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Abreviaturas

ALDH 1: Aldehido Deshidrogenasa 1.

APC: Células Presentadoras de Antigenos.

BCSC: Breast Cancer Stem Cells.

CAF: Fibroblastos Asociados a tumor.

CD: Célula Dendritica.

CSC: Células madre del cancer o Cancer Stem Cells.
CSF: Factor Estimulante de Colonias.

CTL: Linfocitos T Citotoxicos.

CTLA-4: Antigeno 4 del linfocito T citotdxico (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated
antigen 4).

CXC: Quimiocinas.

DKK-1: Dickkopf -related protein 1.

EGFR: Receptor de crecimiento epidérmico humano.

EMT: Transicidn Epitelio Mesénquima.

ER: Receptor de estrogenos.

FOXP3: Forkhead box P3.

G-CSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos.

G-MDSC: Células supresoras de origen mieloide de tipo granulocitica.
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GLI-1: Oncogen asociado a glioma.
HIF: Factor inducible de hipoxia.
HLA: Antigeno Leucocitario Humano.
HSC: Stem Cells Hematopoyéticas.
Hsp 72: Proteina de choque térmico.
IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa.
IHC: Inmunohistoquimica.

IL: Interleucina o Interleuquinas.
IMC: Células Mieloides Inmaduras.
INFy: Interferon y.

i NOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
LB: Linfocitos B.

LPS: Lipopolisacarido.

LT: Linfocitos T.

MAPK: Mitogen- activated protein kinasa.

MDSC: Células supresoras de origen mieloide.

M-MDSC: Células supresoras de origen mieloide de tipo monocitico.

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

NICD: Dominio intracelular de Notch.

NK: Células Natural Killer.
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NO: Oxido Nitrico.

OPG: Osteoprotegerina.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PD-1: Programmed death -1.

PGE2: Prostaglandina E2.

PMN-MDSC: Células supresoras de origen mieloide de tipo polimorfonuclear.
PR: Receptor de progesterona.

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno.

RT-PCR: PCR en tiempo real.

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription.
TAM: Macroéfagos asociados a tumor.

TCR: Receptor de linfocitos T (T cell receptor).

Tfh: Linfocitos T foliculares.

TGF-RB: Factor de crecimiento transformante .

Th: Linfocitos T helper o efectores.

TiCS: Células iniciadoras de tumor.

TILs: Linfocitos infiltrantes de tumor.

TME: Microambiente tumoral.

Treg: Linfocitos T reguladores
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El cdncer de mama es la principal causa de muerte por cancer en la mujer en todo el mundo,
siendo una de las neoplasias malignas con mayor incidencia, pero también la de mayor tasa de
curacion, considerando que entre un 80-85% de las pacientes se curan, aunque una proporcidn

estimable de ellas, recurrird en un estado avanzado de la enfermedad y morira por causa de ésta.

El sistema inmunitario juega un papel dual en la biologia del cancer de mama, por un lado,
favorece el crecimiento tumoral y por otro, media la erradicacién del mismo. La relacion entre el
sistema inmunoldgico y el cancer de mama depende de varios factores: la histologia del tumor, el
tamaiio y la afectacién ganglionar, asi como una gran variedad de células, moléculas y sustancias
quimicas que forman parte del microambiente tumoral (del inglés “tumor microenvironment”
TME). En este sentido aparece un nuevo término que se conoce como inmunoedicién del cancer

(“cancer inmuno-editing”), un nuevo “hallmark” o sefial de identidad del cancer (Hanahan 2011).

Los tumores mamarios son considerados de baja inmunogenicidad y esto se debe a varios
factores: expresiéon heterogénea de antigenos en el tumor primario o en la metastasis,
modificaciones en el perfil antigénico durante la progresidén, niveles bajos de expresion del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC del inglés major histocompatibility complex) y
liberacion de citocinas supresoras. Ademas, la expresion de moléculas supresoras de la activacion
de las células T, como CTLA4 (del inglés cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) y PD-1 (del
inglés programmed death-1). Todo ello puede actuar favoreciendo un microambiente tumoral

supresor lo que favorece el escape de la vigilancia inmune. (Tower H.et al.,2019)

El microambiente tumoral esta formado por un entramado celular, compuesto por células
tumorales, células inmunes que participan en la respuesta inmune innata como las NK, monocitos,
macréfagos, células dendriticas,células supresoras de origen mieloide (MDSC) y células que
paticipan en la respuesta inmune adaptativa, como los linfocitos T (Th1, Th2, Tregs, CTL), linfocitos
B, células del estroma, endoteliales y epiteliales; moléculas y citocinas que integran el tumor y
favorecen el crecimiento y la progresién tumoral. Todo este complejo, se comunica a través de

una compleja red de vias moleculares, dando lugar a una respuesta inflamatoria crénica que
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favorece tanto la iniciacion como la progresion del tumor. Se crea asi un microambiente
inmunosupresor con baja expresién de antigenos, pérdida de moléculas coestimuladoras y del
sistema MHC de clase | y con un aumento de moléculas inmunosupresoras como IDO, PD-1, CD39,
CD73 y receptores de adenosina. En cuanto a la expresion de IDO, se ha visto recientemente que
favorece el estado de inmunosupresion en pacientes con cancer de mama y ademas con ganglios
linfaticos positivos. Ademas, las MDSC producen citocinas supresoras como TGFR e IL-10. EI TGFR
estimula las metastasis dseas en pacientes con cancer de mama y activa la transicidon epitelio-
mesénquima, incrementando asi la invasion tumoral. (S.D.Soysal et al.,2015; L. de la Cruz-Merino

et al.,2016)

El balance entre las sefiales inmunes inhibidoras y estimuladoras, es determinante para explicar el
efecto final de anergia o activacidon del sistema inmunitario contra las células cancerigenas. La
determinacién de algunas poblaciones de células inmunes y de marcadores inmunoldgicos, es
extraordinariamente relevante y lo mas interesante es que se pueden detectar en sangre
periférica sin necesidad de hacerlo en el tejido tumoral, lo cual pone de manifiesto la gran ventaja

de la “biopsia liquida” sobre la biopsia de tejidos.

Tanto MDSC como los subtipos de linfocitos T, Treg, linfocitos TCD4+, linfocitos TCD8+ y otras
subpoblaciones celulares pueden ser medidas en sangre periférica de pacientes con cancer de

mama avanzado o metastasico.

Las MDSC constituyen una poblacién heterogénea inmadura de células mieloides de estirpe
monocitica y granulocitica con una amplia variedad de propiedades inmunosupresoras. Su papel
en cancer ha sido dilucidado en una gran cantidad de estudios donde se pone de manifiesto que
un alto nivel de estas células en sangre periférica representa un mal prondstico de la enfermedad.
Los principales mecanismos por el que suprimen la respuesta inmune es por alteracién del
metabolismo de la L-arginina a través de la arginasa-1, por la via de la iINOS que genera NO,
promociéon de la captacion de cisteina, estimulacion de Treg, produccién de TAM-2 (del inglés
tumor-associated macrophages type-2), inhibicién de los linfocitos TCD8+ y de la funcién de las

NK.
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Las MDSC pueden ser detectadas en sangre periférica de pacientes con distintos tipos tumorales
en estadios avanzados, principalmente. Pacientes con cancer de mama presentan altos niveles de
MDSC y mds aun en estadios avanzados o metastasicos de la enfermedad. Por su gran
heterogeneidad, su caracterizacién plantea todo un reto. En la actualidad, las MDSC son
generalmente caracterizadas por citometria de flujo como CD45+CD3-CD19-CD20-CD56-CD16-
HLADR-CD33+CD11b+, siendo CD14+ y CD15+ los marcadores que definen el linaje mieloide

monocitico y granulocitico, respectivamente. (Bronte V.et all.,2015; Gabrilovich 2017).

Los Treg se generan tanto en el timo como en la periferia. En el timo, se generan a partir de las
células T CD4+ que expresan altos niveles de CD25, que es la cadena a del receptor de la IL-2,
mientras en la periferia se induce la expresion del factor de transcripcién denominado Forkhead
box P3 ( FOXP3) en células T. Otros marcadores de los Treg son : GITR, miembro de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral a inducido por corticoides, el CD11a, CD44, CD54,
CD45RB, CD122, CD134, CD62L y CTLA-4, ademas de altos niveles de receptores de quimocinas y
bajos niveles de CD127. Se han caracterizado dos tipos fundamentales de Treg: los linfocitos Treg
naturales (nTreg) que se caracterizan por ser FOXP3+, se originan en el timo dependiente del
reconocimiento de antigenos por el receptor de las células Ty el correceptor CD28. Y los linfocitos
Treg inducidos (iTreg), que se originan en los drganos linfaticos periféricos a partir de linfocitos
virgenes T CD4+CD25-FOXP3-. Ambos tipos estdn presentes en los linfocitos infiltrantes de tumor
(del inglés tumor-infiltrating lymphocytes ; TILs) y suprimen la respuesta inmune antitumoral en el

microambiente. (T.L. Whiteside, 2014; Christina M. Paluskievicz et al.,2019)

En cdncer de mama, el nivel de Treg FOXP3+ es mas alto durante el desarrollo de la enfermedad y
estd asociado a un prondstico desfavorable con una disminucién del tiempo a la progresion y de la
supervivencia global. Adema3s, existe evidencia de que la expresién de FOXP3+ es mas alta en el
tumor que en el tejido sano y se localiza en el citosol y no en el ndcleo como en las células sanas.
Esto se asocia con una mutacidn en el gen codificante de dicho factor de transcripcion, el cual se
asocia a proliferacion celular y desarrollo de metastasis por la expresién del receptor para la

guimocina CCL12 (CXCR4), que es un marcador para el desarrollo de metastasis en cancer de
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mama. (Jiafeng Shou et al.,2016)

Se ha encontrado también una alta expresién de citocinas supresoras como TGFR, IL-10 en el
tumor mayor que en el tejido sano, lo cual puede asociarse con la agresividad del tumor y

resistencia a la terapia.

Existen estudios en estadios tempranos de la enfermedad donde se ha visto altos niveles de CTLA-
4 y FOXP3, esto sugiere que los Treg expresan receptores inhibidores CTLA-4 y PD-1 por lo que
suprimen la respuesta inmune antitumoral y favorecen por lo tanto el crecimiento del tumor

(Joshua P. Bates et al.,2018).

Es interesante resaltar que en cancer de mama los Treg parecen estar inducidos por el estradiol, lo
cual es importante para el proceso de carcinogénesis y se asocia ademas con la produccién de

VEGF. (Gaynor J. Bates et al.,2006)

En este trabajo, nos hemos centrado en analizar los niveles de MDSC en sangre periférica de
pacientes con cancer de mama avanzado tanto en estado basal como a lo largo del tratamiento de
primera linea. Hemos comparado estos resultados entre el grupo que obtuvo beneficio clinico vs
progresion de la enfermedad. Se han analizado también otras subpoblaciones celulares como los
Treg y los linfocitos TCD4+ y CD8+, ademas de las moléculas co-estimuladoras (OX40+) y co-
inhibidoras (PD-1+), expresadas por estas células. Hemos incluido una cohorte de 20 mujeres

sanas sin antecedentes oncolégicos como grupo control.
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1.Epidemiologia del cancer de mama

Segun el ultimo informe disponible dentro del proyecto GLOBOCAN 2018, a nivel mundial se
estiman 18.1 millones de nuevos casos de cancer al afio y 9.6 millones de muertes por esta
enfermedad. Su incidencia por continentes es mayor en Asia con un 48.4% y un 53% de muertes,
le sigue Europa con un 23.4% de incidencia y 20.3 % de muertes, América con un 21% de
incidencia y 14.4 % de muertes, Africa con un 7.3% de incidencia y 5.8% de muertes y finalmente

Oceania con un 1.4% de incidencia y 0.7 % de muertes.

Por sexos, en el hombre se diagnostica en mayor proporcion el cancer de pulmoén, siendo asi
mismo el que mayor letalidad ocasiona, seguido del cdncer de préstata y colorrectal en incidencia

y del cancer de higado y estémago en el nUmero de muertes. (GLOBOCAN 2018)

En la mujer, sin embargo, es el cancer de mama el mas frecuente a nivel mundial y el que causa el
mayor numero de muertes, seguido del cancer colorrectal y de pulmdn en cuanto a incidencia y

mortalidad, respectivamente. (GLOBOCAN 2018)

El cdncer de mama se considera un problema de salud publica a escala mundial. En este sentido,
se estima que 2.1 millones de casos de cancer de mama fueron diagnosticados en 2018, a 1 de
cada 4 mujeres, se le diagnosticé cancer de mama (Bray et al.,2018). Es la enfermedad mas
frecuentemente diagnosticada en 154 paises de 185 y es la que mds muertes provoca en mujeres
en mas de 100 paises. En este aspecto hay que hacer excepciones, como en el caso de
Australia/Nueva Zelanda, Norte de Europa y Norte América donde le preceden en frecuencia las
muertes por cancer de pulmén, y en el Africa Subsahariana donde las muertes se deben
principalmente a cdncer de cérvix, debido a las elevadas tasas de este tipo de tumor.

La tasa de incidencia mas alta por cancer de mama, la encontramos en: Australia/Nueva Zelanda,
Norte de Europa (Reino Unido, Suecia, Finlandia y Dinamarca); Este y Oeste de Europa (Bélgica,

Holanda y Francia); Sur de Europa (Italia) y Norte América (Figura 1).
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Figura 1. Tabla de Incidencia y Mortalidad en diferentes regiones estandarizadas por edad para cancer de mama 2018.
Fuente: GLOBOCAN 2018. (Adaptada de GLOBOCAN 2018)

Si nos fijamos en la Figura 1, en términos de mortalidad, podemos observar que no hay mucha
variabilidad en las diferentes zonas del mundo a las que hace referencia, aunque hay que hacer
distincion en Melanesia, concretamente en Fiji, es el pais del mundo con mayor tasa de mortalidad

por esta patologia.

En Espaia la incidencia en cdncer de mama para el afio 2018, fueron de 32.825 nuevos casos. En
2012 se diagnosticaron 25.215 nuevos casos, por lo que entre 2012 y 2018 ha habido un
incremento en la incidencia del 30%. Se estimé con ello que 1 de cada 8 mujeres en nuestro pais
desarrollaria un cancer de mama. (GLOBOCAN 2018, ECIS-European Cancer Information System

2018 e Informe SEOM 2018)

Segun el informe de SEOM para 2019, estimaba 32536 nuevos casos diagnosticados de cancer de
mama en nuestro pais. La mortalidad por esta causa en 2018, fue de 6421 pacientes, por lo que la

prevalencia de esta enfermedad a 5 afnos es de 129.928.
En el sexo femenino, los tumores responsables del mayor nimero de muertes en Espaiia son el de

mama (+1.6%) y el de pulmdn (+6.4%), este ultimo debido al aumento del habito tabaquico en las

mujeres.
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En término generales, la mortalidad en nuestro pais por cancer ha disminuido en los ultimos afios.
Esto se debe a las campafias de diagndstico precoz y los avances terapéuticos, entre otras causas.
Por lo tanto, la supervivencia en cancer, en términos generales en nuestro pais, es similar a las de

otros paises europeos, un 53% a 5 anos. (Informe SEOM 2019)

En Andalucia segun los datos facilitados por el Observatorio de la Asociacién Espafiola Contra el
Céncer (AECC), en su informe anual para el afio 2018, podemos conocer los datos de incidencia,
prevalencia y mortalidad por cdncer de mama en esta comunidad, desglosado por provincias y

rango de edad.

e Incidencia: El total de casos nuevos diagnosticados fueron de 5.572. Por provincias: Sevilla
1282; Malaga 1098; Cadiz 817; Granada 618; Cérdoba 550; Jaén 442; Almeria 425 y Huelva
341. Por intervalo de edad: 15-39= 411; 40-44= 453; 45-49= 609; 50-54= 725; 55-59= 707,
60-64= 606; 65-69= 516; 70-74= 481 y +75 anos= 1064 casos.

*Fuente de datos: Incidencia : GLOBOCAN 2018; Poblacion: Padrén continuo del INE.

e Prevalencia a los 5 afios: La tasa total de prevalencia en Andalucia es de 22.005. Por
provincias: Sevilla 5056; Malaga 4337; Cadiz 3224; Granada 2445; Cérdoba 2182; Jaén
1753; Almeria 1666 y Huelva 1342. Por intervalo de edad: 15-39= 1166; 40-44= 1487; 45-
49= 2229; 50-54= 2993; 55-59= 2919; 60-64= 2533; 65-69= 2208; 70-74= 2194 y +75 afios=
4276.

*Fuente de datos: Fallecidos: Estadistica de defunciones segdn causa de muerte del INE ; Poblacién: Padrén continuo del INE.
e Mortalidad: El numero total de casos de fallecimiento por cancer de mama en nuestra
comunidad es de 1094. Por provincias: Sevilla 261; Malaga 219; Cadiz 186; Granada 127,
Cérdoba 103; Almeria 75; Huelva 63 y Jaén 61. Por rango de edad: 15-39= 29; 40-44= 49;
45-49= 49; 50-54= 104; 55-59= 98; 60-64= 88; 65-69= 86; 70-74= 109 y +75 afios= 482

muertes.

*Fuente de datos: Mortalidad: Estadistica de defunciones segun causa de muerte. Poblacion: Padrén continuo del INE.

En nuestra area sanitaria, Hospital Universitario Virgen Macarena, segun los datos facilitados por
la Unidad de Mama (Servicio de Ginecologia y Obstetricia), en el afio 2018, se diagnosticaron 335
casos, de los cuales 119 procedian del Programa de deteccion precoz (PDP) del cancer de mama

(Servicio Andaluz de Salud). Esta cifra supone que el 37% del total de las pacientes diagnosticadas
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procedian del PDP.

El intervalo de edad de las pacientes fue: < 40 afios= 9.09%; 40-50 afos= 29.07%; 50-70 afios=
53.60% y > 70 afios= 11.20%.

Segun el informe anual de las cifras del cancer en Espafia, que elabora la Sociedad Espafola de
Oncologia Médica (SEOM) para el afio 2020, se estima que el nUmero de nuevos casos ira en
aumento hasta alcanzar aproximadamente 29.5 millones de casos al afio en 2040. Para estimar las
cifras de incidencia, prevalencia y mortalidad a nivel mundial los datos han sido proporcionados
por el Global Cancer Observatory (GCO) elaborado por la International Agency for Research on
Cancer (IARC) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que recoge los datos de GLOBOCAN

junto con otras bases de datos.

Los datos de incidencia recogidos a nivel nacional los ha elaborado la Red Espafiola de Registros de
Cancer (REDECAN). Los de mortalidad, el Instituto Nacional de Estadistica (INE) y los de prevelancia
se han obtenido por GLOBOCAN.

En Espafia, el cancer es una de las principales causas de morbi-mortalidad. El nimero estimado de
nuevos casos para el afio 2020 serd de 277.394. Los mas frecuentemente diagnosticados serdn
colon y recto (44.231 casos); prostata (35.126); mama (32.953); pulmdn (29.638) y vejiga (22.350).

En mujeres los mds frecuentes seran mama, colon y recto. (Informe SEOM 2020).

Otra informacién epidemioldgica interesante procede de los datos que estima la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en cuanto al nimero total de nuevos casos de cdncer de mama a nivel
mundial, para el periodo 2018 al 2040 (Figura 2), asi como el nimero de muertes a nivel mundial

por esta causa (Figura 3).
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Figura 2. Incidencia mundial de cancer de mama desde
2018-2040. (Adaptada de GLOBOCAN 2018).

33X

Figura 3. N.2 de muertes a nivel mundial por cancer de
mama desde 2018-2040. (Adaptada de GLOBOCAN 2018).




2.El Sistema Inmunitario y su papel en la patogénesis del cancer de
mama.

El Sistema Inmunitario desempefia un doble papel en el desarrollo del cancer de mama, por un
lado promueve la formacidon tumoral a través de mecanismos de inflamacién crénica, que es
reconocida en la actualidad como un nuevo hallmark del cdncer y por otro previene la

tumorogénesis a través de la vigilancia inmunoldgica. (Douglas Hanahan et al., 2011).

La respuesta inmune al cancer se caracteriza por ser innata y adaptativa. La respuesta inmunitaria

innata, también Ilamada inmunidad natural o nativa, se caracteriza por ser la primera linea de
defensa frente a antigenos extrafios o dafios originados en nuestro organismo. Es una respuesta
rapida y poco especifica, ademds es iniciadora y estimuladora de la respuesta adaptativa. Los
principales componentes de esta son: 1) Las barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y las
sustancias quimicas antimicrobianas producidas en el mismo. 2) Fagocitos (neutrdfilos,
macroéfagos), células dendriticas, células NK, células linfoides innatas, entre otras. 3) Componentes
sanguineos solubles presentes en sangre como el sistema del complemento y otros mediadores de
la inflamacion. En épocas anteriores se considerd que la respuesta inmune innata no generaba
memoria, hoy dia se habla de “trained immunity” o inmunidad entrenada, como una forma de

memoria de la inmunidad innata. (L6pez Martin JA et al.,, 2018; A.K. Abbas et al., 82 edicion).

La respuesta inmunitaria adaptativa, se diferencia de la respuesta innata, en que es mucho mas

especifica y va dirigida a antigenos especificos y ademas genera memoria, por lo que responde de
forma mas rdpida a una exposicidén repetida ante el mismo antigeno. El tiempo para generar esta
respuesta es mayor comparado con el de la respuesta innata ya que se llevan a cabo una serie de
procesos mas complicados con la consiguiente generacion de receptores y células de gran
especificidad para eliminar el antigeno. Existen dos tipos de respuesta inmunitaria adaptativa que

son la inmunidad humoral y la inmunidad celular.

Los componentes de la inmunidad humoral son los linfocitos B, que secretan anticuerpos y la

inmunidad celular esta integrada por los linfocitos T (helper y citotdxicos). (Lopez Martin JA et al.,
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2018; A. K. Abbas et al., 82 edicion).

A partir de estudios experimentales se han descubierto las vias de senalizacion relacionadas con el
sistema inmunitario y su implicacion en la etiopatogenia del cancer de mama. Estas vias de
sefializacién alteradas implican a las células iniciadoras de tumores (TICs), a las células madre
cancerosas (CSCs), a las vias y moléculas implicadas en la evasidon inmune y en el crecimiento y
progresion tumoral. Estas vias pueden servir para la prediccion del resultado clinico y de respuesta
a los tratamientos o las que estan implicadas en la resistencia a quimioterapia. Asi mismo, gran

parte de estas rutas estdn relacionadas con el origen del cdncer de mamay la evasién inmune.

2.1 Concepto de Células Madre del Cancer o Cancer Stem Cells (CSCs) en cancer de

mama.

En 1977, Hamburger y Salmon, mencionan por primera vez la existencia de un subconjunto de
células cancerosas denominadas Células Madre Tumorales, ahora denominadas Células Madre
Cancerosas o también conocidas como Cancer Stem Cells (CSC), que pueden conducir a la

formacion de un tumor (Figura 4).

Este grupo investigador también define a estas CSCs como una subpoblacion limitada de células
iniciadoras de tumores (TICs) definidas como células cancerosas que conservan un amplio
potencial de autorrenovacion y tienen la capacidad de recrear la heterogenicidad del tumor
primario (M. Zhang et al.,2017). Para dar veracidad a esta idea de Hamburger y Salmon, afios mas
tarde en 1997 Bonet y Dick definen unas células iniciadoras de leucemia, concretamente en la
Leucemia Mieloide Aguda (AML). Esta idea es apoyada por Michael Clarke y colaboradores en

modelos de tumores sélidos (cerebro, mama, higado, pancreas, melanoma y colon).

Con todo esto, no es hasta el afio 2003 cuando se reportan los primeros estudios confirmatorios
por Al-Hajj y colaboradores, que identificaron un subconjunto de células tumorales de cancer de
mama (CSCs) utilizando, por un lado ratones inmunodeficientes a los que le inocularon tejido

tumoral de pacientes con cédncer de mama (modelos de xenoinjerto) y por otro, muestras

35X



tumorales directamente de pacientes.

Tanto las muestras tumorales extraidas de ratones como las que habian tomado directamente de
las pacientes, las sometieron a la técnica de FACS (Clasificacion de células activadas por

fluorescencia).

Para poder aislar esas células iniciadoras de tumor (CSCs), utilizaron marcadores de superficie
CD44 y CD24. Una vez aislaron estas células CSCs, las inocularon en el tejido graso mamario de

ratones inmunodeprimidos y observaron el crecimiento tumoral a partir de ellas.

A partir de aqui, se han seguido realizando investigaciones sobre el papel que juegan las CSCs en el
desarrollo del cancer de mama y de otros tumores, por diferentes grupos de investigadores y sus

colaboradores.

