancer. Estos resultados fueron independientes de la
condicion de normoxia e hipoxia (Figura 9). Con estos resultados se especuld que PD-1 puede
estar asociado a una baja captacion de glucosa en los linfocitos Tmem de los DPM’s pero no

en el grupo no maligno ni en sangre periférica bajo condiciones de hipoxia.
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Figura 9. Media del porcentaje de linfocitos Tmem que incorporan 2NBDG y/o expresan PD-
1 en condicion de hipoxia en sangre periférica. Linfocitos Tmem sin estimulo, activadas con el
anticuerpo anti-CD3 o estimuladas con los anticuerpos anti-CD3/CD28.* p<0.05 respecto al

tratamiento con anti-CD3. SP sanos n=11; SP CP n=9. Se muestra el error estandar

Por otra parte, se observo que el porcentaje de linfocitos T naive 2NBDG+/PD-1+ provenientes
de los DPnM’s y de sangre periférica aumento significativamente con el tratamiento con los

anticuerpos anti-CD3/CD28 que con el tratamiento sélo con anti-CD3 (Anexo 1).
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VIII.V Los linfocitos Tmem no aumentaron la captacion de glucosa al bloguear a la

molécula PD-L1 en los derrames pleurales malignos.

Para comprobar si la interaccién de la molécula PD-1 con su ligando PD-L1 interfiere en la
captacion de glucosa, se realizé el bloqueo de la interaccion PD-1/PD-L1 en los linfocitos
Tmem de los DPM’s. El bloqueo se realiz6 en los linfocitos Tmem estimulados con anticuerpos
anti-CD3/CD28.

Se verificd que el bloqueo de la molécula PD-L1 se hubiera realizado correctamente. Se
analizé la intensidad media de fluorescencia relativa (rMFI) de PD-L1 en los linfocitos Tmem
de los pacientes con cancer pulmonar posterior al tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1.
Los linfocitos Tmem tratados con el anticuerpo antagonista anti-PD-L1 disminuyeron
significativamente la rMFI de PD-L1 en comparacion con los linfocitos Tmem tratados con el
control de isotipo IgG. Estos resultados fueron independientes de la condicion de hipoxia o
normoxia (Figura 10). De esta forma se comprobd la unidn del anticuerpo antagonista anti-PD-
L1 a la molécula PD-L1, ya que su unién puede provocar la internalizacién del receptor y por

ello la disminucioén del marcador.
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Figura 10. Intensidad media de fluorescencia relativa de PD-L1 de linfocitos Tmem
provenientes de pacientes con cancer pulmonar en condicion de hipoxia o normoxia. Linfocitos
T tratadas con el control de isotipo IgG o anticuerpo anti-PD-L1. (n=5). .* p<0.05 respecto al

tratamiento con anti-PD-L1. Se muestra el error estandar.
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Una vez que se comprobo el bloqueo de la molécula PD-L1 se analizé el porcentaje de
linfocitos Tmem provenientes de los DPM'’s que incorporé 2NBDG. El porcentaje de linfocitos
Tmem que incorporé 2NBDG no aumento al bloquear a la molécula PD-L1 con respecto al
tratamiento con el control de isotipo IgG. La proporciéon de linfocitos Tmem de los DPM’s que

captaron glucosa fue similar en condicion de hipoxia y normoxia (Figura 11).
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Figura 11. Media del porcentaje de linfocitos Tmem 2NBDG+ provenientes de los derrames
pleurales malignos Linfocitos Tmem tratadas con el control de isotipo 19G y anti-PD-L1 en
condicion de normoxia e hipoxia (n=5). * p<0.05; ns: No significativo respecto al tratamiento

con el control de isotipo IgG. Se muestra el error estandar.
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X. Discusion

En este trabajo se muestra que la baja captacion de glucosa realizada por los linfocitos T
infiltrantes de los derrames pleurales, provenientes de pacientes con cancer de pulmén, se

encuentra ligada a la condicion de hipoxia y al estimulo que estas células reciban.