Estas investigaciones sugieren que la expresién de los biomarcadores CD44 (receptor de acido
hialurénico) CD24 (glicoproteina marcador similar a la mucina de la superficie celular) y ALDH1
(Aldehido Deshidrogenasa 1) es el método mas preciso para identificar CSCs a partir de
poblaciones de cancer de mama. Las CSCs que expresan los fenotipos CD44+ CD24 (-/bajo) y
ALDH1(alto), enzima responsable de la oxidacion de los aldehidos intracelulares,parecen tener
distintos niveles de diferenciacién y muestran un potencial tumorogénico mas alto en ratones
NOD/SCID (ratones diabéticos no obesos con inmunodeficiencia combinada severa que tienen
mutaciones en la cadena gamma del receptor de IL-2 [II2rg(-/-)]), no presentan células B ni T ni
natural killers (NK).Este modelo murino se ha convertido en el mas adecuado para aumentar la

deteccion de células de melanoma tumorogénicas in vivo. (Luis Fernando Tume Farfan, 2014)

Recientemente se ha sugerido que la actividad enzimdtica de la ALDH es una caracteristica
medible de las CSCs mediante el ensayo de Aldeflior®. ALDH1 y ALDH3 son, de las 19 isoformas de
la ALDH expresadas en humanos, las que se creen responsables de la actividad de las CSCs. (Luis

Fernando Tume Farfan, 2014).
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El fenotipo mas comun que expresan las CSCs de cancer de mama es CD44+/CD24-, estas expresan
niveles altos de factores proangiogénicos en comparacion con las que expresan el fenotipo CD44+/
CD24+. Liu et al. (2007) ya habian identificado CSCs de mama que expresaban los biomarcadores
EpCAM (moléculas de adhesién epitelial) y CD44, y tenian ausencia del CD24. Las células madre de
cancer de mama (BCSC), estan involucradas en la iniciacion, crecimiento y recurrencia del cancer
de mama. Los micro-RNA (mi-RNA), son RNA pequefios no codificantes formados por 19 a 23
nucledtidos, regulan la expresiéon génica a nivel postranscripcional y estan involucrados en la
progresion del cancer. Estos mi-RNA ejercen efectos sobre las caracteristicas de las BCSC mediante
oncogenes o genes supresores de tumores. Xuemei F. et al., 2017, realizaron un estudio referente
a la implicacion de los mi-RNA en las funciones de las BCSC ,como la formacion, autorrenovacion y
diferenciacién pudiendo inhibir la invasién y metdstasis de las BCSC. Este estudio pretende arrojar
una mayor comprension de la relacién de los mi-RNA y de las BCSC para poder identificar nuevas

dianas terapéuticas en el tratamiento del cancer de mama.

La transicidn epitelio-meséquima (EMT) se lleva a cabo por interconversién regulada por mi-RNA.
Las CSCs que son similares a las células que forman parte de la EMT estdn la mayor parte de ellas
en reposo, expresan marcadores de CSCs como CD24-, CD44+, CD49f o integrina a6 (glicoproteina
transmembrana tipo |) (Paul H. Krebsbach et al., 2017) y son EpCAM-.

La EMT se caracteriza por la continua autorrenovacion y la expresion de marcadores de las CSCs,
ALDH, EpCAM+, CD49f+. Hay una subpoblacién de células que expresan CD24-, CD44+ y ALDH
estas representarian las células en la transicion de los dos estados. (Y. Wang et al.,2011; Luis

Fernando Tume Farfadn,2014; K.T.Yeung, 2017).
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Figura 4. Modelo del origen de las Células madre del cancer (CSCs).- Las mutaciones acumuladas en células madre,
progenitoras y diferenciadas dan lugar a la formacién de CSCs, las cuales han perdido la capacidad de regular su propia
divisidn celular, de ahi que sean responsables tanto de la iniciacidn, del crecimiento como de la invasién tumoral
(metastasis). Inmunologia 2014.

2.2 Células Mieloides Supresoras (MDSC)

Las MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) derivan de progenitores mieloides comunes. Su
formacion parece estar gobernada por los mismos factores de crecimiento que controlan el
proceso de mielopoyesis en la médula ésea, como son el factor de crecimiento de colonias de
granulocitos -macrofagos (GM- CSF), factor de estimulacidén de colonias de granulocitos (G- CSF) y
el factor de estimulacion de colonias de macréfagos. (Gabrilovich, 2017; Camilla Rydberg , 2017; S.

Ostrand-Rosenberg et al.,2018).

En ciertas condiciones patoldgicas como el cancer, las infecciones, las enfermedades autoinmunes,
la sepsis, entre otras, (F. Veglia et al.,2018), se ha visto una elevacién de los factores estimulantes
de colonias (CSFs) que estimulan el proceso de mielopoyesis y compensan la demanda de células
mieloides. Ademas, en estas situaciones puede haber una expansion de células mieloides
inmaduras (IMC) desde la médula ésea al torrente sanguineo y es aqui donde se convierten en
células mieloides (MDSC) con caracteristicas inmunosupresoras ( Bond Almand et al.,2001; Camilla

Rydberg et al., 2017 )
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Existe una hipodtesis sobre la generacion de las MDSC propuesta por Gabrilovich et al., conocida
como el “modelo de las dos senales”. Seguin este modelo, se genera una primera sefal en las stem
cells hematopoyéticas (HSC), mediada por la via de STAT3 y estimulada por factores de
crecimiento (GM-CSF, G-CSF), citocinas (IL-6) y la prostaglandina E2 (PGE2), que moviliza a las
células mieloides inmaduras (IMC) desde la médula 6sea. A esta primera sefial, le sigue una
segunda sefial activadora mediada por el factor de transcripcion NF-kB que a su vez es estimulado
por factores pro-inflamatorios como PGE2, LPS (lipopolisacdrido abundante en la membrana
externa de las bacterias gram negativas, potente estimulador de la respuesta inmune ), Hsp 72
(proteina de choque térmico perteneciente a la familia de las HSP70), IL-1 (secretada por los
macréfagos para combatir infecciones) e IFNy (interferon, molécula secretada por los glébulos

blancos para combatir las infecciones y otras enfermedades como el cancer) (Figura 5).
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Figura 5: Generacion de MDSCs segun el modelo de las dos seiiales. Oncotarget 2017. (Adaptada de Camilla
Rydberg et al.)

Segun esta hipodtesis, para dar lugar al fenotipo supresor de MDSC , las IMC adquieren una sefial
de activacién para ello. Esto ocurre en la médula dsea donde se expanden y migran a sangre

periférica como MDSC.
Las MDSC, se caracterizan por ser una poblacién heterogénea, definida por su morfologia,

fenotipo superficial y sus funciones. Se definen dos grandes grupos de MDSC: un grupo tiene

morfologia y fenotipo de superficie tipico de monocitos (M-MDSC) y el otro grupo se define por
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presentar morfologia y fenotipo de granulocitos (G-MDSC), también conocidas como
polimorfonucleares (PMN-MDSC). (V. Bronte et al., 2016; Camilla Rydberg et al.,2017; Gabrilovich
2017; S. Ostrand-Rodenberg et al., 2018; Caroline Bergenfelz et al., 2020)

Las primeras investigaciones sobre MDSC se hicieron en ratén ya que fueron aisladas por primera
vez en estos animales de experimentacion. En cuanto a los fenotipos de superficie existen algunas
diferencias con los humanos. En ratén, las MDSC son caracterizadas como Gr1+CD11b+. Existen
dos subtipos que se distinguen por la expresién de Ly-6C y Ly-6G, las M-MDSC cuyo fenotipo de
superficie es CD11b+Ly6ChighLy6G- y las G-MDSC (PMN-MDSC) que expresan CD11b+
Ly6ClowLy6G+.

En humanos, las M-MDSC son caracterizadas por el fenotipo de superficie
CD11b+CD14+CD33+HLA-DR-/low y las G-MDSC se caracterizan por el fenotipo
CD11b+CD15+CD33+Lin-HLA-DR-/low . (V. Bronte et al., 2016; Camilla Rydberg 2017; Gabrilovich,
2017; Caroline Bergenfelz et al., 2020).

Las MDSC, se distinguen por su perfil inmunosupresor de la respuesta inmune a través de
diferentes mecanismos. La subpoblacién M- MDSC, ejerce su caracter inmunosupresor actuando
sobre los linfocitos T y las células NK, a través de la via del NO (éxido nitrico)/iNOS, citocinas
supresoras (IL-6, IL-10) y la PGE2. Esta subpoblacién se caracteriza por su alta plasticidad vy
potencial de diferenciacién, de ahi que se hayan convertido en objetivo terapéutico potencial en el
tratamiento del cancer (E. Tcyganov et al.,2018). Mientras que la subpoblacién G-MDSC, actua
inhibiendo a las células T por produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS). Ambas
subpoblaciones expresan una enzima inmunosupresora, la Arginasal (ARG1). (Camilla Rydberg,

2017; Gabrilovich 2017; S. Ostrand-Rosenberg et al., 2018).

Otras funciones que se han descrito para las MDSC residen en la induccién de los Treg, modulacién
de la producciéon de citocinas por parte de los macrofagos y ademas tienen otras funciones
protumorales de caracter no inmune como son la promocidn de angiogénesis y metdastasis debido

a la produccién de factores angiogénicos y proteasas en el tejido tumoral. (Gabrilovich, 2017).
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J. Jan et al.,(2017), estudian las funciones del factor plaquetario 4 (PF4) o CXCL4, es producido por
un subtipo de células mieloides Ly6G+ CD11b+. Ellos observaron que mientras los niveles de éstas
células aumentaban en los pulmones pre-metastasicos, el nivel de expresién de PF4 disminuia en
éstas células. Por lo tanto, en pacientes con céncer la expresiéon de PF4 se correlaciona

negativamente con el estadio del tumor y positivamente con la supervivencia del paciente.

2.3 Vias de senalizacion implicadas en la interaccion de las MDSC vy las CSC en

cancer de mama.

Para confirmar la correlacion entre las MDSC con las CSC en cancer de mama, se han desarrollado
estudios, en los cuales se han utilizado modelos animales y muestras tumorales de pacientes
diagnosticadas de cancer de mama. Se han analizado, tanto mecanismos moleculares como
celulares involucrados en dicho proceso. Se constata que niveles elevados de MDSC en sangre
periférica estan asociados a un mal prondstico de la enfermedad y que las CSC son responsables
de la progresion tumoral y de la resistencia a los tratamientos quimioterapicos (A. Eguiara et

al.,2012).

Segun estos estudios, parece que las MDSC afectan al comportamiento bioldgico de las CSC. Para
llegar a esta conclusion, se prepararon cultivos de células MDSC humanas con MCF-7 (linea celular

de cancer de mama) y se obtuvieron los siguientes resultados (Peng et al.,2016)

a. La presencia de las MDSC promueve la formacién de esferas a partir de la linea celular MCF-7.
Estos ensayos de formacion de esferas estiman el potencial de las células de cancer de mama para
comportarse como célula madre con alta capacidad de autorrenovacion.

b. Las MDSC aumentan el nimero de células de cancer de mama stem cells que expresan ALDH" ,
estas se determinaron por FACS.

c. Las MDSC estimulan la expresién de genes asociados a las CSC como son: OCT3-4, SOX2, NANOG
y HIF1A. Estos fueron cuantificados por real-time PCR (RT-PCR).
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Otro experimento llevado a cabo para ver la relacion entre las MDSC y las CSC, fue directamente a
partir de tejido tumoral de pacientes con cdncer de mama. Por inmunohistoquimica se
cuantificaron las células que expresaban CD33"y las que expresaban ALDH". Se observo que la
mediana de células que expresaban CD33* (MDSC) se correlacionaba positivamente con el nimero

de células que expresaban ALDH"(CSC). (Dongjun Peng et al., 2016)

Finalmente para evaluar la interaccién entre las MDSC y las CSC, se utiliz6 el modelo de
xenoinjerto, con hembras de ratdn NOD-SCID IL2Ry, a las que se inoculd en tejido subcutdneo,
células MDSC humanas junto con MCF-7 y a las que se les administré pellets de 17R-estradiol. Se
observé que las MDSC aceleraban la progresidon tumoral y ademds en este modelo murino

incrementaban la formacién de tumores mamarios (Dongjun Peng et al., 2016).

Otro punto de asociacién entre ambos tipos celulares es la relacidén con la transicidon epitelio-
mesénquima (EMT), de modo que las CSC estan ampliamente asociadas a este fendmeno. De igual
manera las MDSC aumentan la expresion de genes asociados a EMT, lo cual pudo constatarse

mediante técnicas de Western Blott y de Inmunofluorescencia (Dongjun Peng et al., 2016).

Con todo ello parece existir un vinculo biolégico y clinico relevante entre las MDSC y las CSC en

pacientes con cancer de mama.

Las vias de sefalizacién implicadas en la relacion de las MDSC con las CSC, son las vias de STAT3 y

NOTCH. Peng et al., en su trabajo de2017, demostraron que las MDSC inducian a las CSC a través
de ambas vias de sefalizacion. Para ello disefiaron varios experimentos. Co-cultivaron lineas
celulares de cdncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 con MDSC. Comprobaron por Western Blot,

que las MDSC inducian la fosforilacidn de la via STAT3 en la célula tumoral.

Ademas vieron que la via NOTCH era activada por las MDSC en la linea celular MCF-7, ya que se
mostraba una alta expresién de genes de transcripcion como NOTCH2, NOTCH3, CHERP, HEY1 y
HEY2, esto se analizd por RT-PCR. También estaba aumentada la expresién del dominio

intracelular de NOTCH (NICD), lo que se determiné por Western Blot.
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Para demostrar la hipdtesis, de que las MDSC activaban las vias de STAT3 y NOTCH, probaron a
bloguear ambas vias en un cultivo de lineas celulares de cancer de mama con MDSC y observaron

que habia ademas una disminucion de los niveles de CSC (ALDH") inducido por las MDSC.

Este dato indicaba que las MDSC activaban las vias de STAT3 y NOTCH e inducian a las CSC de

cancer de mama. Los niveles celulares de CSC se analizaron por FACS (Peng et al., 2017).

También estudiaron la activacién de ambas vias de sefializacidn a través de la IL-6 y del NO. La IL-6
se ha propuesto como activadora por fosforilacién de la via de STAT3 asociada al desarrollo
tumoral. Peng et al., sugirieron finalmente que las MDSC pueden promover a las CSC a través de la

activacion de la via STAT3 que a su vez es activada por la IL-6.

Las MDSC también parecian inducir a las CSC por activacién de la via NOTCH, lo cual se lleva a cabo

por las especies reactivas del éxido nitrico (NO) (Peng et al., 2017)

Con estos resultados concluyen, que las MDSC en cdncer de mama, contribuyen a activar a la via
STAT3 de forma persistente y potente y con ello promueven al mantenimiento de un pool de CSC

que ademas favoreceria la metdstasis a distancia a largo plazo.

Por lo tanto, todos estos estudios ponen de manifiesto que existe evidencia de un cross-talk entre
las MDSC y las CSC en pacientes con cancer de mama. De esta manera, se podria actuar
farmacoldgicamente tanto sobre las MDSC como sobre las CSC, pudiéndose revertir la

inmunosupresion de las MDSC y por otro la resistencia a los farmacos quimioterapicos.

2.4 Principales vias de seializacion involucradas en la patogenia del cancer de

mama.

Las vias de sefializacidén mas relevantes que controlan las propiedades de las CSC en el desarrollo

del cancer de mama son: Wnt/B-catenina, Notch, Hedgehog y STAT 3.
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2.4.1 Via de seiializacién Wnt/B-catenina esta involucrada en el desarrollo embrionario y en el

mantenimiento de la homeostasis de tejidos adultos controlando numerosas funciones celulares,
como la proliferacion, la capacidad de autorrenovacién, supervivencia y diferenciacion celular
(Logan and Nusse, 2004; MacDonald et al., 2009; Clevers and Nusse, 2012; Clever et al, 2014;
Sedgwick and D’Souza-Schorey, 2016). La mutacion o disfuncién de dicha via, estd relacionada con
el desarrollo de diferentes enfermedades como diabetes tipo I, Parkinson’s, Alzheimer, vy

particularmente en céncer. (Figura 6)

Esta via a su vez se divide en 3 sub-vias: candnica, no-candnica/polaridad celular planar (del inglés
planar cell polarity) (PCP) y no-candnica Wnt/Calcio. La activacidn de la via candnica requiere de
un ligando de Wnt que se une a la familia de receptores Frizzled y al co-receptor LRP5/6 (del inglés
low density lipoprotein receptor-related protein 5/6), esto conduce a la fosforilacién de la
proteina Dishevelled (Dvl), que ejerce una regulacidon negativa sobre el complejo de degradacién
de la R-catenina, reclutando a otra proteina llamada Axin, inhibiendo asi la interaccién con otros
componentes que forman parte del complejo de degradacién. Con esto, la B-catenina queda libre
en el citoplasma, pasa al nucleo donde activa genes de transcripcion asociados a la via de
sefalizacion de Wnt y se asocia tanto con factores de transcripcion TCF/Leftl como a moléculas
co-activadoras CBP (del inglés cyclic AMP response element-binding protein) y p300. Cuando esta
via se encuentra desactivada, disminuyen los niveles de R-catenina debido a la actuacion del
complejo formado por el gen supresor de tumores APC (del inglés Adenomatous Polyposis Coli), la
proteina Axin y dos quinasas CKla (del inglés casein kinasa 1a) y GSK-3R (del inglés glycogen

synthase kinase 31).

Las quinasas fosforilan a la B-catenina en varios residuos de serina y treonina en el extremo N-
terminal. La B-catenina fosforilada es reconocida por la B-Transducin, ésta forma parte de un
complejo de ubiquitina ligasa, lo que favorece la poli-ubiquitinacién y la consecuente degradacién

de la R-catenina en el proteosoma (Y. Duchertre et al.,2016; N. Krishnamurthy et al.,2018).
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La via no candnica es iniciada por un tipo de ligando Wnt5a (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a y

Wntl11). Los ligandos de tipo Wnt5a, generan las vias de polaridad celular planar (PCP) o la via

Whnt/Calcio (Semenov et al.,2007; Liu et al., 2016), regulan la polarizacidn y migracion celular.

Estos ligandos Wnt, son reconocidos por los receptores Frz/ROR/RYK (Green et al., 2014). Ambas
vias, tanto la candnica como la no candnica, regulan funciones celulares como supervivencia,
apoptosis, proliferacion, decisiéon en el destino celular, motilidad celular y reordenamientos del
citoesqueleto. Un estudio reciente, sugirid que RYK podria estar implicado en la regulacién del
desarrollo de las NK de manera temporal y ademdas se observé que la autorrenovacion de las
células madre hematopoyéticas en ratones deficientes en RYK estaba disminuida, en comparacién

con el grupo control, con lo que se indicé un nuevo papel de este receptor en la hematopoyesis.
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Figura 6. Resumen de la via de sefializacién Wnt/B-catenina. British Journal of Pharmacology
(2017). (Adaptada de Michael H Kagey and Xi He)

La via de seiializacion Wnt juega un papel importante en la biologia de las células mieloides M.

Hasseb et al., 2019).

*Células dendriticas (CD): Participan en la respuesta adaptativa de forma selectiva. Tanto la via

Wnt como la via de seiializacidn Notch, promueven la diferenciacion de este tipo celular tanto en

modelos murinos como en humanos.
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En estudios realizados con ratones, se ha reportado que la via de la B-catenina media tolerancia
inmunogénica en las CD, esto se debe a la expresidon de la IL-10 y enzimas que metabolizan la
vitamina A y que cooperan con otras moléculas de sefializacién PI3K/AKT, TLR, MAPK, Fas y PLCy2.
Y otro mecanismo implicado en ello, lo hace a través de la E-cadherina (S.G.Pai et al., 2017 ; Wook-

Jin Chae et al., 2018).

Un estudio realizado en ratones con melanoma, reportd que la tolerancia inducida mediada por
las CD es a través de Wnt5a y se observd que esto impedia la eficacia de la inmunoterapia. En este
estudio, Wnt5a, desencadena la oxidacidon de acidos grasos en las CD a través de la via de la 8-
catenina y PPARYy, esto induce la tolerancia en estas células y promueve la generacidn de Treg.
Inhibiendo la via de la R-catenina en las CD, observaron que mejoraban los resultados de la
respuesta a la inmunoterapia anti-PD1, utilizando la linea celular de melanoma BrafV600E Pten-/-,
lo que sugiere que los ligandos Wnt, parecen ser una diana prometedora en la inmunologia del

cancer. (Wook-Jin Chae et al., 2018).

Se han desarrollado estudios utilizando lineas celulares para el desarrollo de tumores en ratones,
la EL4 (timoma murino), B16F10 (melanoma), entre otras y se observé que la pérdida del receptor
LRP5/6 en las CD inducia mayor inmunidad antitumoral ya que generaba menos expansion de Treg
y a su vez aumentaba las funciones de las células TCD8+ por aumento de granzima B, TNFa y
expresion de INFy. Con estos resultados, se pone de manifiesto que las CD son cruciales en la
respuesta al tratamiento con inmunoterapia ya que modulan las respuestas a los LT (Wook-Jin

Chae et al., 2018).

*Macrofagos asociados a tumor (TAM): Los macréfagos se caracterizan por ser una poblacién

celular multifuncional y heterogénea. Se pueden originar a partir de células embrionarias dentro
de un tejido o bien derivarse de las HSC a partir del linaje mielomonocitico. Sus funciones son
como fagocitos, APCs, moduladores de la respuesta innata y adaptativa, remodelacion de tejidos y

participan en la inflamacién. Adoptan dos fenotipos diferentes, con funciones diferentes, también.

Existen dos vias de polarizaciéon: los macréfagos M1, son proinflamatorios y antitumorales y son
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activados por el INFy y el lipopolisacarido. Llevan a cabo la respuesta inmune innata contra

patdégenos intracelulares.

Los receptores TLR, en concreto el TLR4, en los M1 desencadenan la activacién de NF-kB, AP-1y
STAT1 y promueven la liberacidon NO y citocinas proinflamatorias como IL-1, TNFa, IL-12, IL-6, INFy
y quimocinas CCL2 y CXCL10. Los M2, secretan citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGFR.
Protegen contra el dafio tisular causado por la inflamacion y promueven la reparacién y
remodelacién tisular. Regulan de forma negativa la respuesta inmunitaria y estan implicados en

procesos de angiogénesis.

Los TAM, son importantes componentes del microambiente tumoral y tienden a adquirir el
fenotipo M2. Diferentes estudios han demostrado que los TAM, pueden originarse a partir de
macroéfagos tisulares residentes o de monocitos infiltrantes de tumor. Utilizando muestras de
pacientes y modelos animales revelan que los TAM, pueden promover el crecimiento tumoral ya
qgue favorecen la angiogénesis, la remodelacidn de la matriz extracelular, proporcionando un nicho

de CSC, favoreciendo asi la invasidon y metastasis.

Ademas, un alto nimero de TAM estan asociados a un pobre prondstico por su asociacion con la

invasion y la angiogénesis, suprimiendo la respuesta inmune adaptativa antitumoral.

En el subtipo basal-like de cdncer de mama, se asocian a un pobre prondstico.

Tanto en modelos murino como en humanos, la expresion de Wnt7b en los TAM, favorece la
angiogénesis y la metastasis pulmonar mediada por macréfagos. También se ha observado una
alta expresion de Wnt7b en tumores mamarios humanos y se asocié con la presencia de TAM. En
el modelo murino MMTV-PyMT, la inhibiciéon del gen Wnt7b en células mieloides, dio como

resultado la reduccion tanto de la masa como del volumen tumoral mamario (J.Zhan et al., 2010).

Otros ligandos como Wnt5a en macrdfagos se asocian a inflamacién en sepsis, cancer, obesidad y

aterosclerosis. Aunque es posible que no siempre tengan este papel pro-inflamatorio en la lesién o
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reparacion de tejidos ya que se ha reportado que podria inducir macréfagos de tipo
inmunosupresor. Wnt5a inhibe la diferenciacién al fenotipo M1 por inhibicién de la via NF-kB,
mientras induce la produccién de citocinas inmunosupresoras IL.-10 y TGFR, dando lugar al tipo
M2. En resumen, los estudios proponen que cuando se inducen los ligandos Wnt en macréfagos,
pueden desempefiar funciones reparadoras en la lesidn y reparacion de tejidos, aunque no de
forma universal. Por lo tanto, hacen falta mds estudios para evaluar los mecanismos por los que
actua cada ligando y componente de esta via de sefializacion para poder comprender sus roles en

los macrdéfagos y si son especificos o no (Wook-Jin Chae et al., 2018)

*Linfocitos T (LT): El papel de las proteinas de la via de sefializacién Wnt ha sido estudiado en el

desarrollo y funcidn de las células T, ya que esta via es importante durante la timopoyesis. Hay
estudios que proponen que la via candnica Wnt puede desempeiiar un papel vital en la biologia de
las células T. La actividad transcripcional del factor de células T (TCF) esta inducida por asociacion
directa con la B-catenina y estd formado por cuatro miembros: TCF1, TCF3, TCF4 y LEF1. TCF fue
nombrado asi por el papel que ejerce en el desarrollo de las células T y en la proliferacién de los

timocitos (Jorg van Loosdregt et al., 2018; Wook-Jin Chae et al., 2018).

El TCF1 esta formado por dos isoformas, tanto la isoforma corta como la larga, poseen un grupo
de motilidad alta. En modelos murinos se ha observado que tanto TCF1 como LEF1 son esenciales
en el desarrollo temprano de los timocitos. Después de la selecciéon positiva, ambos factores de
transcripcién interactian con la B-catenina para ayudar a la diferenciaciéon celular CD4CD8 doble
positivo, en célulasT CD4+ con expresion positiva de Th-POK (regulador transcripcional del
desarrollo de los LTCD4). Mientras, el desarrollo de las células TCD8+ estda mediado por la
interaccion entre Runx3 y TCF1 y el silenciamiento del gen Cd4. Estudios en ratones han revelado
también, que TCF1 y LEF1 son esenciales para establecer la identidad de las células TCD8 con
actividad intrinseca HDAC, reprimiendo Cd4, Foxp3 y Rorc, esto sugiere una funcidn novedosa de

ambos factores de transcripcion (Jorg van Loosdregt et al., 2018).

Dentro de los LTCD4+, se ha descubierto en un modelo murino con infecciéon crénica por LCMV,

gue tanto las células Thl de memoria como las Thf de memoria, dependen de las isoformas largas
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del TCF1. Ademas, TCF1 puede inducir la isoforma Gata3-1b para favorecer la diferenciacion de los
Th2, parece ser que la deficiencia en TCF1 afecta al desarrollo de este tipo celular. En otro estudio
con sangre de cordén umbilical humano, se observé que las células TCD4 naive por accion de
Wnt3a, se diferencian a Th2 a través del organizador de la cromatina SATB1 y de la R-catenina

(Wook- Jin Chae et al., 2018).

También en modelos preclinicos, se ha observado que TCF1 y LEF1 participan en la diferenciacion a
Thf, manteniendo la expresién de IL-6Ra y gp130. Esto a su vez facilitd la expresidn del factor de
transcripcidon Bcl6 de células Thf. En un estudio con ratones se desarrollé un tumor del tipo TRP
(proteina relacionada con la tirosina), donde se logré el rechazo del tumor transfiriendo células
Th17 especificas de TRP a ratones receptores. Estas células Th17 erradicaron el tumor de forma
eficiente, eran de larga vida y tenian una firma molecular de células madre que se asemejaba a

célulasT CD8+ de memoria, que expresaban altos niveles de proteinas Wnt, B-catenina y TCF7.

Parece ser que Wnt5a afecta a la migracidon de los LT. En un ensayo de quimiotaxis in vitro, la
quimocina CXCL12 induce la expresidon de Wnt5a en los LTCD4+. Segun esto, los ligandos Wnt y las
proteinas Wnt pueden regular la diferenciacion de las células T, sus funciones efectoras y en

algunos casos la migracién (Wook- Jin Chae et al., 2018)

Los Treg, son un subconjunto importante de LTCD4+, que se generan tanto en la periferia (pTreg),
como en el timo (tTreg). El TCF1 parece que regula de forma negativa en el timo la generacién de
los tTreg, un estudio mostré que la funcion de las células Treg, podria ser inhibida por agonistas de
Wnt, como Wnt3a, en condiciones de inflamacién en un modelo murino de colitis mediada por LT

y en sangre de pacientes con artritis reumatoide.

La APC es un regulador negativo de la via Wnt- B-catenina, la ablacién especifica de este regulador
en las células Treg dio como resultado un fenotipo autoinmune con esplenomegalia y la mutacién
APC/Min+ en Treg alteré su funcidn supresora promoviendo la tumorogénesis intestinal en
ratones e implicando asi a APC en el desarrollo y funciéon de los Treg. (N. Krishnamurthy et

al.,2017).
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El factor de transcripcion FOXP3 es esencial para el desarrollo y funcidn de los Treg. Si analizamos
el mecanismo molecular de la via Wnt en estas células, se observa que TCF1 y FOXP3 se unen
cerca del sitio de transcripcién de una gran cantidad de genes. Segun estos datos, en un modelo
donde eliminemos esta via, FOXP3 seria el regulador dominante de estos genes ya que TCF1 no

seria activado por la R-catenina (Wook-Jin Chae et al., 2018)

En los linfocitos TCD8+, la via de seializacién Wnt tiene un gran papel en la generacién de las
células TCD8+ de memoria, que median las respuestas secundarias a la invasidon de patdgenos.
Parece que TCF1 y LEF1 en el timo estdn implicados en el desarrollo de estas células de memoria,
ya que TCF1 aumenta la expresion de la eomesodermina que a su vez mejora la expresion de IL-
2Rb, que es fundamental para el mantenimiento de estas células de memoria. Se ha reportado
que se puede aumentar la estabilidad de la B-catenina tras la estimulacién con TCR. La
estimulacién del TCR después de la infeccidon primaria podria activar a TCF1 y posteriormente
promover la generacién de las células TCD8+ memoria. Ademas, se ha demostrado que las células
TCD8+ efectoras con alta expresion de la via Wnt produjeron mejor respuesta de memoria en
comparacion con las que demostraron una baja expresion de esta via. También se ha revelado que
los LTCD8+ con una alta expresion de TCF1, después de una infeccidn, estaban menos agotados,
menos diferenciados y mostraban tanto mayor supervivencia como mayor tasa de proliferacién,
en comparacién con las que tenian una baja expresiéon de este factor de transcripcién (Wook-Jin

Chae et al., 2018; Jorg van Loodsdregt 2018).

Tiemesen y colaboradores, utilizaron ratones Axin2-LacZ y demostraron que la actividad de
sefializacién Wnt es mas baja en en las células CD8+ efectoras en comparacién con las de memoria

y esto ademas se correspondia con una baja expresion de TCF1.

Con todo esto, seria interesante conocer en qué forma TCF1 funciona como un factor de
transcripciéon B-catenina independiente y si los niveles de este sdlo regulan la diferenciacién hacia
célula efectora o de memoria, esto queda aun por determinar. Ademas, podriamos comprender

mejor las senales extracelulares que regulan la expresién de TCF1 en las células TCD8+ virgenes.
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(Figura 7).
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Figura 7. Papel de la via Wnt en las células T y Células Dendriticas (DC s) en ratén y humanos. Trends Immunol
2018. (Adaptada de Chae and Bothwell).

Se ha descrito la mutacidon o aberraciéon de esta via como responsable del desarrollo de algunos
tumores debido a que afecta al comportamiento de las CSC. Particularmente, la via Wnt juega un
papel critico en la regulaciéon de las células madres/progenitoras de la glandula mamaria(Charlota
L.et al.,2007). Existe una fuerte evidencia que sugiere que la activacién defectuosa de esta via
induce la formacidn de tumores de mama a partir de células madre progenitoras y ejerce su efecto
oncogénico a partir de la activacion mediada por LRP5/6 (del inglés low-density lipoprotein

receptor) de la B-catenina y la via de m-TOR (Yann Duchertre et al., 2016).

Se han realizado estudios con retrovirus aviar para introducir oncogenes en un pequefio subgrupo
de células somaticas mamarias transformando a las células madres progenitoras, con lo cual esto
demuestra que estas células son susceptibles a la transformaciéon oncogénica. Esta via se ha
propuesto como un potente driver en el desarrollo de las metdstasis dseas en cancer de mama,
concretamente la via de sefalizacién intracelular IL1R-NF-kB/CREB-Wnt, ya que favorece la

colonizacion ésea por las stem cells tumorales (Rachel Eyre et al., 2019)
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Se ha caracterizado un efector negativo de la via Wnt/ R-catenina en las células tumorales,
conocido como Dickkopf-related protein 1 (DKK1), pertenece a una familia de cuatro miembros

(DKK1-4).

DKK1 es esencial en el desarrollo embrionario humano. Durante la embriogénesis, DKK1 es
secretado y se une a los receptores LRP5/6, bloqueando asi la interaccién con la proteina Wnt,
esto hace que la B-catenina sea degradada en el citoplasma y no pase al nucleo, con lo cual se para
la expresién de genes asociados al factor de transcripcién TCF (Bafico et al., 2001; Mao et al, 2001;
Semenov et al.,2001). Este mecanismo de accién de DKK1 es importante para el desarrollo de la

cabeza y de las extremidades (Glinka et al, 1998 ; Mukhopadyan et al, 2001).

La via Wnt estd hiperactivada en cancer, DDK1 se le propuso como un supresor tumoral ya que
inhibia esta via, induciendo apoptosis, inhibiendo el crecimiento, la proliferacion, la invasion y la
angiogénesis (Lee et al.,2004; Maehata et al., 2008; Mikheev et al., 2008; Qiao et al., 2008; Hirata
et al,, 2011; Kim et al., 2012; Menezes et al., 2012; Qi et al., 2012). Paraddjicamente, Mazon et al.,
2016, relacionan a DKK1 con la promocidn del cdncer ya que favorece el crecimiento tumoral.
Kimura y colaboradores, 2016, confirman esto, ya que segun ellos para promover el crecimiento
del tumor se une al receptor CKAP4, ésta proteina interactlia con PI3K, asi que al unirse a DKK1,

activa la via AKT, lo cual favorece la proliferacién celular y el crecimiento.

DKK1 inhibe via Wnt dependiente | | pkk1 activa Wnt independiente DKK1 activa via PI3K/AKT
de beta-catenina de beta-catenina
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Figura 8. Vias de seializacion reguladas por Dickkopf (DKK1). British Journal of Pharmacology (2017).
(Adaptada de Michael H. Kagey and Hi Xe).

Hay grupos de investigacion centrados en el estudio de la relacidn entre DKK1 y cancer de mama ,
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ellos han llegado a la conclusion, que puede ser un indicador prondstico y diagndstico de la
enfermedad (W. Sun et al., 2019). Esto coincidia con tumores hormono-resistentes que se

caracterizan por un peor pronostico(M-A Forget et al., 2007).

Los niveles de expresién de DKK1 y de R-catenina han sido estudiados en muestras tumorales de
pacientes con cancer de mama invasivo y estan ampliamente relacionados sobre todo con el
estadio tumoral y la afectacion ganglionar. Por tanto, DKK1 se ha propuesto como biomarcador

prondstico en cancer de mama (M-A Forget et al., 2007; Wenkai Sun et al., 2019).

En un trabajo llevado a cabo por el grupo de Guojun Bu et al., 2008, demostraron que la activacion
de la via Wnt/ R-catenina y el aumento de expresiéon de DKK1 eran caracteristico en las células
tumorales de cancer de mama. Ademas, observaron en lineas celulares de cancer de mama, las
cuales forman metdstasis dseas osteoliticas, también mostraban alta expresion de esta via y de
DKK1. Parece ser que existe un vinculo entre DKK1 y los tumores de mama que dan lugar a

metdstasis 0seas osteoliticas secundarias.

Recientemente, se ha demostrado en modelos murinos que DKK1 envia sefiales a las MDSC a
través de la inhibicion de la via Wnt/ RB-catenina promoviendo asi el crecimiento tumoral. Actla
favoreciendo la accién inmunosupresora de las MDSC, ya que facilita la produccién de las especies
reductoras del oxigeno (ROS) y suprimiendo la proliferacion de los linfocitos T CD4+.

Aunque los mecanismos de accion de DKK1 no estan completamente caracterizados, es cada vez
mas evidente que modula vias de sefializaciéon tanto en cancer como en células del sistema

inmune, promoviendo asi el crecimiento tumoral y la metastasis. (Figura 9)
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Figura 9. DKK-1 promueve la actividad cancerigena enviando sefiales a la célula tumoral y a las células inmunes,
resultando un microambiente inmunosupresor, crecimiento tumoral, metastasis y evasién de las stem cells (CSC). British
Journal of Pharmacology (2017) (Adaptada de Michael H. Kagey and Xi He).

2.4.2 Via de seiializacién Notch Es una via altamente conservada y critica en la regulacién de

muchos procesos del desarrollo y en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. La
desregulacién de esta via se asocia con el desarrollo de enfermedades autoinmunes y el cancer

(Chris Siebel et al., 2017).

En la ultima década se ha hecho evidente la participacion de esta via en los sistemas
hematopoyético e inmunoldgico, participando en el desarrollo de células madre embrionarias
hematopoyéticas e influyendo en la decisidn del linaje a células linfoides y mieloides. Ademas, se
ha puesto de manifiesto que esta via es un importante modulador de la respuesta inmune

mediada por células T (F. Radtke et al.,2010; Chiara F. et al.,2016).

Se caracteriza por una familia de cuatro receptores (Notch1- Notch4) y al menos cinco ligandos
pertenecientes a las familias Delta y JAG/Serrate (DSL): JAG1, JAG2, Delta-like (DII-1, DII-3 y DII-4).
Estos ligandos se dividen en diferentes grupos segun la composicidon de su dominio. Los ligandos
candnicos DSL (JAG1, JAG2 y DII1), son clasificados como proteinas de superficie celular tipo | y las
proteinas Delta y OSM-11-like, conforman otro dominio que se denomina DOS, compuesto por
repeticiones muy especializadas en tandem de EGF (epidermal growth factor) y motivos de EGF.

Los otros subtipos que componen el dominio DSL, DII3 y DIl4, carecen de los motivos EGF. Ambos
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grupos de ligandos, tanto DSL como DOS, son cruciales para la union al receptor (Janghorban et

al.,2018)

El receptor Notch se genera en el reticulo endoplasmico (RE) y es transportado a la membrana
plasmatica donde interacciona con el ligando de la célula adyacente, esto genera la escision
proteolitica del receptor llevada a cabo por una ADAM metaloproteasa, llamada TACE (TNFa
converting enzyme) seguida del complejo o-secretasa, se libera el grupo carboxilo (COOH)
terminal del receptor y el dominio intracelular de Notch (NICD o NIC) se trasloca al nucleo celular
donde interacciona con una familia de factores de transcripcidn que se conocen por las siglas CSL,
integrada por RBP-Jk (inmunoglobulina kappa J o CBP1/Su (H) Suppresor of Hailess en
Drosophila/Lag-1. (Figura 10)
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Figura 10. Regulacion de la via de seiializacion de Notch. Frontiers in Immunology (July 2018.) (Adaptada de
Janghorban et al.)

Como se ha comentado anteriormente, la via de sefializacién Notch, es una de las principales vias
reguladoras de la hematopoyesis, participa en la diferenciacién celular inmune, en la inflamacién y
en la inmunosupresion tumoral. Notch juega un papel importante en el control tanto de las células
gue participan en la inmunidad innata como: macroéfagos, neutréfilos, mastocitos, MDSC, DC, y NK,
como en las que componen la inmunidad adaptativa, linfocitos T, como los Th1, Th2, Th17, los

Treg, las NKT vy los linfocitos B.
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* DC : Son células presentadoras de antigenos profesionales (APC) que reconocen, procesan y
presentan antigenos al resto de células T, activando asi la respuesta inmune antigeno-especifica.
La diferenciacion de estas células a partir de células progenitoras hematopoyéticas (HPC), parece
estar influenciada por la cooperacién de las vias Notch y Wnt. Recientemente, se ha puesto de
manifiesto que dos subtipos de DC, las de estirpe mieloide que derivan de progenitores mieloides
de médula dsea y una pequefia proporcion de DC que derivan de progenitores linfoides, estan
directamente controladas por receptores y ligandos Notch. Weijzen et al.,, demostraron que
Jaggedl podria inducir la maduracién de las DC derivadas de monocitos. Otros estudios han

manifestado que en el microambiente tumoral se segregan factores que dificultan Ila

diferenciacién y las funciones de estas células.

Ademas se ha observado que la via Notch no sélo participa en la regulacidn de la diferenciacién de
estas células, sino que también es importante para la activacion de las mismas, que son esenciales

para la inmunidad tumoral.

Hay un subtipo de DC que tiene una alta expresion de DLL4, este tipo ha sido descrita
recientemente. Parece ser que este subtipo DLL4+DC es esencial para una respuesta antitumoral
efectiva. Se ha observado que a bajas dosis de antigeno el eje DLL4-Notch actua como co-
estimulador de la via de PI3K dependiente de la seializacién negativa de TCR-CD28, esto favorece
gue las células CD4+ produzcan una respuesta antitumoral mas eficaz. Este subtipo celular se ha
encontrado en sangre periférica bajo condiciones de inflamacién y demuestra ser mas eficaz en
promover la diferenciaciéon de Thl y Th17. Su papel en pacientes con cancer aun no ha sido

dilucidado (Khosla et al., 2019).

* LT: En los ultimos afios se ha demostrado que la via Notch regula multiples procesos
involucrados en el destino celular durante el desarrollo del sistema hematopoyético, esto parece
ser mediado en su mayoria por la via de sefalizacidon candnica Notch y mayoritariamente por Rbp-
j- Juega un papel importante en el linaje de los LT en las etapas mas tempranas del timocito, asi

como para el desarrollo de los LB.
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Una vez los LT dejan el timo y pasan a sangre periférica ejercen sus funciones frente a multiple
patégenos. La diferenciacidon de las células T CD4+ naive a los diferentes subtipos de células Th

estd regulado por el TCR y sefiales coestimuladoras como las citocinas.

De acuerdo al perfil de citocinas, las células T helper se clasifican en Th1l, Th2 y Th17. La IL-12
secretada por las APC favorece la diferenciacidon de los LT CD4+ naive en células Thil, las cuales
participan en la inmunidad celular. Estas secretan citocinas como la IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21,
IL-23, IL-27 e INFy. Siendo la IL-2 y el INFy las de mayor interés en la inmunidad antitumoral.
Mientras las Th2 participan en la inmunidad humoral y las citocinas implicadas son la IL-5, IL-6, IL-

10 e IL-13 (Khosla et al., 2019).

Aunque ciertos aspectos de cdémo regula Notch la diferenciacion de las células Th, son
controvertidas, el consenso que se maneja, es que Notch es esencial para la diferenciacién de las
Th2 y que también influye en la respuesta de las células Th1. Las APC que promueven la respuesta
Th1, muestran regulacion positiva de los ligandos Notch DLL1 y/o DLL4 (Amsen et.al., 2004; Skokos
and Nussenzweig, 2007; Junet et.al., 2008).

El destino celular entre Thl y Th2 parece depender de los ligandos de unién a los receptores
Notch. La expresion del ligando Jagged, pero no de DLL, en la superficie de las APC, demostré que
inducia la diferenciacion a células Th2, in vitro (Amsen et.al., 2004). Hay estudios que ponen de
manifiesto, que el ligando asociado a la diferenciacién a Th2 es Jagged2. Uno de estos estudios
informd, que Jagged2 es inducido en las DC después de la estimulacién con multiples antigenos
que activan a las Th2 como son los acaros del polvo, PGE2, entre otros (Amsen et. al., 2004;
Krawczyk et. al., 2008; Worsley et.al., 2008). Otro estudio llevado a cabo tanto por Krawcyk y
colaboradores como por Worsley y colaboradores (2008), observaron que Jagged2 impulsaba la
diferenciacién de las células Th2 tanto in vitro como in vivo. Las respuestas inmunes eficientes
llevadas a cabo por las células Th2, suelen ser inducidas después de la sefializacién de IL-4R, que a
su vez activa a la via STAT6 y aumenta la transcripcion del gen GATA3, importante para la

polarizacidn de las células Th2 (Ouyang et.al., 2000).
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Segun esto, Notch puede regular directamente la expresién del gen GATA3. Los complejos de
transcripciéon Notch-Rbp-j, se unen en su mayoria a GATA3 y por lo tanto regulan de este modo su
expresion (Amsen et.al.,2007; Fang et.al., 2007). Todo esto aporta dos mecanismos moleculares
por los que el complejo Notch-Rbp-j promueve la diferenciacién de las células Th2. El primero seria
favorecer la transcripcion de GATAS3, el incremento de los niveles de la proteina GATA3 genera a

su vez un feed-back positivo que favorece su propia expresion (Fang et.al.,2007).

Y el segundo es que GATA3 favorece la expresion del gen de la IL-4 y de los niveles de proteinas.

Por lo tanto, la IL-4 puede unirse al receptor IL-4R y favorecer la polarizacion de las Th2.

En cuanto a la implicacién de la via Notch en la generacién de las células Th17, existen numerosos
estudios que lo evidencian. Segun Korn et.al.,2009, fueron identificadas como un subtipo pro-
inflamatorio distinto a las Th1l. Otros autores como Ito y Mukherjee y colaboradores (2009),
reportaron que el ligando DLL4 expresado en las DC cuando se activa con ligandos del receptor
tipo Toll (TLR) o antigenos de Mycobacterium pueden promover la generacion de este tipo celular,
mediante la activacién del factor de transcripcion ROR yt. En la encefalomielitis autoinmune

experimental (EAE), las Thl y las Th17 se desarrollan en el SNC generando autoinmunidad.

El inhibidor de Notch, GSI, en este modelo de enfermedad favorece la disminucién de los niveles
de citocinas generadas por ambos tipos celulares (Jurynazyk et. al.,, 2008; Minter et.al., 2005).
Estos resultados aportaron que los ligandos DLL en las DC, estarian involucrados en la promocién o
generacion de células patogénicas Thl y Th17, mientras que los ligandos Jagged podrian suprimir

la autoinmunidad.

Los Treg, son un tipo de linfocito CD4+ cruciales en el mantenimiento de la homeostasis inmune ya
qgue llevan a cabo la supresién de la activacion de los LT en respuesta a un antigeno. También
promueven la evasion de la vigilancia inmune, esto se asocia con invasividad tumoral y pobres

resultados clinicos.

Se tiene evidencia que la sefalizacién Notchl y TGFR cooperan regulando la expresion del gen
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FOXP3, favoreciendo ésto la induccidn periférica de los Treg. Notch3 y Notch4, se expresan en
niveles mas altos en tumores poco diferenciados, sera importante dilucidar la asociaciéon de Notch
con los Treg durante la formacion del tumor. También es importante comprender la regulacion de
los diferentes ligandos de esta via en diferentes tipos tumorales y el reclutamiento de Treg. Tanto
Jaggedl como Jagged2 aumentan la generacién de Treg y ambos ligandos estdn altamente
expresados por ejemplo en las células de cancer de mama TNBC, en las CSC y en los clones
resistentes a los tratamientos. En un modelo murino de cancer de pulmdn, se administré de forma
sistémica formas multivariantes de DLL1 y se observé que la respuesta Thl a través de
STAT1/STAT2/T-bet resultaba en un aumento de TILs y células de memoria CD8+, asi como una

disminucién de los Treg y de la vascularizacién del tumor (Koshla et al., 2019).

Varios estudios demuestran el papel de la via Notch en la generacién de un grupo de células T de
memoria, denominadas Tscm (stem cell memory T cells) y las Tcm (central memory T cells), las
cuales han demostrado tanto una capacidad de permanencia superior como una actividad
antitumoral también superior comparada con la de las Tem (effector memory T cells) y con las Teff
(effector T cells) (Q. Liu et al., 2020). Estos experimientos se han llevado a cabo en modelos
preclinicos con ratones humanizados (Gattinoni et. al.,2011). Ademas, otros autores han
propuesto que éstas células producen altos niveles de citocinas, por lo tanto tienen una actividad
citotéxica muy fuerte, in vitro y por lo tanto una habilidad superior para erradicar tumores
generados en ratones, comparadas con los LT efectores (Sallusto et.al., 1999; Klebanoff

et.al.,2006).

Estas células se generan a partir de células CD4+ y CD8+ activadas mediante co-cultivo con células
estromales que expresan el ligando DLL-1. Ademas, tienen la capacidad de ser de larga duracién
con una alta capacidad proliferativa ya que pierden marcadores de células T agotadas como PD-1vy

CTLA-4, mostrando alta capacidad antitumoral.

Los antigenos tumorales reprimen la via Notch en los LT a través del receptor PD-1, es una

estrategia para escapar de la vigilancia inmune.
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Con todo esto, se podria proponer la via de sefializacion Notch como diana en la inmunoterapia
contra el cancer ya que podria ofrecer beneficios terapéuticos al superar la inmunosupresion de

las células T inducida por las células tumorales (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de los receptores Notch en las células inmunes y sus funciones. Scand J Immunol.2019.
(Adaptada de Khosla et al.)

*Linfocitos B (LB): Otro papel bien caracterizado de la via Notch es su implicacién en el destino de

las células B maduras, que se componen de dos subtipos principales, las células B foliculares y
células B de la zona marginal del bazo (MZB) (Pillai and Cariappa, 2009). Los LB foliculares, son los

mas abundantes, participando en la respuesta a antigenos proteicos inmunodependientes de LT.

El subtipo MZB, son una importante linea de defensa contra patégenos que generan anticuerpos
independientes de LT. Las MZB, expresan una alta cantidad de CD1d, una glicoproteina expresada
en la superficie de varias células presentadoras de antigeno, por lo tanto les permite unirse a

antigenos lipidicos en circulacién y presentarlos a las NK invariantes, Val4.

En algunos aspectos las MZB se pueden considerar una poblacion innata ya que exhiben
constitutivamente un fentipo activado similar a las NK, a las NKT y a las células T y&. Parece ser que
la via Notch esta implicada mayoritariamente en el destino de las MZB, en ello esta involucrado

Notch2 y DLL1. Esto se ha evidenciado en experimentos en ratdn deficiente en Notch2 y en DLL1,
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ya que tienen un numero muy reducido de estas células (Hozumi et.al.,2004; Saito et.al.,2003).