El consumo de nutrientes es un factor importante para la diferenciacion de los linfocitos T
naive hacia un perfil citotoxico’®. Una deficiente captacidon de glucosa en los linfocitos T de
pacientes con cancer puede provocar una disfuncion en la actividad de los linfocitos T
efectoras. Al igual que su diferenciacion, la secrecidn de citocinas por parte de los linfocitos T
también puede verse afectada por la baja captacion de glucosa. Los linfocitos Tmem por otra
parte, realizan principalmente OXPHOS para satisfacer sus necesidades energéticas. Sin
embargo, la captacion de glucosa en los linfocitos T CD4+ de memoria es necesaria para

mantener su supervivencia’®.

En los derrames pleurales no hubo presencia de linfocitos T efectoras, sin embargo, se
observo un alto porcentaje de linfocitos Tmem asi como una baja proporcion de linfocitos T
naive en comparacion con sangre periférica. Estas proporciones de linfocitos T son similares
a las reportadas en diversos trabajos, en donde el porcentaje de linfocitos Tmem es
elevado’!7376, Esto puede ser ocasionado por la exposicion previa de los linfocitos T a
antigenos y a la formacion de linfocitos Tmem debido a una respuesta inmune en los derrames
pleurales. Los linfocitos T muestran una tendencia a diferenciarse a linfocitos Tmem, cuando
la captacion de glucosa es baja’’. Ademas, los linfocitos T CD8+ pueden diferenciarse a
linfocitos Tmem cuando la funcion de mTOR es inhibida, o bien, cuando las moléculas
involucradas en su activacion son suprimidas’®. La ausencia de linfocitos T efectoras en los
derrames pleurales podria deberse a una activacion deficiente por parte de los linfocitos
Tmem. La exposicion crénica a un mismo antigeno lleva a la disfuncién y al agotamiento de
los linfocitos T7®8° por lo que el programa de diferenciacion a linfocitos T efectoras podria

encontrarse afectado.

Los linfocitos T naive de los derrames pleurales y de sangre periférica aumentaron la captacion
de glucosa posterior a la estimulacion. El aumento en la captacién de glucosa por parte de

linfocitos T naive es necesario para favorecer la diferenciacién a linfocitos T efectoras.
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Contrariamente a lo reportado en diversos trabajos empleando modelos animales 82 |a
estimulaciéon con el anticuerpo anti-CD3 resulté ser efectiva para aumentar la captacion de
glucosa en los linfocitos Tmem provenientes de derrames pleurales. Estos resultados sugieren
que las sefales dadas a través del TCR fueron suficientes para aumentar la captacion de
glucosa. Una vez que se activa la via de sefalizacion a través del TCR, Lck fosforila los
motivos citoplasmaticos de las subunidades de CD3 y a ZAP70 la cual, a su vez activa a LAT
formando un complejo en el que se une la enzima PLCy1. PLCy1 es necesaria para iniciar la
activacion de la via RAS/MEK/ERK. ERK se ha asociado con la activacién de enzimas
glucoliticas como la hexocinasa y la captacion de glucosa en los linfocitos T provenientes de
ratén®3, La estimulacién previa y constante de los linfocitos T presentes en derrames pleurales
podria llevar a la diferenciacion de linfocitos Tmem que pueden facilitar la captacion de glucosa
posterior al estimulo con anti-CD3. Qué factores se pueden encontrar involucrados en este
fendbmeno aun son desconocidos, aunque se ha visto que linfocitos Tmem humanas y de raton

aumentan la expresion de ZAP7084.

Por otro lado, la coestimulacién con la molécula anti-CD28 no favorecio la captacion de
glucosa en los linfocitos T de derrames pleurales provenientes de pacientes con cancer
pulmonar bajo condicion de hipoxia. Estos defectos en la captacion de glucosa pueden surgir
a partir de alteraciones en la via de sefalizacién que se realizan por la activacién de la
molécula CD28.

Ademas de aumentar las senales de activacion dadas a través del TCR, la molécula CD28
puede controlar cambios bioquimicos intracelulares, como la fosforilacion y el arreglo del
citoesqueleto durante la sinapsis inmunologica®. Las sefiales recibidas a través de la molécula
CD28 son necesarias para sostener la fosforilacion de Akt®', y por ende mantener el

metabolismo glucolitico mediante la translocaciéon de Glut1 a membrana plasmatica®°.