Otros estudios que ponen de manifiesto esto, han utilizado ratones deficientes en otros
componentes de esta via como Rbp-j (Tanigaki et.al.,2002) o MAML1 (Oyama et.al., 2007; Wu
et.al.,2007) y se ha observado que tampoco generan MZB. Estos experimentos de pérdida de
funcidn, concluyen, que la sefializacion a través de Notch2 y DLL1 controla la tasa de desarrollo de

las células MZB.

Otro componente de la via Notch que participa en el desarrollo de las células MZB, es la familia
Fringe de glicosiltransferasas, actian mejorando las interacciones de los receptores Notch y los
ligandos DLL, anadiendo N-acetilglucosamina a residuos de fucosa en el receptor Notch. Dos
miembros de la familia Fringe, Lunatic fringe y Manic fringe, cooperan para fortalecer la
interaccion entre Notch2 en las células MBZ o sus precursores y las células endoteliales que

expresan DLL1, esto promueve el desarrollo del linaje celular MBZ (Tan et.al.,2009).

*MDSC: Se caracterizan por promover la progresion tumoral a través de la supresion de las células
inmunes y favoreciendo la angiogénesis y la metastasis. El papel de Notch en la mielopoyesis sigue
siendo controvertido,aunque varios estudios informan, que esta via es muy importante para la
actividad y funcionamiento de las MDSC (P. Grazioli et al.,2017). La actividad de Notch,
concretamente la expresion de Hesl, es menor en estas células, concretamente en las PMN-
MDSC, esto se ha observado en pacientes con carcinoma de células renales y en medios de cultivo
de lineas celulares de cancer de mama y de cdncer de pulmdn. Parece que se debe a una
fosforilacion inhibitoria de NICD por la caseina quinasa 2 que interrumpe el complejo

transcripcional de Notch.

Ademas, la inhibiciéon de la via Notch favorece a las PNM-MDSC sobre las M-MDSC (Gabrilovich
et.al.,). Otro estudio llevado a cabo en ratones transgénicos, por el equipo de Gibb et.al.,
demostré que la desregularizacion de la via Notch puede generar mielopoyesis y expasién de

MDSC, esto puede deberse a la acumulacidn del receptor Notch escindido de S2, pero no de S3,
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por la accion de las metaloproteasas ADAM en el sitio S2 o la inhibicion de la y-secretasa.

Estos datos sugieren, que la regulacion tanto temporal como espacial de la via de senalizacion
Notch, asi como la presencia de citocinas especificas, estarian involucrados en la diferenciacion
mieloide y en la polarizacién de macréfagos durante el inicio del tumor. Otro grupo informé, que
el bloqueo de esta via inducia la generacion de las PMN-MDSC, con menor funcién
inmunosupresora y ademas se inhibia la produccion de M-MDSC. También demostraron que las
sefiales Notch-CSL, modulaban el proceso de diferenciacién y las funciones inmunosupresoras de
las MDSC. Un posible mecanismo por el cual la sefializacién Notch podria regular la diferenciacién
de MDSC, seria a través de miR-223, ya que este inhibe la diferenciacion de las MDSC inducidas
por el microambiente tumoral, regulando tanto su nimero como sus funciones inmunosupresoras

(Hossein et al.,2018).

Janghorban et.al.,, han demostrado que las MDSC son reclutadas al microambiente tumoral a
través de la via m-TOR y por la produccién de G-CSF. Por tanto, las MDSC inducen la via Notch en
las células cancerosas y promueven la capacidad de las CSC, se crea un feed-back positivo entre las
células cancerosas, células inmunes y CSC. Las MDSC, promueven a las CSC a través de la
activacion del eje IL-6/STAT3 y del crosstalk NO/Notch (Peng et.al). Notch ayuda a mantener la
sefalizacion de STAT3. Ademas la activacién IL-6/STAT3 favorece la expansién de las MDSC y de su
circulacion en varios tipos tumorales. Otra observacién importante, es que las células tumorales
incrementan la expresién de Jaggedl y Jagged2 en MDSC a través de la sefializacion NF-kB-P65, lo
cual genera tolerancia en las células T inducidas por tumores (Rodriguez et.al., Miele et.al.,). El
tratamiento con un anticuerpo bloqueante de Jaggedl/2 demuestra actividad terapéutica en

varios modelos murinos de carcinoma de pulmén que depende de la respuesta CD8+.
Con ello, se ha observado que esta terapia induce la aparicion de unas células
inmunomoduladoras similares a las MDSC, se conocen como MDSC-LC, las cuales tienen menor

expresién de marcadores supresores de las MDSC, iNOS y ARG1.

Aunque no estd claro si estas células derivan de la reprogramacion de las MDSC o de la
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diferenciacién de novo de precursores mieloides de médula dsea tras inhibicion de Jagged.

Estos hallazgos proporcionan una prueba preclinica para el uso de anticuerpos anti Jagged1/2 en
la reprogramacion de LT cuyas funciones han sido suprimidas por las MDSC y mejorar asi la
eficacia de la inmunoterapia en el tratamiento contra el cancer. Resumiendo, parece ser que la via
Notch es un modulador importante de la biologia de las MDSC, influyendo de diferentes formas,
dependiendo de los receptores y ligandos involucrados y de las etapas de diferenciacion de estas

células.

* TAM: La via Notch juega un papel importante en la diferenciacidn, polarizacién y activacion de
los macrdéfagos. Los mediadores de esta via estdn regulados positivamente en macrdfagos
activados. Existen varios estudios que ponen esto de manifiesto. Wang et.al., observaron que la
esta via modulaba la polarizacién de los macréfagos M1, secreciéon de IL-12 y mejoraba la
inmunidad tumoral. Ademds demostraron que la sefalizacion candnica de Notch mediada por
CSL/Rbp-j modulaba la polarizacion M1 vs M2 a través de SOCS3. El grupo de Xu y colaboradores

demostraron que Notchl favorecia la polarizacion de M1 a través de la via candnica y

mitocondrial.

Reedijk y su grupo, propusieron que la via de sefializacion Notch en células tumorales regula la
expresion de citocinas pro-inflamatorias, IL-1R y CCL2 e induce el reclutamiento de TAM, esto lo
observaron en cancer de mama tipo basal-like. Ademas, observaron que la via Notch regula la
activacion de las células tumorales mediada por TGFR a través de los TAM, lo que sugiere un

feedback paracrino entre los TAM y las células cancerosas a través de esta via de sefializacion.
Yu-Zhang et.al., 2019, analizaron muestras de pacientes de carcinoma micropapilar invasivo de
cancer de mama y vieron que Jaggedl modulaba la infiltracién de TAM y estaba asociado con un

pobre pronéstico.

Otro grupo investigador, Liu y colaboradores, encontraron que la expresién de Jaggedl estaba

asociado con una alta concentracion de M2 en el estroma, lo que reduce la supervivencia libre de
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progresion y la supervivencia global en cancer de mama primario.

También observaron que el infiltrado de M2 en las lesiones metastasicas era mucho mas alto que
en el tumor primario, en pacientes resistentes a los |IA. Concluyeron con ello, que Jaggedl
promovia la resistencia a los IA por favorecer la diferenciacién de los TAM en pacientes con cancer
de mama. Guo and Gdnzalez-Pérez, describieron un nuevo crosstalk entre Notch, IL-1 y la leptina
gue induce angiogénesis en cancer de mama. Parece ser que la leptina estimula receptores y
ligandos en las células tumorales de cancer de mama y esto depende de la sefializacién de la IL-1
(S.Perrier et al.,2009). A su vez Notch contribuye a la expresién de VEGF/VEGFR2, promoviendo asi
la angiogénesis. Esta relacidn es importante a tener en cuenta en aquellos tumores relacionados
con la obesidad, ya que los niveles de leptina estdan aumentados en pacientes obesos. La
inflamacién asociada a la obesidad implica a los macréfagos M1, estos a su vez producen IL-1 y ello
favoreceria el crecimiento tumoral en parte a través de la via Notch. En conclusiéon, Notch
participa en la polarizaciéon de los macréfagos y modula su actividad. A su vez las citocinas
secretadas por los macréfagos estimulan esta via en las células tumorales, con lo que esta
comunicacion paracrina entre macréfagos y células cancerosas pueden promover la supervivencia

tumoral. (Figura 12)
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Figura 12. Vias de comunicacion entre la via de sefalizacion Notch y las células inmunes en progresion y supresion
tumoral. Scand J Immunol.2019 (Adaptada de Khosla et al.)
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En cuanto a la relacion de la via de sefializacion Notch en el desarrollo del cdncer de mama, esta

cada vez mas estudiada en una subpoblacion celular denominadas, breast cancer stem cells
(BCSCs), ya que Notch estd involucrada en el desarrollo mamario normal y a su vez en el desarrollo
y progresion del cancer de mama. El mRNA que codifica para la proteina Notchl estd
principalmente expresado en las células luminales del epitelio normal de la mama. Notch4 esta
expresado principalmente en la poblacién basal y en las BCSCs. Esto sugiere que tienen diferente
comportamiento con respecto a las diferentes subpoblaciones celulares que conforman el epitelio
mamario incluyendo a las BCSCs. Segun estos datos en modelos murinos se ha observado que la
sola activacion de Notchl no seria capaz de generar tumores mamarios, mientras que la activacién
de Notch4 si lo haria. Tanto Notch2 como Notch3 tienen vinculacién con las BCSCs. Notch2 se
expresa en tumores luminales ER+ y afecta a las células iniciadoras de tumor. Notch3 es critico en

la diferenciacion de células progenitoras a células del linaje luminal (Shanchun Guo et al., 2011).

De los cuatro receptores Notch conocidos, Notch 1, es el mejor estudiado y el de mayor potencial
en el desarrollo de la carcinogénesis mamaria. Esta implicaciéon se observd por primera vez
utilizando un modelo de ratén transgénico MMTVD-c-myc (mouse-mammary tumor virus).

MMTV pertenece a una familia de retrovirus que induce el crecimiento tumoral mamario en ratén

a través del proceso de mutagénesis insercional.

Los genes de Notch 1y Notch 4 son las dianas principales del MMTV. A través de estos procesos
de insercidn y reordenamiento se crearon mutaciones, las cuales generaban oncogénesis en las
células epiteliales de la mama. Concretamente la oncoproteina int-3/Notch4, transforma a la
célula epitelial en célula neopldsica e induce el desarrollo de adenocarcinoma en ratén. En el
laboratorio se crearon estas mutaciones inyectando el provirus del MMTV en el locus del
Notch4/int-3, para dar lugar a este tipo de tumores. Estos ratones desarrollaban tumores con un
alto infiltrado de linfocitos T CD4+CD8+ y ademas se observd que Notchl aparecia mutado en un
alto porcentaje (52%) de estos tumores ya que es un importante colaborador de c-myc

(E.N.Kontomanolis et al., 2018)
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También se encontré que era mediador del oncogen Ras, que aparece mutado en estadios
tempranos de la enfermedad de ahi que juegue un papel importante en el desarrollo de la misma

(Shanchun Guo et al.,2011).

El cross-talk existente entre los estrégenos y la via de sefializacién Notch, participa de forma
importante tanto en el desarrollo tumoral como en la angiogénesis, ésto fue descrito por primera

vez por Soares et.al.,(2004).

La expresion de Notch2 en cdncer de mama, a diferencia del resto de los miembros de la familia,
parece estar asociada a una mejor supervivencia de estas pacientes ya que su alta expresién esta
relacionada con tumores muy bien diferenciados y por lo tanto poco agresivos (O'Neill y

colaboradores).

La sobreexpresién de Notch3 en la glandula mamaria favorece el desarrollo de tumores, en
modelos in vivo. También se le asocia con las metdstasis dseas derivadas del cdncer de mama

(Yamaguchi et al.)

Las alteraciones genéticas de Notch4 conlleva una desregulacion de Notch4 NICD por presentar

mutaciones de ganancia de funcidn asociadas a la oncogénesis mamaria.

Los genes target de la via de sefializacion Notch, como son los genes represores de la
transcripcién, Hes (1-7) y Hey, parecen estar involucrados en cancer de mama, aunque su papel no
queda claro aun. Hesl actia como supresor tumoral. Hes6, es un oncogen potencial que esta
sobreexpresado en cancer de mama con funciones promotoras y proliferativas de tumores. Otros
genes relacionados con esta via y el cancer de mama, son proteinas y factores que estan
relacionados con el ciclo celular como : p21WAF1/Cip1, Deltex , NF-kB, ciclina D1 y c-myc , su

desregulacién estd presente en muchos tipos tumorales (Shanchun Guo et al., 2011)

Otros componente de esta via que participan en la patogénesis del tumor mamario, es la survivina

(BIRCS), proteina inhibidora de la apoptosis (IAP) (Rexhepaj et al., 2010).
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El grupo del Dr. Alteri, descubrié que el eje de sefializacion Notch-survivina, esta sobreactivado en
fenotipos con alta tasa de proliferacién (Ki67), por lo tanto tumores muy agresivos. Esto podria
abrir nuevas expectativas de tratamiento con terapias individualizadas para pacientes propensas a

recaidas que son las de peor pronéstico.

Stylianou et al.,(2006), investigaron la accién del gen Numb, inhibidor de la via Notch,
principalmente de Notchl y Notch4. Numb se comporta como un regulador negativo de esta via
en la formacién del sistema vascular que lleva a cabo la misma en los tumores de mama. Tanto
Numb como Numb-like (NUMBL) se pierden en el 50% de los canceres de mama debido a la

ubiquitinacion y degradacion proteosdémica de ambos.

2.4.3 Via de seiializacion Hedgehog (Hh) juega un papel importante en la embriogénesis, en el
mantenimiento de la homeostasis en tejidos adultos, reparacion de tejidos durante los procesos

de inflamacién crénica y carcinogénesis.

La familia de proteinas Hh esta formada por un grupo de ligandos, Sonic-SHH, Indian-IHH, Desert-

DHH, los cuales se unen en la superficie celular a un receptor transmembrana Patched (PTCH).

Este inhibe la actividad de otro receptor transmembrana, la proteina Smoothened (SMO), pero
cuando se une a los ligandos SHH, IHH y DHH, libera a SMO lo cual se traduce en un procesamiento

postraduccional de GLI1 (oncogen asociado a glioma).

GLI1 es un gen que codifica a un miembro de la familia Kruppel de proteinas de dedos de zinc. El
factor de transcripcién es activado por sonic hedgehod a través de una cascada de traduccion de
sefiales que regula la proliferacion de stem cells. La actividad y la localizacion nuclear de esta

proteina estdn reguladas negativamente por p53.

En humanos se han identificado tres proteinas GLI, GLI1 y GLI2 que actuan como activadores
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transcripcionales y GLI3 actia como represor (Priyanka B. et al.,2019; Sandra Grund et al., 2019).

Esta via se caracteriza por tener un componente candnico y otro no- candnico. Cuando se activa el
componente candnico, los ligandos SHH, IHH y DHH, se unen al receptor transmembrana PTCH1
inhibiéndolo. PTCH1 a su vez estimula a la proteina SMO dando lugar a una cascada de reacciones

intracelulares.

Cuando SMO esta activada inhibe a SUFU (gen supresor) y esto implica la activacién y liberacion de
las proteinas GLI1 y GLI2 que se translocan al nucleo y activan a los genes de transcripcién diana
de esta via. En el citoplasma las proteinas GLI son degradadas en el proteosoma a través de la
fosforilacién de proteinas A kinasas como, caseina kinasa 1 y la glucégeno sintasa quinasa 3R
(GSK3R). Los genes diana de esta via juegan un papel importante en la regulacion del ciclo celular
(Ciclinas D1/2), en la proliferaciéon (PDGFR, MYC), en la apoptosis (BCL2), en la angiogénesis (VEGF,
ANG1/2), transicion epitelio-mesenquima (MMP9, SNAIL) y en la regulacion y autorrenovacién de

las stem cells (NANOG, SOX2).

La activacion del componente no-candnico consiste en que la activacion de los factores de

transcripcién GLI, lo hacen independientemente de los ligandos Hh, del receptor PTCH y de la
proteina SMO. Ahora dependen de otras cascadas de reacciones como las que llevan a cabo

MAPK, PI3K, TGFB, Wnt y NF-kB (Figura 13).
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La via de sefializacién HH/GLI esta involucrada en la inmunosupresion y en la evasién inmune. La
aberracién del eje HH/GLI estd altamente desarrollado en el carcinoma basocelular donde estd
implicado en su desarrollo y crecimiento. Es un tumor con una alta carga mutacional, se expresan
neoantigenos especificos del tumor y esto hace que las lesiones sean mds inmunogénicas, de ahi
que se pueda plantear que HH/GLI favorece la proliferacion tumoral, la supervivencia e induce un
ambiente inmunosupresor que impide una respuesta inmune antitumoral eficaz. La primera
evidencia sobre esto, se observé en modelos murinos donde los queratinocitos oncogénicos que
expresaban SMO, secretaba TGFR, esto reducia el nimero de LT efectores en el tejido tumoral.
Ademas, la sefalizacidon del TGFR en células de médula ésea favorecian el crecimiento tumoral por

favorecer el reclutamiento de MDSC a las lesiones tumorales de manera dependiente de CCL2.

Otro experimento que proporciona evidencia adicional al anterior, que la sefializacién HH induce
mecanismos inmunosupresores como es el reclutamiento de las MDSC vy la polarizacion de los
macrofagos al fenotipo M2, fue proporcionado por un modelo de ratén de xenoinjerto donde se

desarrollé un tumor mamario.

Cuando estos ratones se trataban con un inhibidor de SMO, como por ejemplo, vismodegib se
observd que habia una reduccion en los niveles de MDSC, de macrofagos M2 y de Treg en las
lesiones tumorales mientras aumenté el numero de células TCD8+ y macréfagos M1, lo que

ademas disminuyd el desarrollo de metastasis en estos ratones.

En un andlisis de la pieza tumoral de carcinoma basocelular facial tratada con luz UV, revelé un
aumento de los niveles de Tregs en las lesiones intra y peritumorales, donde se acumulaban en
gran cantidad. Esto ademds se acompafiaba de un aumento en la secrecién de TGFR, favoreciendo
de esta manera un ambiente inmunosupresor. En este contexto parece estar involucrado el eje
HH/GLI2, el cual puede activar la expresion de TGFR en los Treg en humanos. El factor de
transcripcién GLI2 puede atenuar la activacién y la funcion de las células T al alterar los perfiles de
expresion génica en estas células. La activacidon de GLI2 parece alterar el TCR que a su vez puede

alterar a los componentes principales de la via de sefializacién de TCR, como NFkB y AP-1 (Sandra
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Grund et al., 2019).

Ademas la via HH/GLI polariza la diferenciacion de células T a Th2, induciendo la produccién de IL-
4, de este modo reduce la citotoxicidad de las células T en el contexto de inmunidad tumoral.
Sobre los LT CD4 naive induce la diferenciacién a Treg por aumento en la expresién de FOXP3 y

TGFR (Sandra Grung et al., 2019)

En la inflamacién y oncogénesis gastrica inducida por Helicobacter pylori, estd inducida la
sefializacién SHH mediante la activacién de NFkB. Durante la inflamacién gastrica crdnica, la
sefalizacion HH/GLI apoya la polarizacién de las MDSC al fenotipo granulociticas. SHH en células
parietales ha demostrado que atrae MDSC que expresan SLFN4 (Schlafen 4)(L.Ding et al.,2016),

desde médula dsea (J.L. Merchant et al., 2017).

Se ha observado que estas MDSC que expresan este gen producen INFa, inhibiendo asi a los
linfocitos infiltrantes de tumor, favoreciendo esto la transformacién neoplasica y el crecimiento
tumoral. El-Zaatari et.al., proporciond evidencia a todo esto, utilizando ratones que habian
desarrollado la infeccidn por H. pylori, pero deficientes en GLI1, y observé que no habia expansion

de MDSC y que tampoco desarrollaban el tumor (Sandra Grund et al., 2019).

Finalmente, otro mecanismo de cémo las células cancerosas evaden al sistema inmunoldgico, es
regulando negativamente al MHC-1, asi las células T especificas de antigeno tumoral no son
capaces de reconocerlo y por lo tanto no lo destruyen. Esto se ha demostrado mediante Ia
inhibicién de la via HH en paciente con carcinoma basocelular utilizando inhibidores de SMO , da
como resultado una alta expresion de MHC-1 en células tumorales junto con un aumento de

LTCD4+ y CD8+ (Sandra Grund et al., 2019).

Con todo esto podemos concluir, que a partir de los estudios mencionados anteriormente, existe
una creciente evidencia del papel inmunomodulador que tiene la via HH/GLI tanto en ambientes
inflamados como malignos. La activacion de esta via, crea un ambiente inmunosupresor a través

de multiples vias como es la activacién de citocinas inmunosupresoras, regulacién positiva de los
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puntos de control o expansion y el reclutamiento de MDSC y Treg. Todo esto podria abrir las
puertas para nuevas estrategias farmacoldgicas que actuardn sobre esta via de sefalizacion

HH/GLI. (Figura 14)
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Figura 14. Mecanismos de modulacién inmune a través de la via de sefializacién HH/GLI en cancer e
inflamacion. Cell communication and Signaling (2019) (Adaptada de Grund-Groschke et.al. )

La via de sefalizacion Hedgehog esta implicada en cancer de mama con expresion de receptores
hormonales, concretamente con el mecanismo de resistencia endocrino. El grupo de Ramaswamy
et al., (2019), trabajaron en la resistencia de los tumores hormonales a tamoxifeno, vieron que

esta via esta activada en estos tumores.

Ademas, demuestran que hay un cross-talk entre la via PI3K/AKT y la via Hedgehog (SHH, SMO y
GLI1), responsables del desarrollo de resistencia tumoral a tamoxifeno, esto estaba relacionado
con un fenotipo mads agresivo, apareciendo micrometastasis a distancia en modelos murinos. Con
estos resultados podemos decir que la via PI3K/AKT y la via Hh estan activadas en tumores con

resistencia endocrina (P. Bhateja et al., 2019).

La co-expresion de GLI1, EGFR y SNAIL1, estan asociados con una pobre supervivencia libre de

enfermedad en tumores hormono-dependientes.

GLI1 parece estar involucrado en la regulacién de las cancer stem cells en varios tipos tumorales.

Sun et al., encontraron que la expresiéon del receptor de estrégenos se correlacionaba con la
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expresion de GLI1 y con el marcador de las cancer stem cells ALDH1, en las lineas celulares de

cancer de mama MCF-7 y HCC1438.

La via Hh juega un papel importante en la progresion del carcinoma ductal in situ a carcinoma
ductal invasivo. Souzaki et al., para verificar esto, se basaron en la ratio de tincidn nuclear GLI1 0 %
de traslocacion nuclear GLI1. Este % se relacionaba con la invasividad y ademas habia un

incremento de este de carcinoma ductal in situ a carcinoma ductal invasivo.

En TNBC, encontramos una elevada expresidon de SHH, GLI1 y GLI2, esto se correlaciona con un
pobre prondstico de la enfermedad. En el tipo claudin-low, la regulacién transcripcional aberrante
de GLI1 activa a NF-kB . En el tipo basal-like, el factor de transcripcién llamado Forkhead Box
(FoxC1), regulador de la via Hh, es inducido por NF-kB, a través de la regulacion positiva de GLI2.
En este tipo tumoral a través de GLI1, se pueden activar otras vias como PI3K-AKT-mTOR, K Ras, c-
Myc, Wnt-Bcatenina y TGFR. Con esto podemos decir, que hay multiples vias que interactuan y
activan a la via Hh a través de la regulacidn transcripcional directa de GLI1.La expresién elevada de
GLI1 y GLI2 predomina en cancer de mama triple negativo. Ademas, GLI1 participa en la formacidn
de metastasis por la desregulacién de MMP-11, favorece la angiogénesis a través de VEGF-A y
junto con el NRP2, aumenta la expresion y sefializacidon del eje Ras/MEK, que contribuye tanto al

inicio como a la progresién tumoral.

Esto podria explicar utilizando modelos de xenoinjertos, la sensibilidad de estos a los inhibidores

de GLI en modelos preclinicos (Priyanka B. et al.,2019).

La via Hh destaca en el mantenimiento de la viabilidad de las cancer stem cells de mama (BCSCs),
con expresion de CD44+/CD24- y ALDH1, estas son especialmente resistentes a quimioterapia

debido a su estado de quiescencia y contienen bombas de expulsién de farmacos.

Ademas parece que la activacidon de esta via favorece el crecimiento de clonas de estas BCSCs

después del tratamiento quimioterapico, lo que hace mantener a esta poblacién de stem cells.

Otro mecanismo para promover a las BCSCs es a través de los CAF (Priyanka B. et al., 2019).
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Concluyendo, hay estudios preclinicos que sugieren que la via Hh es critica en el mantenimiento
del fenotipo de las BCSCs, de la activacion de los CAF, del ambiente invasivo y de la angiogénesis
en TNBC. El mecanismo mas comun de activacidn es la via no candnica a través de la regulacion

transcripcional de GLI1 y GLI2 (Priyanka B. et al., 2019)

Se propone como diana terapéutica, un inhibidor selectivo de GLI1, GANT61 muy eficiente en

cuanto a que disminuye el crecimiento celular dosis dependiente, incrementa la apoptosis y

disminuye la poblacién de stem cells en lineas celulares de TNBC (Priyanka B. et al., 2019).

2.4.4 Via de seializacion STAT 3 .- La familia STAT (Signal Transducer and Activator of

Transcription), es una familia de factores de transcripcién formado por citocinas y factores de
crecimiento que intervienen en una gran variedad de procesos celulares. El papel de esta via en el
desarrollo y progresion tumoral estd bien establecido. La desregulacidon de los microRNAs Let-7 y
miR-629, podrian inducir la transicion oncogénica de las células epiteliales y el desarrollo tumoral,

se deberia principalmente a la pérdida de la sefializacién inmunocompetente a través de esta via.

Factores de crecimiento como VEGF y TGF, ademas de citocinas como IL-6, IL-17, IL-10, GM-CSF y
LIF, producidos tanto por el estroma tumoral como por las células tumorales, promueven la
activacion de STAT3. Esta via se encuentra activada en distintas neoplasias como melanoma,
mieloma multiple, cdncer de mama, prdstata, ovario y colon, por ello, es un importante objetivo
terapéutico. Las primeras estrategias se centraron en inhibir la via STAT 3, bloqueando la accién de
las quinasas activadoras o secuestrando su capacidad de unién al DNA. Las mas recientes se
centran en técnicas de protedmica que han identificado y caracterizado nuevas proteinas que

interactuan con STAT 3 (F. Laudisi et al., 2018).

Esta via esta ampliamente involucrada en el crecimiento tumoral y en la evasidon inmune y ademas

estd ampliamente expresada en las células inmunes (Xinglong Qu et al., 2018).
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* NK : El desarrollo, la maduracion, activacion y funcidon de estas células estan estrechamente
regulados por citocinas como la IL-2 y la IL-15, ambas promueven la homeostasis, proliferacion y
funcion de estas células, a través de STATS5, mientras que la IL-12 media la activacion de las NK a

través de la activacion de STAT1, STAT3 y STATA4, por produccion de INFy, perforina y granzimas.

La sefializacién INFa/B modulada por STAT1-STAT2, favorece la accion citotoxica de las NK

(Gotthardt et al., 2019; K.L. Owen, 2019).

*MDSC: Parece ser que el desarrollo de estas células esta relacionado con la aberracion de algunas
vias de sefializacién durante la hematopoyesis. Hay una serie de vias involucradas en el desarrollo
de las MDSC como son PI3K, Ras, JAK/STAT y TGFR, en condiciones patoldgicas como el cancer. La
inflamacidén juega un papel fundamental durante la progresién tumoral , teniendo la via JAK/STAT

un papel central en la mediacidn de la respuesta inflamatoria.

El papel de STAT3 en la regulacién de las funciones de las MDSC, ha sido demostrado y apoyado
por multitud de estudios, tanto en humanos como en ratones. Uno de estos estudios en pacientes
con cancer de cabeza y cuello demostré que STAT3 puede controlar las funciones supresoras de

estas células a través de la arginasa-1.

Un estudio con ratones demostrd, que las MDSC aisladas de tumores mostraron altos niveles de
expresion de STAT3 y del factor angiogénico VEGF y por el contario, la inhibicién de STAT3 redujo

la angiogénesis tumoral.

En otra investigacion utilizando un modelo de adenocarcinoma de pulmdn se observo, que otra
forma de activacion de STAT3 es por sobreexpresion de API6 en células mieloides, lo que conlleva
a una expansion de las MDSC, con ello a un aumento de la inflamacion y proliferacién del tumor.
Ademas en las células alveolares, si la via STAT3 estd sobreexpresada, aumenta significativamente
los niveles de MDSC, debido a un aumento de los niveles de citocinas inductoras de este tipo

celular como la IL-6 y la IL-1R.
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En otros estudios se puso de manifiesto que la activacion de STAT3 podia afectar a otras proteinas
proinflamatorias como S100A8 y S100A9. Parece ser que la sobreexpresion de S100A9 inhibe la
diferenciacién de células dendriticas y macroéfagos y promueve la formacién de MDSC. Por el
contrario, su inhibicidn reducia los niveles de las MDSC. Este mecanismo aln no se conoce con

certeza.

Una investigacién llevada a cabo por el grupo de Abrams, ha ayudado a descubrir el papel del IRFS,

un factor de transcripcion que desregula a STAT3 en el desarrollo de las MDSC.

Ellos demostraron que la sobrexpresiéon de este factor en ratones, conducia a una disminucion de
los niveles de MDSC tumorales. Ademas observaron una reduccidén en la expresion del IRF8 en
tumores mamarios, con un aumento del nimero de MDSC en estas pacientes, de manera que

ponen de manifiesto que IRF8 es un regulador negativo de estas células.

Otros miembros de esta via también tienen su papel en la generacidn y desarrollo de las MDSC,
como STAT1 que favorece la activacion del INFy y de la IL-1R. Parece ser que las MDSC deficientes
en STAT1 no inhiben la activacion celular de los LT, debido a su incapacidad para regular al alza la
actividad de la iNOS y de la arginasa.

La unidén de la IL-4 y la IL-13 al receptor CD124, da como resultado la activacién de STAT6 en las
MDSC, que conlleva a su vez a la activacion de la expresién de TGFR y arginasa. Estudios aportados

por Rosenberg, explicaron el mecanismo a través del cual STAT6 suprimia el crecimiento tumoral.

Trabajaron con modelos murinos STAT6-/- , que desarrollaron tumores mamarios, y observaron
una reduccién en el nimero de MDSC, lo que resulté en una mayor respuesta de los LT y por lo
tanto en una disminucion del crecimiento tumoral. Ademas, estos ratones tenian mayor cantidad

de macrofagos M1 productores de NO que ralentizaron dicho crecimiento.

Todos estos estudios destacan el papel de STAT3 y otros miembros de esta familia en la regulacién

de las propiedades inmunosupresoras de las MDSC (Eleni- Kyriaki Vetsika et al.,2019).
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*LT: Dentro de los diferentes subtipos de células T, como los Treg, CTLy los T helper, sus funciones

podrian ser reguladas por STAT3.

En cuanto a los T helper, sabemos que T-bet es el principal regulador transcripcional en la
diferenciacién a Th1, inducido por TCR y estimulado por la IL-12. GATA3 es el principal para la
diferenciacién a Th2, después de la estimulacién por la IL-4. La IL-27, un componente de la familia
IL6/1L12, producida por macrdfagos y DC, favorece el equilibrio en la diferenciacion de Th1/Th2
hacia Th1l, regulando al alza a T-bet, independientemente de STAT1 y a la baja a GATA3, a través
de un mecanismo dependiente de STAT1 y suprimiendo la produccién citocinas proinflamatorias

como IL-2, IL-4 e IL-13.

En el caso de las Th17, STAT3 parece ser indispensable en su diferenciacién, ya que la ablacién de
esta via en los LTCD4 en ratones, resultd en la ausencia de diferenciaciéon Th17. Estas células se
caracterizan por la expresidon de los factores de transcripciéon RORyt y RORa. En varios estudios in
vitro, se ha demostrado que STAT3 puede ser activada a la baja por los receptores de citocinas
proinflamatorias como IL-6, IL-21 e IL-23, lo que conduce a regular la expresiéon de RORyt, RORa
junto con el desarrollo y estabilizacion de las células Th17. El equipo de Cédric Rébé (2013),
descubrieron que las células Th17 in vitro generadas con IL-6 y TGFR y las Th17 infiltrantes de
tumor in vivo, expresaban ectonucleotidasas CD39 y CD73, componen una maquinaria catalitica
gue provoca la escision de ATP extracelular dando adenosina que podria suprimir a las células T
efectoras. La expresion de estas ectonucleasas depende de STAT3 y de Gfi-1 que es represor de la

transcripcion.

La expresién de CD39 en las células Th17, promueve el crecimiento tumoral, lo que sugiere que la
expresion de ectonucleotidasas dicta el destino inmunosupresor de las Thl7 en céncer. Estas
observaciones sugieren que STAT3 y Gfi-1 determinan el destino inmunoregulador de estas células

a través de la regulacion de las ectonucleotidasas ( Lei Bao et al., 2013).

En el caso de los Treg, la via STAT3 regula la expresion de FOXP3 y esta regulacién depende del

contexto. In vitro, la IL-2 induce la union de STAT3 y STATS5 a un sitio situado dentro del primer
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intron del gen FOXP3 que conduce a la expresion positiva de FOXP3 en células T purificadas

CD4+CD25+, pero no en CD4+CD25-, esto se observé en los Treg infiltrantes de tumor.

Tanto en pacientes con tumores metastasicos como con leucemia mieldgena crénica después de
un trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas, resulté en un aumento en los niveles
en sangre periférica de células CD4+CD25+ y expresion de FOXP3 en células TCD3+. En los Treg,
STAT3 y FOXP3 activados interactian juntos y regulan los genes de IL-6 y TGFR1 que
probablemente doten a los Treg de capacidad para suprimir la inflamacién mediada por las células
Th17. La IL-21 activa a STAT3, pero no a STAT5 y por lo tanto no tiene ningun efecto sobre la
habilidad, activacién o funcién de los Treg. Por el contrario, en células T virgenes inducidas a
diferenciarse a Treg in vitro, la IL-6 y la IL-27 inhiben la diferenciacién al linaje Treg dependiente de

STAT3 e independiente de STATL.

En otro contexto, STAT3 se une a un elemento silenciador dentro del locus de Foxp357 y también
podria inhibir la unién de STAT5 a su elemento de unién en el promotor del gen FOXP3 y asi
ambos inhibir la expresion de FOXP3. Un inhibidor de STAT3, como es WP1066, se ha visto que
mejora la citotoxicidad de las células T en melanoma, a través de la inhibicién de FOXP3+Treg, lo
gue sugiere que STAT3 es requerido para las funciones inmunosupresoras de Treg (Lei Bao et

al.,2013).

*TAM: Cheng y colaboradores, fueron los primeros en demostrar que la interrupcién de la
sefializacion de STAT3 en macréfagos y en DC derivadas de médula dsea, hace que estas APC sean
capaces de restaurar la capacidad de respuesta de las células T tolerantes en ratones portadores
de tumores, lo que sugiere una implicacién importante en la inmunoterapia del cdncer. También
encontraron en estos ratones que los macrofagos del peritoneo tenian alteracidon de la via STAT3 y
estos eran mads propensos a producir mediadores inflamatorios como RANTES, MIP-1a, MIP-1R8,
MIP-2, IP-10, IL-6 o IL-12, apunta a la sefalizacion STAT3 como una via reguladora negativa para
estas células. Esto podria deberse a una activacion de STAT1 que conduce a una alta produccién

de factores inflamatorios como RANTE o IL-12 o la falta de produccién de IL-10.
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También ha sido propuesto el papel antitumoral de STAT3 en macréfagos. Esto se generd en
estudios que investigaron la importancia de STAT3 en macréfagos de forma indirecta, utilizando

ratones knockout SOCS3 en macréfagos.

Estos macrofagos presentaron una activacion prolongada de STAT3, pero reducida de STAT1 y
esto simultaneamente ejerce efectos antiinflamatorios a través de la regulacién negativa de IL-6 y

TNFa, asi como efectos antitumorales a través de MCP2/CCL8 (Cédric Rébé et al., 2013).

En resumen, la activacion de la via STAT3 favorece el crecimiento tumoral, reduccion de linfocitos,
infiltracion de NK, neutréfilos y macréfagos. El bloqueo de esta via genera actividad citostatica

contra las células tumorales.

*DC: La primera evidencia que se tiene que la via STAT3 es importante en el destino de estas
células, se observd en ratones que carecen de la expresion de STAT3 en progenitores
hematopoyéticos, estos animales tienen una profunda deficiencia en DC, con eliminacion de los

efectos de FIt3L en el desarrollo de las mismas.

Sin embargo, estos mismos ratones portadores de tumor, presentan una funcion mejorada de las
DC, LT, NK y neutrdfilos incluso con disminucién de la progresion tumoral. Parece ser, que las DC
deficientes en STAT3, podrian activar de forma eficiente a las células T, segin un estudio realizado

por Kortyeewski y colaboradores.

De hecho, los ratones que carecen de esta via en mieloides que forman parte del estroma
tumoral, incluyendo DC y macrdéfagos, muestran una reduccién en el numero de Treg infiltrantes
de tumor CD4+CD25+/Foxp3+Lag3+, esto ademas fue acompafiado por un aumento de los niveles
de LTCD8+. Por otro lado, la expresion reducida del MHC clase Il y de moléculas co-estimuladoras,
debido a la activacion de STAT3 en las DC tumorales, contribuye a la expansién de los TregFOXP3
infiltrantes de tumor. Finalmente, la IL-6 ha demostrado ser un supresor tanto de la activacion
como de la maduracién de las DC derivadas de médula ésea y un regulador de la diferenciacién de

las DC in vivo a través de la fosforilacion de STAT3. Por lo tanto, el eje IL-6/gp130/STAT3 controla
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la diferenciacion y maduracién de las DC y puede ser critico como diana para el control de la
respuesta inmune mediada por LT. Podria ser una estrategia prometedora para mejorar la eficacia

de la inmunoterapia para el tratamiento del cancer (H. Kitamura et al., 2017).

Con ello, la IL-6 puede ser generada por las células tumorales e impactar en la activacién de STAT3
en las DC. En un modelo de cdncer de pdancreas, las células tumorales liberan factores solubles
como IL-6 y G-CSF, que son responsables de inhibir la diferenciacién y la activacién de las DC

respectivamente de manera dependiente de STAT3 (Figura 15).
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Figura 15. Efectos de la via STAT3 (STAT3 +/+ o0 STAT3-/-) en las células inmunes. Adaptada de Rébé C. et al.
JAK-STAT 2013.

)

STAT 3, es uno de los siete miembros que constituyen esta familia (STAT 1, STAT 2, STAT 3, STAT 4,

STAT 5a, STAT 5R y STAT 6). Estd involucrada en todos los subtipos de cancer de mama, teniendo
mayor asociacién con el subtipo triple negativo. La hiperactivacion de esta via promueve la
expresion de genes involucrados en proliferacion celular (Ciclina D1, c-Myc, Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1,
survivina), supresién inmune (IL-10), inflamacion (COX2, IL-6, IL-17A), angiogénesis (HIF1a, VEGF),
transiciéon epitelio-mesénquima (Vimentina, TWIST, matrix metalloproteinasas [MMP-7, MMP-9])
(Charles V.C et al., 2004; K. Banerjee et al.,2016).Un patrén diferencial de la expresion de genes
diana de esta via se observa en cancer de mama, lo cual indica que STAT3 es un regulador

especifico de la malignidad del tumor. La via IL-6/JAK2/STAT3, esta activada preferentemente en
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células de cancer de mama con caracteristicas stem cells, las cuales expresan CD44+CD24-, mas

gue en células CD44-CD24+, que estan mas diferenciadas.

La inhibicién de varios genes que dependen de esta via, IL-6, PTGIS, HAS1, CXCL3 y PFKB3, reducen

la activacién de dicha via en estas células (Kasturi Banerjee et al., 2016).

En la activacion de STAT 3 a través de la liberacidn de citocinas, una de las mdas importantes, es la
IL-6. La familia de citocinas IL-6 integra a la IL-6, IL-8, IL-11, oncostatina, entre otras, todos juegan
un papel importante en la patogénesis del cancer de mama, estando la IL-11 y la oncostatina,
involucradas en el proceso de metastasis, principalmente. El microambiente tumoral formado por
células derivadas de meédula ésea como adipocitos, fibroblastos, células cancerosas, son
liberadoras de estas citocinas inflamatorias. Estas se pueden liberar de forma autocrina y
paracrina y son responsables de la activacién de la via STAT 3 en cdncer de mama, de esta manera
son promotoras del desarrollo tumoral. En el subtipo triple negativo, el mecanismo de activacién
de esta via es a través de la producciéon autocrina y paracrina de la familia de IL-6, tanto de la IL-6
como de la IL-8, ambas son criticas para el crecimiento y la resistencia a la apoptosis (Kasturi

Banerjee et al., 2016).

La activacidn paracrina de la via JAK/STAT 3, es inducida por factores solubles secretados por las

células epiteliales del tumor y por los fibroblastos, asociado con una elevada fosforilacion de la via.

La IL-6 estd implicada en la regulacion de la autorrenovacién de las CSC, promoviendo asi la
supervivencia y proliferacidon de las BCSCs, ademas estan activadas las vias Notch, Wnt, Hedgehog
y TGFR.

En general, la familia de IL-6 juega un papel importante en la progresién del cancer de mama

dependiente de la activacion de STAT 3 (Kasturi Banerjee et al., 2016)

Otras citocinas activadoras de esta via e implicadas en la patogénesis de cdncer de mama, son la

IL-10 y IL-32. La IL-10 se caracteriza por ser inmunosupresora y anti-angiogénica. La alta expresién

de esta, se asocia con un bajo nimero de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs).
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Su efecto inmunosupresor se asocia con una baja actividad de los linfocitos T citotéxicos ya que
hay una regulacién negativa de las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
de clase | y Il, lo que disminuye la probabilidad de que se presenten péptidos antigénicos
generados por el tumor y por lo tanto escapen de la vigilancia del sistema inmune. Ademas,

promueve la resistencia a la apoptosis.

La IL-32R, es pro-inflamatoria e induce la produccion de TNFa e IL-6 por los monocitos vy
macréfagos. Por inmunohistoquimica (IHC), podemos determinar la expresion de la IL-32 en
muestras tumorales de cancer de mama y esto se correlaciona con el tamafno tumoral, nimero de
ganglios, metdstasis y estadio tumoral. Esto se demostrd en experimentos in vitro y se observo
que las células de cancer de mama que expresaban IL-32R mostraban mayor migracién e invasion,
lo que se asocié con una mayor secrecién de VEGF que activaba la via STAT3. Por lo tanto, el eje IL-
32R-VEGF-STAT3 favorece la migracién y evasion de las células tumorales tanto en condiciones

normaoxicas como hipdxicas (Kasturi Banerjee et al., 2016).

La via STAT3 también es activada por receptores con actividad tirosina- cinasa , como la familia
del receptor de crecimiento epidérmico EGFR/HER/ErbB y la familia del factor endotelial vascular
(VEGFR). Estudios tanto con muestras tumorales como en lineas de cultivo celular muestran la
importante conexién entre la via STAT3 y el receptor EGFR/HER1/ErbB1, dando lugar a tumores

mas agresivos ya que esta activacion favorece la expresién del gen TWIST involucrado en la EMT.

El segundo miembro de esta familia de receptores, HER2/Erb2/neu actia como co-activador de
STAT3, favoreciendo la expresion de genes de Ciclina 1. Hay estudios con muestras tumorales y
lineas celulares que ponen de manifiesto que la sobreexpresion de HER2 activa vias promotoras de
la inflamacion y que afectan a la secrecion de IL-6 y por lo tanto a la activacién de STAT3. Parece
ser que el eje HER2-IL-6-STAT3 esta asociado con cambios transcripcionales celulares y por lo

tanto con el crecimiento tumoral (Kasturi Banerjee et al., 2016)

El eje de sefializacién VEGF/VEGFR-2 es una via de supervivencia para las células tumorales de

mama. Altos niveles de VEGF en muestras tumorales, se corresponden con la expresidon de genes
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como Myc y Sox2, estos favorecen la autorrenovacion celular.

La expresion de VEGF/VEGFR-2 puede estar vinculada a la activacién de STAT-3 mediada por
leptina, involucrada en la proliferacion y angiogénesis, por lo tanto, altos niveles de leptina estan
asociados a metdastasis y baja tasa de supervivencia en pacientes con cancer de mama. Si unimos

todo esto, tenemos tumores con caracteristicas mds agresivas (Kasturi Banerjee et al., 2016).

En la activacion de STAT3 hay involucradas otras moléculas como Src. Hay estudios que ponen de
manifiesto que la actividad elevada de STAT3 y Src estd relacionada con la respuesta patoldgica y
la progresion de la enfermedad. PKCE , aumenta la expresién de genes relacionados con ello y
ademads interactla con otras vias de sefializacién como la de las MAPK (Raf-1, MEK1/2 y Erk %5 ).

La activacion de la via STAT3 y la expresién de GIV estan relacionados con progresidon en cancer de

mama.

Esta via también esta regulada por factores negativos como las proteinas tirosinas fosfatasas
(PTPs), la funcidn de estas es desfosforilar la via e inactivarla. Concretamente TCPTP (PTPN2), es
una proteina supresora de tumor, se han visto bajos niveles de esta proteina en un alto % de

tumores de mama triples negativos

Supresores de sefializacion de citocinas (SOCS), en cancer de mama, la expresiéon reducida de
SOCS-3 se relaciona con metdstasis en ganglios. Hay que tener en cuenta que el gen promotor de
SOCS-3 estd silenciado en tumores de mama y esto permite el crecimiento celular y por lo tanto

mal prondstico.

Proteina inhibidora de la activacion de STATs (PIASs) son inhidores endégenos de STAT. PIAS-3
controla la actividad de esta via en células normales y bloquea su funcién oncogénica. Su
expresion esta suprimida en las células cancerosas lo que favorece los efectos tumorales de

STAT3.

La participacidon de esta de esta via en cancer de mama estd bien establecida de ahi el interés por
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seguir investigando sobre ella. (Figura 16).
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Figura 16. Activacion de STAT3 y sus vias. IntJ Cancer. 2016. (Adaptada de Banerjee and Resat).

2.5 Factores moleculares implicados en la patogénesis del cancer de mama.

2.5.1 Factores de crecimiento.

2.5.1.1 HER/ErbB: La familia del receptor de crecimiento epidérmico humano (EGFR),
estd formada por cuatro miembros que se caracterizan por ser receptores de superficie
celular, ErbB 1-4. Sus funciones son la transmision de sefiales que controlan el
crecimiento celular normal y la diferenciacién. Estos cuatro receptores HER se
caracterizan por estar formados por un dominio extracelular de unién al ligando rico en
cisteina, un dominio lipofilico transmembrana y un dominio intracelular catalitico con

actividad tirosina quinasa.

Un segmento carboxi-terminal con capacidad de autofosforilacién que parece ser la
parte responsable de la traduccién de sefiales intracelulares cuando el ligando se une al

receptor. Estos receptores forman homo y heterodimeros.

A HER1 se unen seis ligandos: factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento
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transformante a (TGFa); anfiregulina; factor de crecimiento similar a EGF de unién a heparina;

betacelulina y epiregulina.

A los receptores HER3 y HER4 se unen neuregulinas (NGFs), una familia de proteinas
estructuralmente diversas. La senalizacidon de estas proteinas se hace a través de la via de las

MAPK (Mitogen-activated protein kinasa).

El receptor HER2, es conocido como “receptor huérfano” ya que no se conocen los ligandos que
se unen a él. Los heterodimeros formados por HER2 generan sefiales celulares mas potentes que
el resto de los miembros del grupo. Las células del tejido normal tienen pocas moléculas HER2 en

su superficie por lo que forman pocos heterodimeros y las sefales intracelulares son débiles.

Cuando HER2 se sobreexpresa es capaz de formar multiples heterodimeros y la sefial intracelular
es mas fuerte, esto hace que tenga mayor capacidad de respuesta a los factores de crecimiento y

de crecimiento maligno.

El gen que codifica para este receptor, HER2/neu esta implicado en varios tipos tumorales, siendo
particularmente relevante en cancer de mama. Su amplificacion se da aproximadamente en el
20-25% de los cdnceres de mama y se asocia con un tipo tumoral agresivo y de pobre prondstico

(I.LRubin et al., 2001; Jennifer L. Hsu et al., 2016).

2.5.1.2 PDGF/PDGFR: El factor de crecimiento derivado de plaquetas, pertenece a una familia de
moléculas que se caracterizan por estar formadas por 4 cadenas polipetidicas codificadas por
diferentes genes que dan lugar a cuatro isoformas, PDGFA, PDGFB, PDGFC y PDGFD, las cuales se

combinan para formar homo y heterodimeros.

Estos ligandos se unen a sus correspondientes receptores PDGFRa y PDGFRR con actividad

tirosina- quinasa para ejercer sus funciones.

Tanto las isoformas del PDGF como los receptores, juegan un papel importante durante la
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embriogénesis, especialmente en el desarrollo de varios tipos de células mesenquimales en
diferentes érganos. En el adulto estimulan la cicatrizacidon de heridas y regulan la homeostasis

tisular.

Esta familia estd involucrada también en el crecimiento tumoral ya que estimulan las células del
estroma tumoral, promueven la angiogénesis asi como el desarrollo de los fibroblastos asociados
a tumor (CAF), que a su vez promueven progresion tumoral (C-H.Heldin et al., 2018; Michael B. et

al., 2018).

En cancer de mama, diferentes estudios ponen de manifiesto su relacion con la via de

sefalizacion de PDGFRa y PDGFRR. Una alta expresion de PDGFRa, estd asociada a metdstasis en
ganglios linfaticos, alto grado histoldgico, receptores hormonales negativos y un indice de
proliferacién Ki67 alto. Esto puede estar asociado tanto al cancer de mama triple negativo como
al subtipo HER2 positivo, por lo tanto a tumores con peores factores prondsticos. En cancer de

mama inflamatorio también esta sobreexpresada esta via (Madhura J-J et al., 2017).