Defectos en la via de senalizacion iniciada tras la union de la molécula CD28 pueden causar
la baja secrecion de citocinas y un defecto en la proliferacion celular®87. Al igual que en
linfocitos T de pacientes con leucemia, la captacion de glucosa no aumenté posterior a la
estimulacién en los linfocitos T de pacientes con cancer pulmonar. Estos defectos pueden
estar relacionados con alteraciones en la via de sefializacion a través de AkKmTOR®. Lo
anterior sugiere que los linfocitos T provenientes de derrames pleurales malignos también
podrian encontrarse alterados en la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR. Ademas, en un

trabajo previo de nuestro equipo de trabajo, se reporté que los linfocitos Tmem provenientes
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de derrames pleurales malignos no aumentan la expresion de Glut1 posterior a la estimulacién
con los anticuerpos anti-CD3/CD28 bajo condicion de hipoxia®®. Los resultados del presente
estudio demuestran que al igual que la expresidon de Glut1, la captacion de glucosa no se ve

incrementada aun en condiciones de estimulacion por las sefales 1y 2.

La baja captacion de glucosa fue propia de los linfocitos Tmem de derrames pleurales, pero
no de sangre periférica en pacientes con cancer pulmonar. Esto pudo observarse posterior al
estimulo con los anticuerpos anti-CD3/CD28 bajo condicién de hipoxia. Estas diferencias
demuestran que los linfocitos T cercanas al entorno del tumor, presentes en los derrames
pleurales malignos, mantienen afectada su captacién de glucosa en comparacién con aquellos
linfocitos T que se encuentran en circulacion. Por lo tanto, el entorno tumoral juega un papel

importante en la funcion de los linfocitos T.

Las células tumorales y/o las células inmunes supresoras modifican el entorno tumoral al
secretar moléculas que pueden dafar la actividad antitumoral por parte de los linfocitos T. Los
TAM’s provenientes de derrames pleurales de pacientes con cancer pulmonar afectan la

funcion de los linfocitos T al secretar TGF-B%°.

Asi mismo, los linfocitos T provenientes de derrames pleurales malignos muestran baja
produccion de granzima B y perforina, necesarias para ejercer la actividad citotoxica por parte
de los linfocitos T CD8+%°. La baja produccion de enzimas citoliticas, junto con una alta
expresion de moléculas de supresion como PD-18 y una baja captacién de glucosa son
algunas de las anomalias presentes en los linfocitos T provenientes de derrames pleurales
malignos. Esto podria significar que en el cancer pulmonar, la baja captacién de glucosa, y la
presencia de moléculas de inhibicion pueden afectar la diferenciacion de los linfocitos Tmem

a un perfil efector en los linfocitos T cercanos al microambiente del tumor.

Los linfocitos T infiltrantes de tumores pueden encontrarse alterados por la baja disponibilidad
de oxigeno presente en el microambiente tumoral®. Los factores de transcripcién inducibles
por hipoxia (HIF) son importantes en la regulacion de enzimas glucoliticas. Se conoce que
HIF1a regula positivamente proteinas como Glut1 importantes para la captacion de glucosa®'.
HIF1a es regulada negativamente por proteinas sensibles al oxigeno como la proteina von
Hippel-Lindau (pVHL), la cual se activa en condiciones de normoxia. Sin embargo, cuando los

linfocitos T reciben sefales de activacion por la via PISK/AkKt/mTOR, HIF1a se estabiliza y se
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transloca en el nucleo®. En hipoxia, HIF1a se acumula pues no es degradada en el

proteasoma, promoviendo la glucdlisis cuando hay bajos niveles de oxigeno®.

La delecion HIF1a en linfocitos T CD8+ de ratén disminuyen la captacién de glucosa y la
expresion de enzimas glucoliticas bajo condicion de hipoxia®®. De esta manera, se puede
sugerir que fallas en la regulacion de HIF1a bajo condiciones de hipoxia puede causar que
moléculas asociadas al metabolismo glucolitico no se promuevan correctamente, afectando

asi la captacion de glucosa en los linfocitos T provenientes de derrames pleurales.