La expresion del ligando PDGF-CC se asocia al subtipo basal-like y se caracteriza por la expresion
de genes relacionados con las células epiteliales basales como keratin 5, keratin 17, integrina R4 y

laminina.

La expresion de PDGFRR en el estroma tumoral esta asociado también a un pobre prondstico de

la enfermedad.

La alta expresion de PDGFRa junto con la de PDGF-CC, aparece asociada a uno de los subtipos
tumorales mas agresivo, el triple negativo. Ademas, la alta expresion de PDGF-CC aumenta el
riesgo de recurrencia a distancia a cinco afios. De ahi que esta via de senalizacion juegue un papel

muy importante en la progresion tumoral.

Con todo lo anterior, se ha postulado que la medicién de PDGF en suero, puede servir como

nuevo biomarcador prondstico del cancer de mama (Madhura J-J et al., 2017; Sara Jansson et al.,
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2018).

2.5.1.3 TGF-: El factor de crecimiento transformante B, pertenece a una superfamilia formada
por unas 40 proteinas como las activinas (A, AB, B, C, E); inhibinas (A, B); proteinas
morfogenéticas dseas (BMPs) y factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs). En humanos,
TGFR se caracteriza por ser un polipéptido de 112 aa y es codificado por un gen que se encuentra
localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19g13). Existen cinco isoformas del TGF con un
60-80% de homologia entre ellas (81-B5) que son generadas por splicing alternativo (Mark A.

Travis et al., 2014).

La isoforma TGFR1 es secretada en forma de homodimero, de 25 Kda de peso molecular y en la
forma inactiva. Se secreta como un complejo latente (LTGFR), formado por la citocina y por el
péptido asociado a latencia (LAP) que contiene la secuencia sefial para la secrecion, ambos estan
unidos por un puente disulfuro. Para que esta citocina sea activa y ejerza sus funciones, tiene que

liberarse del LAP.

La activacion se produce a través de multiples mecanismos que dan lugar a la liberacién de TGFR
para unirse a los receptores TRRI, Il y Ill que pondran en funcionamiento la cascada de
sefializacion intracelular. Los ligandos de TGFR se encuentran en su forma latente depositados en
la matriz extracelular (ECM) (Flaumenhaft and Rifkin 1991). Estos complejos LTGFR de la ECM son
activados por la integrina avR6, calpaina, catepsina D, quimasa, elastasa, endoglicosidasa F,
matrix metalopeptidasa 9 (MMP9), calicreina, neuraminidasa, plasmina y trombospondina 1
(TSP1) (Abe et al. 1998; Akita et al. 2002; Lyons et al. 1998; Miyazono and Heldin 1989; Munger
et, al. 1999; Schultz-Cherry and Hinshaw 1996; Schultz-Cherry and Murphy-Ullrich 1993; Taipale
et al. 1995; Yu and Stamenkovic 2000) (Harold Moses et al., 2011).

Parece ser que la radiacién ionizante y las ROS tienen capacidad de activar los complejos latentes

LTGFR. (Barcellos-Hoff and Dix 1996; Jobling et al. 2006).

En la via de sefializacion TGFR1, participan receptores especificos para la actividad de
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senalizacion de TGFR1 en las células. Estos receptores, son proteinas diméricas, TRRI (53KDa), es
también conocido como, ALK5 (receptor-like kinasa 5); TRRIl (75KDa); TRRIIl (280KDa), son

receptores transmembrana con actividad intracelular serina-treonina quinasa.

La isoforma TGFR1 se encuentra presente mayoritariamente en plaquetas, linfocitos T
reguladores (Treg), macréfagos, monocitos, linfocitos, fibroblastos, células epiteliales y células

dendriticas.

Juega un papel importante en el crecimiento, en la maduracidn y diferenciacién celular, en la
formacién de la matriz extracelular, en la homeostasis tisular, en la plasticidad de las células
endoteliales, en la inmunorregulacién, apoptosis, angiogénesis y en la progresién tumoral

(G.D.Kalliolias et al., 2015).

Hay un fendémeno conocido como la “paradoja del TGFR en cancer”, por un lado, es un potente
inhibidor del crecimiento tumoral ya que actua inhibiendo la fase G1 del ciclo celular regulando Ia

expresion de genes que promueven la detencion del ciclo (Joanna Magdalena Zarzynska, 2014).

En células epiteliales normales, induce expresion de p15InK4b, el cual inhibe el complejo de las
ciclinas D-CDK4/6 y de p21 que inhibe el complejo de ciclina E/A-CDK2 y ademds promueve
apoptosis, con todo esto genera supresién tumoral tanto al inicio como a la progresién. Sin
embargo, se conoce otra caracteristica de esta citocina, y es que promueve la transicidn epitelio-

mesénquima (EMT), por lo tanto se considera inductor de la metastasis (Joan Seaone et al.,2017).

Ademas en el microambiente tumoral suprime la actividad antitumoral de los linfocitos T, de las

células NK, de los neutrdéfilos, monocitos y macréfagos.

Es crucial en la homeostasis y en la tolerancia inmunes, inhibiendo la expansién y funcién de un
gran numero de componentes del sistema inmunitario, regulando la generaciéon de funciones
efectoras de las células inmunes (Eduard Batlle et al., 2019). Ejerce control sobre la respuesta

inmunitaria adaptativa, promoviendo directamente la expansion de los Treg e inhibiendo la
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generacion y funcion de los linfocitos T efectores y de las CD presentadoras de antigeno.

Controla también de forma similar la respuesta inmunitaria innata, inhibiendo las células NK y
controlando el comportamiento complejo de macréfagos y neutrdfilos. El mal funcionamiento de
esta via de senalizacidon va acompafiada del desarrollo de enfermedades inflamatorias y cancer.
Es fundamental en la supresién inmunoldgica dentro del microambiente tumoral, ya que
participa en el mecanismo de evasidon inmune tumoral, pudiendo dar esto resultados deficientes

en el tratamiento con inmunoterapia.

Paraddjicamente, se ha descrito también que esta citocina tiene caractaristicas como supresor

tumoral, ya que puede inhibir el crecimiento y favorecer la apoptosis de células premalignas.

El papel principal de la sefalizacién del TGF8 en la tolerancia inmunoldgica y la respuesta
inflamatoria, se obtuvo por primera vez en modelos murinos con mutaciones en el gen TGFR1,
estos morian al poco de nacer por una inflamacién multiorgdnica que se asemejaba a un

trastorno autoinmune (Kulkarni et al., 1993; Shull et al., 1992; Eduard Batlle et al., 2019).

Posteriormente, se reveld también por mutaciones de pérdida de funcién en los genes MHC de
clase Il (Letterio et al., 1996; E. Batlle et al., 2019) o genes de la R2-microglobulina (Kobayashi et
al., 1999; E. Batlle et al., 2019), lo que implica que la pérdida del TGFR1 causa una respuesta de

células T desenfrenada.

Como se ha puesto de manifiesto anteriormente, es una via que participa en la evasiéon inmune y
en la tolerancia inmune, actuando sobre las células del sistema inmunitario de forma positiva o

negativa, dependiendo de su naturaleza.

*linfocitos T efectores (Th): El desarrollo experimental ha revelado como actua esta citocina
sobre el funcionamiento de este grupo de células inmunes. Se sabe que las respuestas mejor
caracterizadas de las células T frente a tumores, estdn mediadas por las Th1. Cultivando linfocitos

T virgenes con TGFR, resulta en la no diferenciacién al fenotipo Thl (Sad y Mosmann 1994; E.
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Batlle et al, 2019). Otro experimento con ratones deficientes en TGFBR2 en células T, mostraron
respuestas Thl mejoradas (Gorelik y Flavell, 2000; Li et al., 2006; Marie et al., 2006; Sledziriska et
al., 2013; Zhang y Bevan, 2012; E. Batlle et al., 2019).

Parece ser, que la sefializacién de TGFR interviene en la etapa mas temprana de la activacion de
los linfocitos T, amortiguando la estimulacion inicial del TCR desencadenada por un flujo de calcio
(Chen et al., 2003; E. Batlle et al.,2019). De acuerdo con esto, las células T mutantes en TGFRR2,
tienen mayor sensibilidad a la estimulacién de TCR (Sledzifska et al., 2013; E. Batlle et al.,2019).
Asimismo, la sefializacion del TGFRB ejerce un papel inhibidor en la diferenciacidn de los linfocitos
T, al silenciar dos factores de transcripcién de las células Thl, el T-bet y STAT4 (Gorelik et
al.,2002; Lin et al., 2005; E. Batlle et al.,2019). Sabemos, que si se bloquea la activaciéon de STAT4,
esto inhibe la producciéon de INFy durante la diferenciacidon de las células T, mientras que la
pérdida de expresion de T-bet, afecta a la produccidén del INFy durante la re-estimulacién de los
linfocitos T, después de la preparacion inicial (Gorelik et al., 2002; Lin et al., 2005; E. Batlle, 2019).
El TNFR, ademads de bloquear la diferenciacidon de las células Thl, inhibe la proliferacion y las

funciones de las células T.

Los primeros estudios sobre esto, revelaron que durante la fase de preparacién, esta citocina
bloquea la produccién de IL-2, la cual es la responsable de la proliferacién de las células T CD4+

(Brabletz et al., 1993; E. Batlle, 2019).

Esto parece estar mediado por SMAD3 (Mckarns et al., 2004; ) junto con SMAD4 y el cofactor
TOB1 (Tzachanis et al., 2001). La respuesta citostatica y apoptoética de los linfocitos T al TGFR, se
ha relacionado también con el control de varios componentes del ciclo celular como c-Myc,
p21Cipl y p27Kipl (Genester et al.,, 1999; Wolfraim et al., 2004). Experimentos in vivo con
ratones modificados genéticamente, revelaron que la alteracién principal de las células T CD4+ y
CD8+, deficientes en TGFBR2, es una activacion mejorada del TCR a una respuesta antigénica
débil y ademds exhiben funciones y fenotipos efectores también mejorados, como es la
expresion del receptor KLRG1 y la produccidn de granzima B e INFy (Sledziriska et al., 2003; Zhang

y Bevan, 2012). En cuanto a la accién del TGFR sobre los linfocitos T CD8+, inhibe directamente su
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accion citotoxica (Thomas y Massagué, 2005). El mecanismo involucrado en esto es a través de
SMAD estimulados por TGFR, junto con el factor de transcripcion ATF1, reprimen los promotores
de los genes involucrados en la funcion citostatica de estos linfocitos, que son los de la granzima
B y los del INFy. Existe evidencia que un TME rico en TGFR, suprime la respuesta antitumoral de
los Thl. Utilizando modelos murinos transgénicos deficientes para TGFBR2 tanto en los linfocitos
T CD4+ como CD8+, se observd que eran resistentes a la formacién de tumores tras la inoculacidon
de lineas celulares cancerosas singénicas, este fendmeno se asocié con una gran expansioén de los

linfocitos T CD8+ reactivas a tumores (Gorelik y Flavell, 2001) (E. Batlle et al., 2019)

También se sabe que la regulacidn negativa de los factores de transcripcion T-bet y EOMES por el
TGFR, esta asociado con el fenotipo CD8+CD103+ (Mackay et al., 2015). El papel de este tipo
celular en cancer, ain no es bien conocido. Varios estudios han puesto de manifiesto que el TME
rico en TGFR favorece este fenotipo de linfocitos T y que su abundancia confiere buen prondstico
(Mami -Chouaib et al., 2018). Ademas, el tratamiento con inmunoterapia, refuerza su funcién
citostatica, lo que conduce a mejorar la respuesta inmune antitumoral (Edwards et al., 2018;

Mami- Chouaib et al., 2018) (E. Batlle et al., 2019).

Otro estudio, sin embargo, ha revelado que estas células CD8+CD103+ inducidas por TGFR
presentes en los nichos tumorales, se caracterizan por un fenotipo tolerogénico que facilita la

evasion inmunitaria (Gabriely et al., 2017).

También ha quedado demostrado que esta citocina regula negativamente la diferenciacién de las
células Th2, esto se debe a la inhibicidon por parte del TGFR del factor de transcripcion GATA3,
imprescindible en la diferenciacidon de estas células. También inhibe indirectamente a SOX4 que
se une directamente a GATA3 e inhibe su actividad transcripcional. Ademas, SOX4 inhibe la

produccién de IL-5 producida por las Th2 (Travis et al., 2015).
En la ultima década, la investigacidn ha destacado el papel del TGFR en la mejora de la respuesta

proinflamatoria de las células T, de ahi que sea importante en la induccién de las células Th17,

productoras de IL-17 y del factor de transcripcion RORyt. La induccidn de las células Th17 por el
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TGFR, requiere de la participacién de citocinas proinflamatorias, como IL-6 e IL-1, que pueden
tener funciones diferentes en la induccién de estas células. La IL-23, también es importante en
dicha induccién, de hecho la IL-6 ha demostrado que induce la expresion, tanto del receptor de la
IL-23 como de la IL-21, en las células T, mejorando esto la diferenciacion de las células Th17. La
importancia funcional del TGFR en la diferenciacion de las células Thl7 se ha demostrado en
modelos murinos, in vivo. Se ha observado que los ratones que carecen de TGFBR2 en los
linfocitos T, tienen un nimero reducido de células Th17 y estarian protegidos del desarrollo de
EAE, la inyeccion local de anticuerpos antagonistas del TGFR, también protege contra dicha
enfermedad, ya que la sobreexpresidn de esta citocina en las células T induciria un SNC inflamado

y por lo tanto una EAE grave.

Ha sido reportado, que ademds de TGFR1, la isoforma alternativa TGFR3, es crucial para la
induccion de su funcidn efectora, lo que sugiere que los efectos especificos de las isoformas
pueden ser importantes en la diferenciacion de estas células. Con todo esto, los mecanismos de
sefializacion de TGFR en la diferenciacién de las células Th17, son controvertidos, ya que no

queda aun claro la participacién de la sefializacion de SMAD.

Se requieren mas estudios para aclarar el papel de la sefializacion de SMAD en la induccion de las

células Th17 (Travis et al.,2015).

Otro subconjunto de linfocitos TCD4+ proinflamatorios inducidos por la accién del TGFR, son los
Th9, que secretan IL-9 y pueden provocar inflamacion. La induccién de estas células requieren
TGFR que actua sobre el factor de transcripcién PU.1, e IL-4. Se ha observado que la adicién de IL-
4 a cultivos in vitro, bloquea la induccidn de Treg mediada por el TGFR, a favor de la produccién
de IL-9. El TGFR también puede sesgar las células Th2 hacia un fenotipo Th9. Utilizando un modelo
de ratén reporter de IL-9, se observd que la mayor cantidad de IL-9 la producian las células de
linfocitos innatas, ILC2. Con estos datos se considera hacer mas estudios sobre el papel mediado

por el TGFR en la produccidén de IL-9 (Travis et al., 2015)

En cuanto a los Treg, el TGFR junto con la IL-2, dan lugar a un fenotipo supresor en células T
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virgenes ex vivo, al desencadenar la expresion de FOXP3, el factor de transcripcion principal de los
Treg (Chen et al., 2003 ; Fantini et al., 2004). De acuerdo con esto, la delecién génica de SMAD2 y
SMAD3, resultd en la pérdida de la regulacion positiva de FOXP3 por TGFR (Takimoto et al., 2010).
Los SMAD cooperan junto con el factor de transcripcion NFAT en la unidn a un elemento
regulador distal en el locus de FOXP3 (Tone et al., 2008). Examinando datos transcriptomicos de
melanoma y cancer de mama, se ha dilucidado que la expresién de FOXP3 se relacionan con los
niveles de TGFR (Ravi et al., 2018). También se ha puesto de manifiesto que un entorno rico en
TGFR, caracteristico de los tumores en etapas avanzadas , promueve la diferenciacion de las

células T en un fenotipo Treg (M. Liu et al., 2018).

Igualmente, el TGFB junto con la prostaglandina E2, desencadenan la diferenciacién de Thl7 a

Treg en tumores ( Downs-Canner et al., 2017).

Por el contrario, la inhibicidon de la sefializacion de TGFR y VEGF, reduce el nimero de Treg y

restaura la sensibilidad al tratamiento con anti-PD-1 y anti-CTLA4 (Courau et al., 2016).

Los Treg utilizan el TGFR para suprimir las respuestas inmunitarias antitumorales ( Chen et al.,
2005; Mempel et al., 2006). De hecho, los Treg transportan TGFR1 latente en su superficie, unido
por enlace disulfuro a una proteina transmembra, GARP, con esto parecen tener un fenotipo
supresor mejorado que se asemeja con respuestas antitumorales de las células T mas

deterioradas (Kalathil et al., 2013).

*CDs : Este tipo celular es central en la regulacidn de las respuestas inmunitarias mediadas por
Thly Treg, generadas a través de la sefalizacién del TGFR. Estas células son las mas importantes
en cuanto a la presentacién de antigenos y son claves en la inmunidad tumoral. El TGFR inhibe la
capacidad de presentacién de antigenos por estas células in vitro, al suprimir la expresién de
genes de MHCII (Nadan y Reiner 1997; Piskurich et al., 1998). Utilizando modelos tumorales, se ha
observado que las células cancerosas favorecen la secrecion de TGFR por parte de las células
dendriticas, lo que promueve la adquisicién de un fenotipo de Treg por parte de las células TCD4+

(Dumitrin et al., 2009; Ghiringhelli et al., 2005). Por lo que, el TME favorece la diferenciacion de
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las CD a un fenotipo inmunosupresor de célula mieloide inmadura con potentes funciones
inmunosupresoras, este cambio de fenotipo estd mediado por un regulador transcripcional, ID1,
componente de la via de sefializaciéon del TGFR (Papaspyridonos et al., 2015). La tolerancia
inmune de las CD estd mediado en parte, por la accién de moléculas inmunosupresoras como IDO
y la arginasa a través del TGFRB (Belladona et al., 2008; Pallota et al., 2011). En modelos de cancer
de mama y melanoma, la sefializacién de TGF8 media la evasién inmune regulando al alza IDO en
las CD plamocitoides y a la quimocina CCL22 en las CD mieloides, de manera que éstas CD facilitan

la infiltracion de Treg y favorecen un ambiente inmunosupresor (Hanks et al., 2013).

*NK: La seializacién de TGFR bloquea la funcidon de éstas células a multiples niveles. Silencia la

expresion de INFy y de TBET, inhibiendo asi la respuesta Th1 (Laouar et al., 2005; Yu et al., 2006).

Este mecanismo es contrarrestado por sefiales inflamatorias que disminuyen los niveles de

TGFBR2 y suprimen también la sefializacién de SMAD en éstas células (Yu et al., 2006).

El TGFR silencia la expresion de dos receptores de superficie de las células NK, NKG2D y NKp30,
involucrados en el reconocimiento de células transformadas en malignas (Castriconi et al., 2003).
De hecho se ha observado que existe una correlacién inversa entre los niveles de TGFR1 y de
NKG2D en cancer de pulmén, en colorrectal y glioblastomas (Crane et al., 2010; Lee et al., 2004).
Ademas los niveles de DAP12, un adaptador de varios receptores citotoxicos, incluido NKG2D,

estan regulados negativamente por miR-183, inducido a su vez por TGFR (Donatelli et al., 2014).

Segun Cortez y colaboradores (2016), éstas células se caracterizan por ser pldsticas de ahi que
puedan cambiar de fenotipo en repuesta a TGFRB, independientemente de SMADA4. El andlisis de
modelos tumorales revelé que un TME rico en TGFR facilita la evasién inmune al favorecer la
diferenciacion de las células NK a células linfoide innatas tipo 1 (ILC1), que carecen de accidn

citotoxica (Gao et al., 2017).

*Macroéfagos: Estas células son unas de las principales en la produccion de TGFR, concretamente

por los macroéfagos asociados a tumor (TAM). Esta citocina interviene sobre el linaje de
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monocitos/macrofagos dependiendo del estado de diferenciacion y del contexto. Los primeros
estudios sobre esto evidenciaron que el TGFR, actia como quimioatrayente para los monocitos
en los sitios inflamados y regula positivamente las moléculas de adhesién que permiten la unién
de los monocitos a la ECM (Allen et al., 1990; Wahl et al., 1993). Un mecanismo similar a esto
puede ocurrir en tumores, por ejemplo en tumores de cancer de mama, estas células secretan
TGFR que a su vez regula al alza a CXCR4 en los monocitos, mientras que CXCL12 secretado por
los fibroblastos perivasculares atrae a estos monocitos a los nichos tumorales. Posteriormente los
monocitos se diferencian a macréfagos perivasculares y facilitan la extravasacidon de las células
tumorales al favorecer el paso a través de los vasos sanguineos (Arwert et al., 2018).

La senalizacidon de esta citocina en macrdéfagos, inhibe las respuestas antiinflamatorias mediadas
por el factor de transcripcion NF-kB, en esto también estdn implicados los SMAD inhibidores

como SMADG6 y SMAD 7.

El mecanismo implicado en esta funcién del TGFR es que promueve la degradacion de MYD88,
una proteina adaptadora utilizada por los receptores tipo Toll (TLR), excepto TLR3, que activa la
sefializacion NF-kB. SMADG6 induce la poliubiquitinacion de MYD88, a través del reclutamiento de
E3 ubiquitinas ligasas, SMURF1/2 en macréfagos peritoneales estimulados por TGFR (Lee et al.,
2011; Naiki et al., 2005). SMAD6 también secuestra la proteina Pellino-1, que es requerida por IL-

1R-TLR, para promover una respuesta inflamatoria (Choi et al., 2006).

TGFR1 suprime el fenotipo inflamatorio de los macréfagos mediante crosstalk con la via de
senalizacion del TNF, a través de SMAD7 que bloquea la actividad quinasa de TAK1 inducida por
el factor de necrosis tumoral (Hong et al., 2007). Estos mecanismos aun no han sido estudiados

formalmente en el contexto del cancer.

*Neutrdfilos: Representan alrededor del 80% de todos los leucocitos sanguineos y juegan un
papel clave en el control de las infecciones. Se sabe que los pacientes con cancer pulmén,
colorrectal y mama, tienen mayor nimero de neutrdfilos circulantes, asociado con un mal
prondstico de la enfermedad (Gentles et al., 2015; Templeton et al., 2014). Andlisis funcionales

en modelos tumorales, han revelado un papel importante de estas células durante la progresion
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tumoral (Coffelt et al., 2016). Paralelo al fendmeno de polarizacién de los TAM, los neutrofilos
asociados a tumor (TAN), adoptan caracteristicas antitumorales o protumorogénicas. En ratones
portadores de mesotelioma, el tratamiento con antagonistas del TGFR, refuerza el fenotipo
antitumoral de los TAN con actividad citolitica y expresion elevada de citocinas proinflamatorias

(Fridlender et al., 2009).

Existe controversia sobre si los TAN son neutréfilos maduros o por el contrario representan
células polimorfonucleares inmaduras. Estd bien establecido que la infeccidon crénica, la
inflamacidén o el cancer, inducen una estimulacidn persistente de la mielopoyesis que da como
resultado, células similares en morfologia a los neutréfilos y monocitos, pero con una potente
capacidad inmunosupresora sobre la respuesta inmunitaria (Coffelt et al., 2016; Gabrilovich

2017). Esto hace referencia a las células supresoras de origen mieloide (MDSC).

*MDSC: Se caracterizan por su infiltracion en tumores y por jugar un papel importante durante la
evasion inmunitaria del cancer. El 80% de ellas tienen un fenotipo polimorfonuclear (PMN-
MDSC), similar al de los neutrdfilos y pueden ser reconocidas por citometria de flujo mediante
marcadores de superficies caracteristicos de neutréfilos Cl1b+Ly6G+ (Coffelt et al., 2016;
Gabrilovich, 2017). La seinalizacion de TGFR en las MDSC favorece la progresién tumoral y por
tanto la metdstasis, en modelos animales. En modelos murinos con delecidon mieloide especifica
de TGFBR2, se observd que estos ratones, eran en gran medida resistentes a la formacién de
metdstasis tras el trasplante de lineas celulares singénicas de cancer de mama, pulmén y
melanoma. Este efecto se relaciond con niveles bajos de citocinas tipo 2 en MDSC y el aumento
de expresion de INFy por los linfocitos T CD8+, lo que hizo mejorar las respuestas antitumorales
(Pang et al.,2013). En este mismo estudio se pudo objetivar que el crecimiento del tumor
primario no se vio afectado por la pérdida de TGFBR2 en las células mieloides, lo que supuso un
papel especifico para las MDSC activadas por TGFR en el nicho metastdsico. En contrapartida a
los efectos promotores de tumores debido a la sefializaciéon de TGFR sobre neutréfilos y MDSC,
varios estudios han manifestado que la inhibicién de la via de sefializacién de esta citocina en
células tumorales, da como resultado el reclutamiento de células mieloides inmaduras y MDSC al

TME. En un modelo de ratén de cancer colorrectal invasivo generado al inactivar Apc y SMAD4 en
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el epitelio intestinal, mostré una fuerte infiltracion de células mieloides inmaduras CCR1+,
mediado por la regulacion positiva del quimioatrayente CCL9 (Kitamura et al., 2007). Ademas, en
este mismo estudio se objetivd que estas células mieloides inmaduras presentes en el TME
expresaban metaloproteasas de matriz que facilitan la invasién de las células tumorales

generando metastasis.

En un estudio llevado a cabo por el equipo de Cho-Rong Lee, probaron el efecto del TGFB en
combinaciéon con otras citocinas como la IL-6, IL-4, G-CSF sobre las MDSC, llegaron a la
conclusion, independientemente de la accién del resto de citocinas, que el TGFR aumenta la
poblacién de M-MDSC, en general y disminuye el de G-MDSC. También se observé que dicha
citocina aumentaba la expresion de moléculas inmunosupresoras generadas tanto por las M-

MDSC como por las G-MDSC.

Con todo esto, la accidn supresora de las MDSC sobre la proliferacién de los linfocitos T CD4+

también aumenté por accidn de esta citocina.

Es evidente que la respuesta inmunosupresora del TGFR permite la evasidn de la respuesta
inmune por parte de los tumores y por lo tanto se podria considerar a esta citocina como un
atractivo terapéutico en el contexto de la inmunomodulacién del cdncer (Li y Flavell, 2008)

(Figura 17).

96X



(@
™)) Macrdfago
\\_'__// Célula Tumoral €

Regulacidn = -

:::*:::idad ~_ (O
~.

CTL, células
citotdxicas,
mediadores citoliticos

(@ (@ @
l\\l‘— :"//J} \\}'_/ / L\ —d /
Eitotina_s Células Efectoras, -
inmunogénicas INF-gamma, —‘7

;

linfotoxina

Figura 17. Efectos pleiotropicos del TGFB en el sistema inmunitario. Cold Spring Harb Perspect Biol 2017
(Adaptada de J. Seoane y R.R. Gomis)

La actividad del TGFR1 sobre las células epiteliales de la glandula mamaria se conocié hacia 1987
por el grupo de Daniel y Silberstein, en un modelo murino demostraron que ésta citocina actua
sobre el crecimiento y morfogénesis de esta glandula. M3as tarde el grupo de Lippman, demostré
qgue TGFR1 lo producian las células tumorales de cancer de mama y ademads contribuia a la
hormono- resistencia de este tumor (Knabbe et al. 1987). Durante el desarrollo de la glandula
mamaria, el TGFR estromal actua como inhibidor de la proliferacion y morfogénesis. En el tejido
adulto, el TGFR del epitelio mamario regula la respuesta a las hormonas, como a estrégenos y

progesterona.

Las células epiteliales que expresan el receptor de estréogenos (ER) establecen una sefial
paracrina sobre aquellas que no lo expresan y TGFR actua restringiendo la proliferacién de

ambas.

La expresion aberrante del TGFR en cdncer de mama genera un comportamiento invasivo de la
célula tumoral a través de la transicidn epitelio-mesenquima. También favorece la angiogénesis y
vasculogénesis tumoral favoreciendo la expresidn de otras citocinas y reclutando células
mieloides supresoras. Niveles altos en plasma de esta citocina, se correlacionan con el estadio de

la enfermedad y se ha propuesto como predictor de respuesta a los tratamientos.
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2.5.1.4 VEGF/VEGFR: Factor de crecimiento endotelial vascular. EIl mas conocido es el VEGF-A.
Pertenece a una familia de proteinas que incluye a VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y PLGF (factor
de crecimiento placentario). Difieren en los patrones de expresion, en la especificidad por el
receptor y en sus funciones bioldgicas. VEGF-A tiene un papel principal en la angigénesis. VEGF-C y
VEGF-D estan principalmente implicados en la linfangiogénesis. En esta familia encontramos
diferentes variantes que surgen por splicing alternativo y también difieren en la especificidad por
el receptor y sus funciones (VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 y
VEGF206). VEGF165 (VEGF164 en ratdn) es la isoforma mas frecuentemente expresada en tejidos
y en tumores solidos. Se conocen tres receptores con actividad tirosina-kinasa, VEGFR 1 (de Vries
et al. 1992), también conocido como FLT1, VEGFR 2 (Terman et al.1992) conocido como FLK1 y
KDR y VEGFR 3, conocido como FLT4, todos se expresan en células endoteliales y ademas es

conocida su expresidon en algunos tumores, lo cual se relaciona con parametros clinicos.

La hipoxia es un importante regulador de la expresién de VEGF a través del factor inducible de
hipoxia (HIF). HIF y otros genes regulados por hipoxia, factores como EGF, PDGF y mutaciones
oncogénicas (vhl, Ras, Wnt-Kras) coordinan la expresion de VEGF y a su vez la sefializacién que
lleva a cabo VEGF (Sementa 2000).

La via canodnica de VEGF a través de VEGFR1/2, regula la actividad de varias quinasas que llevan a
cabo proliferacién celular, migracién, supervivencia y permeabilidad vascular durante la

vasculogénesis y la angiogénesis. Todo esto esta regulado a nivel molecular por la via Notch.

Las funciones del VEGF no sélo se limitan a la angiogénesis y a la permeabilidad vascular, si no que
se ha visto que afecta a las funciones de las células inmunes que forman parte del microambiente
tumoral. Ademas, los receptores VEGFR pueden afectar las funciones de los fibroblastos que
componen el estroma tumoral. Cabe destacar que la sefializacién autocrina y paracrina por parte
del VEGF en las células tumorales intervienen en la tumorogénesis, especialmente sobre las

células madre cancerosas independiente de la angiogénesis (H.L.Goel et al., 2013).

El VEGF expresado tanto en las células tumorales como en el estroma tumoral estimula la
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proliferacién y supervivencia de las células endoteliales lo que conlleva a la formacion de vasos

sanguineos estructuralmente anormales (Ferrara 2010, Jain 2003, Nagy et al. 2009).

El ARNm que codifica para el VEGF estd sobreexpresado en la mayoria de los tumores humanos y
estd relacionado con invasividad, densidad vascular, metdastasis, recurrencia y mal prondstico

(Kerbel 2008).

A nivel del sistema inmune el VEGF puede tener efecto directo sobre células dendriticas, linfocitos
T, linfocitos Treg y MDSC (Khan and Kerbel 2018). Puede afectar a la maduraciéon de los
progenitores mieloides impidiendo la diferenciacién de las células dendriticas a células
endoteliales y la activacién de los linfocitos T (Gabrilovich et al. 1998). También puede afectar a la
expresion de moléculas inmunoldgicas importantes en las células endoteliales como VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecula 1), la cual juega un papel importante en la adhesidn e infiltracion
de los linfocitos T en el tumor. Asimismo, VEGF parece incrementar la expresion de FASL,

favoreciendo la apoptosis de las células T en el lecho tumoral.

Tanto en modelos murinos como humanos (Wallin et al.2016) se ha visto que la inhibiciéon de VEGF
hace aumentar el nimero de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) (Hung et al. 2013; Shrimali et al.
2010). Y por el contrario, altos niveles de VEGF en el microambiente tumoral estimula la
proliferacién de Treg y MDSC ya que ambos expresan VEGFR (Hedge et al., 2018). El receptor
involucrado en el desarrollo de las MDSC es principalmente el VEGFR2. La accion del VEGF,
secretado por las células tumorales sobre las MDSC, es como quimioatrayente hacia el TME,
favoreciendo esto la formacidn de nuevos vasos sanguineos por el tumor y con ello la metastasis.
Favorece la salida de éstas células desde la médula ésea a sangre periférica. Asimismo, la unién del
VEGF a su receptor facilita genera mayor produccion de ROS, a través de la via JAK2/STAT3. Las
propias MDSC pueden generar VEGF creando asi un circuito de retroalimentacidon autocrina

positivo (E-K Vetsika, 2019).

En el contexto del cdncer de mama, el VEGF se ha visto que juega un papel muy relevante en la

progresidon y en el prondstico de la enfermedad. Estudios realizados en pacientes en estadios
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tempranos de la enfermedad, objetivan que una alta expresion de VEGF estd asociado a una baja
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. En tumores con sobreexpresion de
HER2 y en triple negativo hay una elevada expresién de VEGF que esta relacionada con una corta

supervivencia global (Brian D. Lehmann et al., 2014).
Por estos motivos, el eje VEGF/VEGFR ha sido propuesto como diana antiangiogénica, entre los

cuales el bloqueo de ligandos ha sido el mas estudiado (Ricardo H. Alvarez et al., 2011; Hira L. G. et

al., 2013; Elham F. et al., 2014).

2.5.2. Citocinas inflamatorias e inmunoreguladoras asociadas al cdncer de mama.

Las citocinas son moléculas de naturaleza peptidica secretadas por monocitos/macréfagos, DC,
células endoteliales, leucocitos y fibroblastos. Son de naturaleza soluble, tienen bajo peso
molecular y regulan la actividad celular a concentraciones muy bajas de nano o picomoles.
Intervienen en la respuesta inmune tras el estimulo antigénico, participando asi en las

respuestas de tipo Thly Th2 (Lépez-Martin JA et al., 2018).

2.5.2.1 Citocinas relacionadas con la respuesta tipo Thl

IL-2/IL-2R: proteina globular glicosilada formada por 4 hélices, compuesta por 153 aa 'y
con un peso molecular de 15.5 kDa. Cuando se descubrié por primera vez se le conocié como
factor de crecimiento de las células T (TCGF), ya que era un potente mitégeno y regulador del

crecimiento de las células T in vitro.

El receptor de la IL-2 puede ser monomérico, dimérico y trimérico y esta formado por tres
polipéptidos: antigeno Tac, ahora conocido como CD25 o cadena a del receptor IL-2, IL-2Ra, es
la forma monomérica del receptor y esta asociada a la membrana celular, aunque también

puede estar en forma soluble.

100X



Las formas diméricas de IL-2R integran a IL-2RR o CD122 y a la IL-2Ry, mas conocida como yc o
CD132. Y las formas triméricas estan formadas por CD25, CD122 y yc. Destacar que CD122
también forma parte de la IL-15R, mientras que yc es compartida también por IL-4, IL-7, IL-9,

IL15 e IL-21.

El descubrimiento tanto de la IL-2 como de su receptor, fueron fundamentales para destacar la
importancia de las citocinas secretadas para el control de la proliferacién y diferenciacion de las
células T. De hecho se observd que la pérdida de la cadena yc era la base molecular de la

enfermedad de inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X (XSCID).

Los receptores de la IL-2 se unen a GTPasas citosdlicas y a serinas/treoninas quinasas. Estos
receptores utilizan para su funcionamiento los miembros de la familia JAK, para inducir la
traduccion de sefales, la cadena IL-2RRB se une a JAK1, la cadena yc se une a JAK3 y esto da como
resultado la activacién JAK1/3. De esta forma, los inhibidores selectivos de JAK1 y/o JAK3

bloquean las respuestas proliferativas mediadas por la IL-2.

El descubrimiento de este eje de conexion IL-2/JAK condujo al conocimiento de que la IL-2
inducia fosforilacion de tirosina y unién al ADN de una proteina de alto peso molecular de la
familia del traductor de sefiales y activador de transcripcion STAT. Esos residuos de tirosina
estaban situados concretamente en el extremo C-terminal de las proteinas STAT5, STAT5A_Y694
y STAT5B_Y699. Ademas de la fosforilacidn de los restos de tirosina también se fosforilan restos
de serina inducido por la IL-2 para regular la funcidn transcripcional de STATS. Estos residuos de
serina son, STAT5 S127 y/o S128, pudiendo influir en la transcripcidon de dicha proteina. La IL-2
también puede regular a otras STAT e inducir fosforilacion de STAT3 en Y705 y S727 vy
fosforilacion en STAT1 en Y701 (Arenas-Ramirez N. et al., 2015; Sarah H. Ross et al., 2018).

La activaciéon de STATS5 estd mediada por JAK1 y JAK3 ya que éstas generan una serie de

fosforilaciones de restos de tirosina de la cadena IL-2RR, concretamente Y338, Y392 e Y510 en el

receptor humano, que en el receptor IL-2R[ en ratén se corresponde con Y341, Y395 e Y498. La
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fosforilacion concretamente de los restos de Y395 e Y498, permite el reclutamiento de factores
de transcripcién STAT5A y STATSB, a través de los dominios SH2, después de su fosforilacién las
proteinas STATS5 se disocian de la subunidad IL-2RR y forman dimeros a través de su dominio
SH2, lo que induce activacion transcripcional y la consiguiente translocacién al nuicleo. Estos
dimeros STAT se pueden unir a secuencias de ADN activadas por secuencias GAS (gamma
interferon activation site) para inducir la transcripcién. Estos dimeros STAT5 pueden formar a su
vez tetrdmeros a través de interacciones entre residuos 128, F81 y L82, en sus regiones N-
terminales. Los tetrdmeros STAT5 se unen a secuencias GAS separados por un conector de 6 a 22

nucledtidos.

Estudios mutacionales demuestran que los dimeros y tetrameros STAT5 son importantes para la

expresion génica inducida por IL-2.

La activacion de la via IL-2/STATS es clave para las acciones bioldgicas de la IL-2. Los procesos
transcripcionales mediados por STAT5 A/B han sido estudiados en ratones knockout y se ha visto
que si son deficientes en STAT5 A/B no generan linfocitos Treg , lo que demuestra el papel
crucial para el eje IL-2-JAK1/3-STAT5 en el desarrollo de los Treg. En humanos se ha visto
también que la pérdida de funcion de STATS5, esta asociada a la pérdida de Treg. Con esto queda
claro, que tanto STAT5A y STATSB son cruciales en la via de sefializacién de la IL-2. Se han hecho
analisis de los sitios de unién de STAT5 mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) en
linfocitos T CD4+ y han demostrado que varios factores de transcripcién esenciales son genes
diana directos de STAT5A y STAT5B, esto incluye a FOXP3, Tbx21 (T-bet), Maf y GATA3. Otros
genes a los que se une STATS5 son: 112ra, lirb2 e ll4ra. La IL-2 induce su expresidon, manteniendo
asi su propia sefializacion y hacer que las células T sean susceptibles a otras citocinas y promover

la diferenciacion de las células Th1ly Th2.

Otro gen diana de STAT5 es SOCS3 que codifica una proteina que regula negativamente la via de

sefializacion de la IL-2 (Arenas-Ramirez N. et al., 2015; Sarah H. Ross et al., 2018)

No todos los sitios de union de STATS estdn asociados a un aumento de la expresion génica ya
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qgue la unién al locus ll17a- 1117f es represiva e inhibe la transcripcion mediada por STAT3 del
gen I117 y por lo tanto suprime la diferenciacién de las células Th17. También se une al gen Bcl6
reprimiendo su expresion en lineas hematopoyéticas y en células T CD4+. Hay otros mecanismos
por los cuales STAT5 puede regular la expresidn génica en linfocitos T, como es el reclutamiento
de las ARN polimerasas |l, proteinas co-activadoras o depresoras o enzimas de remodelacién de

la cromatina, estos aun no han sido dilucidados.

Otra via clave en el mecanismo de sefalizacion de la IL-2, es la via Ras, mediada por SHC es
fosforilado en el residuo de tirosina Y317 (Y313 en ratdn) en respuesta a la activacion del
receptor de la IL-2. SHC fosforilado forma un complejo con el dominio SH2 del GRB2 que se une
a través de sus dominios en tandem SH3 a la proteina SOS de intercambio de nucleétidos de

guanina.

Este complejo cataliza el intercambio de GDP por GTP en Ras, permitiendo que Ras se acumule

en su estado unido a GTP y active la cascada de quinasas MAP Raf-ERK.

Otra serina/treonina quinasa importante para la traduccion de sefiales por activacion del
receptor de la IL-2, es la via m-TOR. La mTOR quinasa esta formada por complejos de quinasas
diferentes, m-TORC1 y m-TORC2. Las subunidades centrales de m-TORC1 son: m-TOR, RAPTOR y
m-LST8 y las de m-TORC2 son: m-TOR, RICTOR y m-LST8. La importancia del complejo m-TOR en
la biologia de las células T se pone de manifiesto con un inhibidor de m-TOR, la rapamicina que
actla como inmunosupresor de las células T. La diferenciacién de los linfocitos T CD4+ en células
Th1 es inhibida cuando la célula T carece de la m-TOR quinasa, RHEB y RICTOR lo que implica a
los dos complejos m-TORC1 y m-TORC2 en el desarrollo de los Thl. Las Th2 parecen depender de
la sefalizacion de m-TORC2 ya que las células T deficientes en RHEB fueron capaces de
diferenciarse en Th2, pero las células deficientes en m-TOR y RICTOR no. La IL-2 mediada por la
activacion de m-TORC1 esta involucrada en suprimir la diferenciacién de las células Tfh (Sara H.

Ross et al., 2018).

En los linfocitos T CD8+, la IL-2 induce la activacién de m-TORC1 que parece jugar un papel
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importante en la configuracidon del proteoma de los CTL, en el control metabdlico para generar
energia, ya que requiere una fuente constante de aminodcidos como leucina, glutamina vy
arginina. Participa como transportador de estos aminoacidos, la molécula SLC7A5, que es un
transportador de aminodacidos del sistema L, y que es considerado el transportador de leucina
regulado por IL-2 mas altamente expresado en los CTL. Ademas depende de la disponibilidad de
glucosa. Los CTL detectan los niveles de glucosa a través de una proteina quinasa activada por
AMP (AMPK). Si los niveles de glucosa suministrados a la célula T son limitados, se activa la
AMPK, esto desencadena una via de retroalimentacién negativa que disminuye la actividad de
m-TORC1 . De hecho si se pierde la sefializacién de m-TORC1, en los CTL disminuye la expresion
de los transportadores de glucosa, de las enzimas glucoliticas y por tanto disminuye la tasa de

glucdlisis, mientras se mantienen las vias de fosforilacidn oxidativa.

También, se requiere la accién de m-TORC1 para mantener la expresion de las  enzimas
implicadas en la sintesis de colesterol como la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa. Por otro
lado, la actividad de m-TORC1 puede suprimir algunas vias metabdlicas en los CTL, como es el

proceso de glutamindlisis (Sara H. Ross et al., 2018).

Otra funcion importante de m-TORC1 en los CTL, es controlar la expresion de moléculas efectoras
como las perforinas, granzimas e INFy. Un paso clave en la diferenciacion de los CTL efectores es
desactivar la expresion de los receptores de quimocinas y moléculas de adhesiéon como CD62L,
CCR7 y S1P1 que dirigen a las células T naives y de memoria hacia los 6érganos linfoides
secundarios. Esto es importante para promover que los CTL se dirijan hacia los tejidos periféricos
donde ejerzan su funcién que es la destruccion de células tumorales o células infectadas por
patdégenos. En el control de m-TORC1 sobre las funciones de los CTL interviene otra molécula que
es el factor de transcripcion HIFa, este forma un complejo con ARNT/HIF1R para regular la
expresién génica. HIFla controla una serie de genes regulados por m-TORC1, incluidos los
transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT3), genes implicados en la glucdlisis y el piruvato y el
gen que codifica para la perforina. La via de HIF1 es critica para que m-TORC1 reprima la

expresidn de las moléculas CD62, CCR7 y S1P1 en los ganglios linfaticos (Sara H. Ross et al., 2018).
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La IL-2 también estd implicada en el control de la via de senalizacion de PI3K en los CTL. Las
actividades de las serinas/treoninas quinasas que se unen a la PI(3,4,5)P3, juegan un papel
importante en la diferenciacion de los CTL. PDK1 controla la actividad de AKT en estos linfocitos a
través de la IL-2, PI(3,4,5)P3 facilita que PDK1 fosforile a AKT en T308, activandola. El eje
PI3K/AKT es clave para la diferenciaciéon de los linfocitos T efectores debido a la capacidad de
AKT para fosforilar y reprimir las actividades de otros factores de transcripcion como FOX01/3.
FOX01/3 regula el destino de los linfocitos T ya que por un lado induce la expresién de moléculas
linfoides y por otro reprime la expresién de moléculas efectoras de los CTL, dirigiendo asi la
diferenciacion de las células T CD8+ efectoras/ memoria, de ahi que la activacion del eje PI3K/AKT

sea fundamental para la diferenciacién de los linfocitos T efectores (Sara H. Ross et al., 2018).

La IL-2, es una citocina inmunomoduladora que permite la proliferacién de las poblaciones de
células T. Influye en la diferenciacidn de los linfocitos T efectores y es determinante en el destino
de éstos una vez que son activados por el antigeno. Los linfocitos CD4+ a/R se diferencian
después de la activaciéon inmune en subpoblaciones efectoras que se diferencian en la
produccién de citocinas, en la expresién de reguladores transcripcionales especificos y en los
requisitos de citocinas. Las células Th1l producen INFy y dependen de las sefiales de IL-12 con lo
cual estas células dependen de la expresion del receptor de IL-12R, que esta formado por IL-
12RR1 e IL-12RR2 y de la activacién de los factores de transcripciéon STAT4 y T-bet. Las células Th2
producen las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 y dependen de las sefales de la IL-4 y por lo tanto de la
expresion de su receptor, IL-4Ra y yc y de los factores de transcripcion STAT6 y GATA3. Las
células Th17 se caracterizan por llevar a cabo el control sobre las funciones de los neutrdfilos y
ademds actuan sobre la integridad de la barrera epitelial. Producen IL-17A, IL-17F e IL-22 y
dependen de las sefiales de la IL-6 junto con TNFR, IL-23 e IL-21. Estas sefiales activan a la via de
STAT3 vy al factor de transcripcion RORyt para promover la diferenciacion de las células Th17.
Finalmente, las células T foliculares (Tfh) apoyan la respuesta inmune mediada por los linfocitos
B y la formacién del centro germinal en el bazo. Estas células requieren IL-21 e IL-6 para su
desarrollo. El gen Bcl6 actia como regulador de la diferenciacion de los linfocitos Tfh (Sarah H.

Ross et al., 2018)
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La IL-2 tiene un papel fundamental en el destino de los linfocitos T CD4+ una vez son activados
por el antigeno. Por un lado, promueve la diferenciacion a Thl y Th2 y por otro, suprime la
diferenciacién a células Th17 y Tfh. Esta citocina controla el destino de los linfocitos T CD4+ a
través de receptores claves de citocinas, factores de transcripcion, reguladores de la cromatina y
citocinas efectoras. De esta manera, por ejemplo, la IL-2 induce la expresién de eomesodermina,
T-bet (Tbx21) y Blimp-1, mientras suprime a Bcl6 (Arenas-Ramirez N. et al., 2015; Sarah H. Ross et
al., 2018).

Ademas puede regular como las células pueden responder a otras citocinas proinflamatorias por
estimulacién de la expresion de las cadenas del receptor IL-12R, IL-12RR1 e IL-12R2 y del receptor

IL-4Ra y por otro lado suprime la expresién del receptor IL-6Ra y gp130 y del receptor IL-17R.

Sobre los linfocitos T CD8+ favorece sus funciones, ya que cuando estos se ponen en contacto
con el antigeno proliferan y se diferencian a linfocitos citotdxicos efectores (CTL) produciendo
citocinas proinflmatorias como INFy y adquieren la capacidad de matar a las células infectadas, la
IL-2 lo que hace es inducir la expresidon de INFy, TNFa y linfotoxina a y también de moléculas
citoliticas como la granzima B y la perforina, promoviendo asi la muerte celular ((Arenas-Ramirez

N. et al., 2015; Sarah H. Ross et al., 2018).

La IL-2 controla también el tamano de los CTLs mediante la regulacion de la absorcién de
aminodcidos y sintesis de proteinas. La mayoria de estas células mueren una vez eliminan al
patdégeno, sin embargo un nimero pequefio de ellos sobrevive como célula T de memoria, asi la
IL-2 controla el equilibrio entre células T efectoras y células T de memoria. Altos niveles de IL-2
conduce al fenotipo de linfocito T efector ya que promueve la expresién de moléculas efectoras
citoliticas y citocinas secretadas por los linfocitos T CD8+. En este caso induce la expresidon de
Blimp-1 mientras suprime la expresion de Bcl6, de la cadena a del IL-7Ra (CD127) y de la L-
selectina (CD62L). Por el contrario, dosis bajas de IL-2 dan lugar al fenotipo de memoria en las
células T CD8+ y a un fenotipo similar a Tfh o de memoria en las células T CD4+. Dosis bajas de IL-
2 favorecen la expresion de Bcl6, IL-7Ra y L-selectina, estas a su vez bloquean la expresion de

moléculas citoliticas permitiendo asi la maduracién de las células de memoria (Arenas-Ramirez N.
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et al., 2015; Sarah H. Ross et al., 2018).

Algunos estudios ponen de manifiesto el papel que juega la IL-2 y su receptor en la etiopatogenia

del cdncer de mama.

Ridings et al., realizaron un estudio inmunohistoquimico in vivo con muestras de carcinoma
ductal infiltrante y encontraron que la cadena R del receptor de la IL-2R se expresaba
mayoritariamente en este tipo tumoral y que sélo el 10% de las muestras eran positivas para la

expresion de la cadena a del receptor.