Ademas, la expresion de la molécula de inhibicidon PD-1 resulté estar asociada con una baja
captacion de glucosa en los linfocitos T provenientes de derrames pleurales malignos. Esto se
observd bajo condicion de hipoxia, posterior a la estimulacion con los anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28. En condicion de hipoxia se puede promover la expresion de PD-1. Se conoce
que la hipoxia activa canales de Ca+ que al incrementar las concentraciones de Ca+
intracelular, activan a la fosfatasa calcineurina que desfosforila el factor nuclear de los
linfocitos T activadas (NFAT)%. NFAT promueve la expresién de PD-1 después de la

activacion de los linfocitos T9.

Por otra parte, se observo un aumento en el porcentaje de linfocitos Tmem proveniente tanto
del derrame pleural no maligno como de sangre periférica que expres6 a la molécula de
inhibicion PD-1 posterior a la estimulacion. Esto fue independiente de la condicion de normoxia
o hipoxia y solo se relacion6 con la activacion, ya que la captacion de glucosa también se vio
aumentada. Una vez que los linfocitos T reciben sefiales de activacion, la molécula de
inhibicion PD-1 aumenta su expresion. Esto se debe a que la molécula PD-1 actua como un
mediador de la tolerancia periférica en los linfocitos T, evitando asi una respuesta efectora
contra antigenos propios, o bien, ayuda a regular la respuesta inmune mediante su expresion

en linfocitos T reguladoras?’.

A pesar de que se observo una correlacion en la expresion de la molécula PD-1 y una baja
captacién de glucosa en los linfocitos Tmem provenientes de los derrames pleurales malignos,
la interacciéon PD-1/PD-L1 no fue un factor involucrado en la disminucion de la captaciéon de
glucosa. El bloqueo de esta via no restauré la captacion de glucosa como lo han sugerido
algunos trabajos®-8, Asi mismo, los linfocitos T naive recuperaron tenuemente su capacidad

de captar glucosa; Sin embargo, no se encontro alguna diferencia significativa.
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Estos resultados mostraron que la baja captacion de glucosa puede deberse a las alteraciones
involucradas en las vias de sefalizacién de los propios linfocitos Tmem provenientes de

derrames pleurales, mas que con la expresién de moléculas inhibitorias como PD-1.

Se conoce que la expresion de PD-1 en linfocitos T provenientes de derrames pleurales
malignos se encuentra asociado con defectos en la actividad citotoxica®?; Sin embargo, no
tuvo efectos en la captacion de glucosa. El bloqueo de la interaccion PD-1/PD-L1 no siempre
resulta ser un tratamiento eficaz. Se ha visto que el bloqueo de multiples receptores de
inhibicion en los linfocitos T presentes en melanoma han resultado favorecedores en el
reclutamiento de linfocitos T efectoras®. De esta forma se reconoce que los linfocitos T
infiltrantes de tumores pueden encontrarse alteradas en mas de una via. Ademas de las
sefales de inhibicién, en la célula ocurren otros procesos, como los metabdlicos, que pueden

afectar la respuesta de las células inmunes contra las células malignas.

En este trabajo se reconocié que los linfocitos Tmem provenientes de derrames pleurales de
pacientes con cancer pulmonar presentan una baja captacion de glucosa al recibir sefiales de
estimulacién a través del TCR y de la molécula CD28. Este fendmeno fue observable en bajos
niveles de oxigeno. Por ello, es importante estudiar si existe una correcta regulacion de los
factores de transcripcidén inducibles por hipoxia, o bien, si hay defectos en la expresion de
moléculas involucradas en la via de sefalizacién PI3K/Akt/mTOR. De esta forma se podria
mejorar nuestro entendimiento sobre los defectos en la captacion de glucosa de los linfocitos

T presentes en cancer de pulmon.
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XI. Conclusiéon

Los linfocitos Tmem infiltrantes de los derrames pleurales provenientes de pacientes con
cancer pulmonar presentan baja captacion de glucosa al ser estimulados con los anticuerpos
agonistas anti-CD3/CD28. Esto podria significar anomalias en la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR. Esta baja captacion de glucosa fue observada bajo condicion de hipoxia por
lo que el factor de transcripcion inducible por hipoxia HIF1a, un regulador importante en la
actividad glucolitica de los linfocitos T, podria encontrarse afectado. La deficiente captacion
de glucosa se asocio con la expresion de la molécula de inhibicion PD-1 en los linfocitos Tmem
de los derrames pleurales malignos. Sin embargo, el bloqueo del ligando de PD-1 no restaurd
la captacion de la glucosa bajo condicién de hipoxia, por lo que la interaccién PD-1/PD-L1 no
resultd ser un factor causante de esta anomalia en los linfocitos T de pacientes con cancer

pulmonar.
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XIl.  Anexo |

Se muestran los datos del porcentaje de linfocitos Tmem CD4+ y CD8+ que incorporaron

2NBDG y expresaron la molécula de inhibicién PD-1.

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos T CD4+ con fenotipo 2NBDG+/PD-1+ provenientes de los
derrames pleurales (DP) y sangre periférica (SP) con los distintos estimulos en condicion de

normoxia e hipoxia.

2NBDG+/PD1+
E Anti-CD Anti-CD3/CD28
Células T CD4+ N S/ H N 3 H N / H
No Malignos ~ Memoria 1.8+1.8 1212  47.8+10.8 31.6£15* 57.9+125 47.4+14.6
= Naive 1.7¢1.5 1.4%1.1 38+12.7 3274157 664125  57.7+12.3
> Malignos Memoria 3.33.1 17417 4924239 389423  46.9+21.9 29.7+15.4*
=19 Naive 2.642.9 16415  46.9+24.8 40.8+24.8 622+13.3 51.7+12.1*
Memoria 1.320.9 1.621 17.8412.3  16.1#11.3 451+17.9 3264143
CP (n=9) Naive 1.642.5 13+1.3  28.9+16.7  29+17.1 67.6+9.9 = 53.7+14.9*
. Efectora  12.8496  10.5¢7.6  16.5+9.7  18.5+44  34.3+13.8 18.6454
p

Memoria 0.9+0.8 0.9+0.6 241111 19+10 41.7£13.3 | 33.1£14.9
Sanos (n=11)
Naive 0.6x0.5 0.7+0.7 28.5¢15.2 26.1+13.6 53.5+12 48.8£14.3

Efectora 5.2+4.6 3.6x3.1 9.8+5.4 8.3+7.3 33.749.3 26.4+8.7

*. p<0.05 respecto a la condicion de normoxia. Azul: p<0.05 respecto al tratamiento con el

anticuerpo anti-CD3.
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Tabla 3. Porcentaje de linfocitos T CD8+ con fenotipo 2NBDG+/PD-1+ provenientes de los
derrames pleurales (DP) y sangre periférica (SP) con los distintos estimulos en condicion de

normoxia e hipoxia.

2NBDG+/PD1+
Células T CD8+ S/E Anti-CD3 Anti-CD3/CD28
N H N H N H
No Malignos Memoria 1.8+1.4 0.9+£0.7 52.7413.2 37.9+158* 58.2+15.1 51.8+21.5
(n=9)
Naive 1.2£0.9 1+0.5 42.1£18.9  353+17.6  61.7+13.1  59.5%10.1
DP
Malignos Memoria 2.9+3.8 1.6+£2.5 45.8+20.5 36.1¥19.3 42.6x25.9 32+19.5
(n=14)
Naive 1.4+1.6 1.2+1.3 45.4+254  42.4+26.5 53.3x17.1 53.3:x13.6
Memoria 4+2.8 4.7+1.7 22.9+13.1 21.1+12 44+17.6 31.1£11.4
CP (n=9) Naive 2.6x2.1 3.2424 30.4+17.2 31.3%16.2 67.1£21.9 58.7+19
Efectora 2+1.1 27414 9.546.7 19.5#6.6  22.1+10.8 16.5+10.9
SP
Memoria 212 1.9+1.5 23.9+10.2 18.9+10.4  39.5+17.8 33+18.5
Sanos (n=11)
Naive 1.4+1.2 1.120.7 26.1+11.3 241109 62.7+12.6  60.3+13.7

Efectora 2.4+3.6 1.5£1.9 10.9+£7.5 8.5+6.4 20.7x13.4 15£12.3

*. p<0.05 respecto a la condicion de normoxia. Azul:p<0.05 respecto al tratamiento con el

anticuerpo anti-CD3.
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