Garcia-Tuioén et al.,(2004), desarrollaron un estudio cuyo objetivo consistid en caracterizar el
patron de expresion de la IL-2 y de las tres cadenas del receptor (a,B y y) por inmunohistoquimica
en muestras quirurgicas de pacientes con carcinomas in situ y con tumores infiltrantes y elucidar
el papel de esta citocina en la progresidon y metastasis del cdncer de mama. Este estudio analizé
las muestras post-cirugia de 52 pacientes diagnosticadas de adenocarcinoma de mama. De estas,
17 desarrollaron carcinoma in situ (8 lobular y 9 ductal), 1 de estas 17 mujeres tenia ganglios
positivos al tiempo de la cirugia. El resto, 35 mujeres habian desarrollado carcinoma infiltrante
( 15 lobular y 20 ductal), 13 de estas 35, tenian ganglios positivos al tiempo de la cirugia. 7 de
estas 13 mujeres, desarrollaron metastasis a distancia entre 7-24 meses después de la cirugia.
Todas estas muestras post-cirugia fueron comparadas con biopsias de mama de 13 mujeres, las
cuales habian desarrollado lesiones fibroquisticas benignas. Los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

1. En los 3 grupos de muestras (lesiones fibroquisticas, tumores in situ y tumores
infiltrantes) por inmunotincidn, se observd que la IL-2 se expresaba en el citoplasma de
las células epiteliales, mientras que las tres cadenas del receptor IL-2R (o,B y y) se
expresaban tanto en la superficie celular como en el citoplasma. Aunque esa
inmunotincidon fue mas débil en las muestras benignas y mas intensa en ambos tipos

tumorales.
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2. Por inmunoreaccion vieron que la IL-2 se encontraba expresada en el 38.5% de las
lesiones  fibroquisticas, en el 41.2% de los tumores in situ y en el 82.9% de los

infiltrantes.

3. La inmunoreaccién a IL-2Ra estuvo presente en el 53.8% de las lesiones benignas, en
el 35% de los tumores in situ y en el 60% de los infiltrantes. La inmunotincidén en este
caso fue mas débil también en las lesiones fibroquisticas, mas intensa en las muestras in

situ y mucho mas intensa en los infiltrantes.

4. La inmunoreaccidon a IL-2RR fue observada en el 30.8% de las lesiones benignas
siendo muy débil la sefial en estas muestras. Mientras que en ambos grupos tumorales
fue mas intensa, se detectd en el 35.3% de los tumores in situ y en el 80% de los

infintrantes.

5. La inmunoreaccion a IL-2Ry se observo en el 46.1% de las muestras benignas. En este
caso la inmunotincidon fue mds intensa que en los dos casos anteriores. Se observd
también en el 41.2% de los tumores in situ, en los cuales la inmunotincidn fue mas
intensa. Y mucho mas intensidad se observd en los tumores infiltrantes y la

inmunoreaccién aparecié en el 80% de ellos.

6. En el grupo de pacientes con carcinoma infiltrante y ademds ganglios positivos (13
mujeres), 10 (76.8%) de ellas presentaron inmunoreaccidon positiva tanto para la IL-2
como para las tres cadenas del receptor. En el grupo sin afectacidon ganglionar, 22
mujeres, solo 10 de ellas (45.5%) presentaron inmunoreaccion a IL-2 y a las cadenas del

receptor.

Estudios inmunohistoquimicos realizados en muestras de tejido humano sano como mucosa oral

y células epiteliales de préstata, asi como en fibroblastos murinos, pusieron de manifiesto que la

IL-2 estaba involucrada en el control del equilibrio entre la proliferacion y la apoptosis. En estos

tejidos sanos se observd, que la expresién tanto de la IL-2 como de su receptor era muy débil.
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Estos datos estarian de acuerdo con los encontrados por el equipo de Garcia- Tufidén en las
lesiones fibroquisticas benignas de la mama. La alta expresién de la IL-2 y de IL-2R en células de
cancer de mama puede estar contribuyendo al desarrollo tumoral por aumento de la
proliferacién y/o inhibiendo la apoptosis, junto con otros factores anti-apoptdticos como los
productos generados por la familia de la que forma parte el gen Bcl6, como ocurre en otros

tumores.

De esta forma, Lelle y colaboradores pusieron de manifiesto que el indice de proliferacion

aumentaba de la lesion benigna de la mama a la lesién tumoral.

Reicher y colaboradores encontraron en lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza y
cuello que cuando se encontraban en las fases Go, G1 y S del ciclo celular se mostraba una
expresién yuxtanuclear de la IL-2 y cuando se encontraban en fase G2 y mitosis la localizacién era
citoplasmdtica. Azzarone y colaboradores encontraron esto mismo en varias lineas celulares de

cancer de mama.

La expresidn de la IL-2 y de IL-2R es mayor en los tumores infiltrantes que en los in situ, esto pone
de manifiesto el papel que tiene la IL-2 en el proceso de proliferacion tumoral y de ahi que los
tumores infiltrantes sean mds agresivos que los in situ. En este contexto, Querzoli y
colaboradores pusieron de manifiesto que los tumores infiltrantes tenian un indice de

proliferacién mas alto que los in situ.

Por estudios de inmunofluorescencia, Ridings y colaboradores mostraron que en el carcinoma
ductal infiltrante se expresaba mayoritariamente IL-2RR y en menor medida IL-2Ra. Garcia-Tufion
et al., encontraron que los tumores infiltrantes expresaban un 80% de la cadena Ry de la y y un
60% de la a. IL-2RB y IL-2Ry son necesarias para la forma activa del receptor por lo tanto con esto
demostraron que los tumores infiltrantes expresaban receptores funcionales que respondian a la
estimulacién por la IL-2. Y también en este tipo tumoral se observa expresién de la cadena a con

alta afinidad por la IL-2 .
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Los datos proporcionados por todos estos estudios sugieren que el desarrollo del cancer de
mama se asocia a una alta expresién de la IL-2 y de las tres cadenas de su receptor y ademas esta

expresidn va asociada al grado de malignidad tumoral.

e INFY/INFyR : Los interferones juegan un papel muy importante en la comunicacion intracelular
durante la respuesta innata y adquirida, en la defensa contra las infecciones virales vy
bacterianas asi como en la vigilancia tumoral. Hay dos tipos de INFs, tipo | y tipo Il. Se
diferencian en su capacidad inmunomoduladora y en las propiedades moleculares de la

superficie celular.

Dentro de los de tipo | estan el INFa y 8 y la sefializacion se lleva a cabo a través del receptor
tipo I. El INFy es de tipo Il y es estructuralmente y funcionalmente diferente a los de tipo I. Se
caracteriza por tener su propio receptor formado por dos subunidades, INFyR1 e INFyR2. La
forma bioldgicamente activa del INFy es un dimero antiparalelo que interacciona con el
dominio extracelular del receptor INFyR1. Cuando se une el ligando se activa la subunidad
INFYR2 y se genera la transmisién de la sefal intracelular. Las tirosinas quinasas JAK1 y JAK2
fosforilan al receptor después de la union al ligando, credndose sitios de unidén para el
traductor y activador de la transcripcion STAT, concretamente STAT1. Esta fosforilacién
favorece la translocacion al nucleo de los homodimeros de STAT1 uniéndose a GAS ( del inglés
gamma activated sequence) en los promotores de los genes diana. Uno de los principales
genes de respuesta primaria activado por la via de sefializacién JAK/STAT activada por el INFy,
es el factor de transcripcion IRF1 (del inglés transcripcion factor interferon response factorl).
Este activa a otros genes de respuesta secundaria. La activacion de STAT1 estd regulada
negativamente por las fosfatasas, concretamente por la acetilacion de lisina a través de la
histona acetiltransferasa, lo que hace que salga del nucleo al citoplasma. La via INFy/JAK/STAT
estd regulada negativamente por un supresor como SOCS ya que bloquea la actividad de JAK.
La actividad transcripcional de STAT1 estd favorecida por otras quinasas como MAPK, PKC y
PI3K/AKT. Algunos trans-activadores independientes de STAT1 son activados por INFy como
STAT3, STATS5, AP1y NFkB.

Las funciones biolégicas del INFy contemplan, la regulacién inmune, la defensa contra infecciones

110X



viricas y bacterianas, apoptosis, inflamacién y respuesta inmune innata y adaptativa. Una de las
funciones principales de esta citocina es que regula positivamente a las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase | (MHCI) en la presentacion de antigenos a las células
presentadoras de antigenos. Regula también la diferenciacién y funcidn de otras células del
sistema inmune. Estd intimamente relacionada con la respuesta Thl mediante la diferenciacion,
activacion y homeostasis de las células T e inhibe el desarrollo de las células que participan en la
respuesta Th2, aunque se ha observado que promueve el desarrollo de los linfocitos Treg (M.

Raza Zaidi et al.,2011).

INFy activa macréfagos e induce la secrecion de citocinas, favoreciendo el reclutamiento de

células efectoras a los sitios de inflamacion.

Su actividad inmunomoduladora ha generado aplicaciones en enfermedades como Ia
enfermedad granulomatosa crénica, infecciones fungicas, enfermedades autoinmunes como la
artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus y en cancer. El
INFy participa en la vigilancia tumoral mejorando la inmunogenicidad de las células tumorales, a
través de sus efectos positivos sobre el MHCI. Esto se observd en melanoma y en
adenocarcinoma de pulmén donde se objetivan mutaciones en componentes de la via del INFy,
lo que planted la insensibilidad del tumor al INFy y su evasién de la vigilancia tumoral. La
vigilancia tumoral consiste en el reconocimiento y la eliminacion por parte de los linfocitos T
citotdxicos (CTL) de las células tumorales a través de las sefiales de quimocinas inducidas por la

accioén del INFy (M. Raza Zaidi et al., 2011).

Se le atribuye también al INFy un efecto pro-tumorigénico, Schreiber et al., la consideraron como

la molécula central de su modelo de “inmunoedicion del cancer”.

Este modelo contempla que la mayoria de las células tumorales son reconocidas por el Sl y son a

su vez eliminadas por éste, pero como es bien conocido esto no siempre ocurre asi, ya que se

cree que las células tumorales emplean estrategias para sobrevivir y quedarse en estado latente.
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Una serie de estudios con células tumorales de melanoma, han puesto de manifiesto los
mecanismos inmunosupresores del INFy ya que favorece el desarrollo de los Treg y suprime las
funciones de los CTL a través de la IDO (indolamina 2,3 dioxigenasa). La presencia de M-MDSC y
G-MDSC en el microambiente tumoral, dependientes del INFy suprimen la respuesta de los
linfocitos T. Ademads las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |, HLA-G y
HLA-E, estan reguladas por el INFy y estdn implicadas en la resistencia a la respuesta de los CTL y

de las NK lo cual facilita el escape inmune en variedad de tumores (M. Raza Zaidi et al., 2011).

El INFy esta involucrado en el desarrollo del cancer de mama. Hay estudios que han evaluado
tanto su expresién como la del INFy-AS1 (antisentido), un RNA largo no codificante (IncRNA)
localizado cerca del gen que codifica para el INFy que regula la expresién de éste . Los IncRNAs
son conocidos como reguladores principales de la expresidon de genes tanto en cancer como en

desoérdenes inmunoldgicos (Hajar Yaghoobi et al., 2018).

Si tenemos en cuenta el importante papel del Sl en el cdncer, estas moléculas regulan tanto
células inmunes como tumorales, de esta forma cobran importancia como biomarcadores
tumorales o como dianas terapéuticas. Los IncRNAs son considerados como puntos de control

fundamentales ya que participan en la expresion del INFy en las células Th1 (Hajar Y. et al.,2018).

El INFy participa tanto en la patégenesis del cancer de mama como en la respuesta a los
tratamientos. En un primer escenario se le reconoce su papel antitumoral a través de la
polarizaciéon y activacion de las células Thi, linfocitos T citotoxicos y células dendriticas. Sin
embargo, en ciertas condiciones favorece la progresién tumoral, esto parece ser que lo hace a

través de la regulacion negativa del MHCI o la sobreexpresion de PD-L1.

En un estudio desarrollado por Nakayama et al.,(2019) utilizando lineas celulares de cancer de
mama como MRK-nu-1, BT-549, MCF-7 y MDA-MB-231 y muestras quirdrgicas de 111 pacientes
con estadios II/1ll, se analizé la expresidén de p-STAT1 por IHC, en relacion a la expresiéon de PD-L1
y HLA clase | en linfocitos T CD8. Usando la base de datos, The Cancer Genome Atlas (TCGA),

analizaron la correlacidn de la firma del INFy con la expresién de PD-L1 en tejidos de carcinoma
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invasivo . Como resultado se observd que la via JAK/STAT a través del INFy estaba involucrada
principalmente en la expresidon de PD-L1 en la lineas celulares utilizadas. La IHC reveld que los
niveles de expresion de PD-L1 y los de HLA clase |, estaban significativamente aumentados en los
casos positivos de p-STAT1. Por lo tanto, el analisis TCGA indic6 que la expresidén PD-L1 y la firma
INFy tenian una correlacién positiva. Estos hallazgos sugieren que PD-L1 y HLA clase | se co-
expresan en células de cancer de mama p-STAT1 positivas inducidas por INFy secretado por las

células infiltrantes de tumores.

Ademas la expresion de p-STAT1 puede ser un potencial biomarcador para seleccidn de pacientes
que vayan a ser tratados con inmunoterapia, anti-PD1/anti-PD-L1. Por otro lado, la
sobreexpresion de genes relacionados con la via INFy/STAT1 se ha propuesto como biomarcador

de respuesta a quimioterapia en el subtipo ER negativo.

En la mayoria de los tumores de mama también se observa que el MHC-I estd metilado por la

DNA-metiltransferasa con lo cual esta suprimida su expresién en los linfocitos T CD8 citotéxicos.

Na Luo et al.,(2018) disefiaron un estudio con lineas celulares de cancer de mama, MCF-7 (ER+),
BT474 (HER2+), HCC1395 (triple negativo), y (claudin- low) BT549 y modelos murinos, donde
probaron el tratamiento con un inhibidor de la DNA-metiltransferasa, la guadecitabina, un agente
hipometilante, que aumenta la expresion del MHC-I en las células tumorales y promueve la
movilizacion de linfocitos T CD8+ al microambiente tumoral. Estos agentes inmunomoduladores
podrian estar implicados en la regulacion de la presentaciéon de antigenos clase | y potenciar la

respuesta de las células T CD8+.
Esto podria ser interesante para potenciar la inmunidad antitumoral y la respuesta a la inhibicion
del punto de control sobre todo en tumores de mama refractarios al tratamiento con

inmunoterapia.

Yaghoobi et al., (2018) evaluaron los niveles de transcripcién tanto del INFy como de INFy-AS1 en

tumor de mama y en tejido sano adyacente al tumor, encontrando una regulacion positiva de
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INFy-AS1 en el tejido tumoral comparado con el tejido sano. La expresion del INFy también fue
mas alta en tejido tumoral que en tejido sano, aunque no se encontré diferencias estadisticas.
Ademas encontraron que la expresion del INFy era mas alta en los tumores HER2 negativos que
en los HER2 positivos y también era mas alta en tumores de grado 1 que en los de grado 2. Estos
datos ponen de manifiesto la participacién de ambos en la patogénesis del cancer de mama,

aungque se necesitan mas estudios que afiancen esta idea.

Garcia-Tundn et al., evaluaron la expresiéon del INFy en lesiones fibroquisticas benignas, CDIS y
carcinoma infiltrante. Los datos obtenidos pusieron de manifiesto la alta expresiéon de esta
citocina en CDIS mas que en lesiones benignas y carcinoma infiltrante. Ademas también
obtuvieron mayor expresién en los tumores de grado 1 mds que en los de grado 2, por lo que
ante este hallazgo, este grupo propone que posiblemente la célula tumoral disminuya la
expresion de esta citocina para poder evadirse de la vigilancia del SI, ocurriendo mas
frecuentemente en los tumores HER2 negativo que en los HER2 postivos. Lo que no encontraron

fue asociacidn con el estatus del ER y PR.

El INFy participa en el desarrollo del cancer de mama a través de la regulacion de algunos genes.

A partir de aqui exiten varios estudios que lo ponen de manifiesto.

Khalkhali-Ellis et al., (2008) desarrollaron un estudio en el cual examinaron la participacion del
INFy en la regulacién de la expresion de genes en las células epiteliales mamarias.
Concretamente, fueron los genes Maspin, miembros de la superfamilia de inhibidores serinas
proteasas y Catepsina D (CatD) que pertenecen al grupo de las aspartil endopeptidasas
lisosomales. Las proteinas productos de estos genes participan en la regulacion de multitud de
funciones bioldgicas en los diferentes estadios del desarrollo y remodelacion del tejido mamario.
La expresién de Maspin esta regulada negativamente en cdncer de mama primario y se pierde en
el estadio metastasico. CatD es producido en exceso y ademas de forma aberrante en células de
cancer de mama. Las células epiteliales mamarias expresan el receptor del INFy y la traduccion de
sefales se hace a través de STAT1 esto parece ser que estd implicado en la disminucién del pH

vacuolar y estos cambios de pH parece que alteran la secrecién de CatD y a la vez incrementan
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los de Maspin. Este estudio pone de manifiesto que las células tumorales mamarias desprovistas
de Maspin son refractarias a las acciones del INFy con respecto a los cambios en el pH vacuolar y
CatD. Si se transfectan células tumorales de mama con Maspin, estas se sensibilizan al INFy, lo

cual podria tener nuevas implicaciones terapéuticas ( Junho K. Et al., 2020).

Otro genes regulados por el INFy en cancer de mama es p63 y la isoforma A133p53. La familia
TP53 consta de tres conjuntos de genes, TP53, TP63 y TP73, los cuales expresan multiples
variantes de RNA e isoformas de proteinas. TP53 se encuentra mutado en el 25-30% de los
tumores mamarios. La mayor prevalencia de la mutaciéon en TP53 se da en el subtipo TNBC si lo

comparamos con otros subtipos ( Mehta et al., 2018).

Mehta et al.,(2018) investigaron la asociacidn entre las mutaciones de TP53, la expresion de las
isoformas de TP53 y la expresion de otros genes de la familia, en cuatro subgrupos diferentes
segun el estatus de ER y el estatus de mutacién de TP53, esto se analizé utilizando herramientas
de bioinformatica. Se identificaron las vias de sefializacion asociadas a la expresién de TP53 y sus

miembros.

Los resultados mostraron que la via del INFy aparecia sobreexpresada y asociada con el RNA TP63
en tumores wild type TP53 (wtTP53), ER negativo. Y el RNA A133TP53 se asocid a tumores
mutantes TP53 (mTP53) y ER positivo.

Parece ser que los tumores con baja expresién de INFy se asociaron con pacientes de peor

prondstico, independientemente del subtipo.
Estos datos ponen de manifiesto que diferentes miembros de |la familia TP53 pueden impulsar la
transcripcién de genes involucrados en la sefializacion del INFy en diferentes subtipos de cancer

de mama.

Otras moléculas involucradas en la patogenia del cancer de mama a través del INFy, son los

factores reguladores del interferon, tanto el IRF1 y el IRF2. Ambos son factores de transcripcidn
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gue participan en la via de traduccidon de sefiales del INFy, con funciones opuestas. Hay trabajos
realizados tanto en modelos tumorales murinos como humanos que ponen de manifiesto que el
IRF1 es un supresor de tumores mientras que el IRF2 tiene el efecto contrario, es oncogénico. Se
ha visto que las alteraciones en la expresidn tanto de IRF1 como IRF2 pueden ocurrir en tejido
tumoral mamario comparado con el tejido sano y entre los diferentes subtipos tumorales de

mama ( G.M. Doherty et al., 2001; Michaele J.A. et al., 2015).

Doherty et al., disefiaron un estudio con 33 pacientes con DCIS y 49 pacientes con carcinoma
ductal invasivo. Y de 31 de estas pacientes ademas estudiaron el tejido sano adyacente al tejido
tumoral. Los resultados obtenidos por IHC fueron que IRF1 se expresaba mayoritariamente en el
tejido sano y no habia expresion de IRF2. Las pacientes con DCIS de alto grado y carcinoma

invasivo con ganglios positivos tenian menos expresion de IRF1 que el tejido sano y mds de IRF2.

Estos datos determinaron que la expresiéon de IRF1 y 2 esta alterada en cancer de mama

comparado con el tejido sano.

La pérdida de expresion de IRF1 y la sobreexpresion de IRF2 esta relacionada con la activacion
oncogénica, esto apoyaria la hipotesis que esta via esta involucrada en la patogénesis del cancer
de mama y que podria tener implicaciones tanto en el prondstico como en el tratamiento.
Concluyeron con este estudio que la via INFy/JAK/STAT/IRF contribuye al desarrollo y progresion

de algunas neoplasias de mama.

Otro estudio llevado a cabo por John H Yim et al., demostré que el TNFa y el INFy inducian la
expresidon del IRF1 en células de cancer de mama y favorecia la muerte celular programada o
apoptosis, ya que el IRF1 aumenta la apoptosis mediada por el TNFa en dichas células. La ruta del

IRF1 involucra al factor de transcripcion NFkB.

TNFa e INFy disminuyen la presencia del NFkBp65 en el nucleo de las células tumorales

mamarias.
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Ademas la expresidon ectdpica de IRF1 en estas células cancerigenas daba como resultado la
escision de la caspasa 3, 7 y 8 inhibiendo asi la actividad de NF-kB y por lo tanto suprimiendo la
actividad de las moléculas que conforman esta via. Estos datos mostraron que IRF1 participa en
multiples redes de sefializacién, incluida la muerte celular intrinseca y extrinseca y regula
negativamente las moléculas participantes en la via NF-kB. Las lineas celulares de cdncer de
mama utilizadas para estos experimentos fueron MCF-10F, MDA-MB-468 y SK-BR-3 y de tejido
sano HMEpC (Carmen Ruiz-Ruiz et al., 2004)

Otra accién protumorogénica que tiene el INFy en cancer de mama ,es la produccién de ROS, que
conduce al estrés oxidativo celular (Cadwallader 2002), esto lo hace a través de la NADPH
oxidasa (NOX) (Lambeth 2004), por lo que puede modificar vias de sefializacién intracelular,

afectando tanto a quinasas como a fosfatasas (Trachootham et al. 2008; Sundaresan et al. 1995).

Las ROS son principalmente generadas por metabolismo oxidativo (Halliwell 1999) generando
moléculas altamente reactivas y téxicas (Buechter 1988). Las células cancerosas producen ROS en
altas cantidades a través de la cadena de transporte electrénica mitocondrial, del citocromo P450
y la mas importante la NADPH oxidasa (NOX). Desde que se conocen estas moléculas siempre han
estado asociadas al dafio celular. Actualmente, se les ha descrito como importantes reguladores
de la actividad y de la expresién de factores de transcripcién y proteinas involucrados en la
supervivencia celular y la respuesta al estrés (Trachootham et al.,2008). La sobreproduccion de
ROS y cambios en los niveles de sustancias antioxidantes intracelulares pueden conducir a
efectos patoldgicos y citotdxicos (Sesti et al.,2012). Si se mantiene la homeostasis de las especies
radicales del oxigeno a través de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, podremos
mantener el crecimiento celular normal y la supervivencia (Droge 2002). Lo que hace la célula
cancerosa es aumentar la produccién de ROS y disminuir su capacidad de eliminacién, con lo cual
esto ayuda al crecimiento tumoral (Toyokuni et al., 1995) y ademas por otro lado mantienen la
homeostasis celular activando enzimas de eliminacién de estas moléculas oxidantes (Pervaiz

2004).

Un estudio realizado por K. Zibara et al., 2016, utiliza la linea celular de cdncer de mama MCF-7 y
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se observa como ROS media la fosforilacion de Src inducida por el INFy a través de la via Raf/ERK.
El estudio consistio en tratar esta linea celular con INFy y observaron que aumentaba la
fosforilacién de STAT1, Src, Raf, AKT, ERK1/2 y p38 ,sobre todo aumentaba mas rapidamente la
de Src y Raf, involucradas en las primeras etapas de sefializacion del INFy. Si se inhibian las
quinasas de la familia Src daba como resultado una disminucidn significativa de la fosforilacion de

Raf y ERK1/2, pero no de p38 y AKT.

Por otro lado, observaron que el INFy favorecia la generacion de ROS, produciéndose
principalmente H202, mientras que utilizando un inhibidor de ROS, NAC ( N-acetil-L-cisteina)
inhibidor selectivo de la NADPH oxidasa (NOX1), esto provocaba una disminucion significativa de

la fosforilacién de AKT, ERK1/2, p38 y STAT1.

Por lo que ROS es un regulador positivo de la fosforilacién de AKT, ERK1/2, p38 y STAT1 y activa la
via de sefializacion de INFy en esta linea celular MCF-7. Esta via de sefializacion activa la
produccién de H202 que sigue la ruta Src/Raf/ERK en lugar de la ruta PI3K/AKT. En conclusién, al
aumentar la produccién de ROS esto puede dar lugar a modificaciones en las vias de sefializacion
intracelular y por ello podria participar en el desarrollo del cancer. Si se inhibe la produccién de
ROS a través de la via del INFy, esto podria ser una estrategia interesante para el tratamiento en

cancer de mama (Kazem Z.et al.,2017).

e IL-12: En un principio se identific6 como NKSF ( del inglés natural killer- stimulating factor) por
el grupo de Trinchieri en 1989 y por el grupo de Gately en 1990 como CLMF (del inglés cytotoxic

lymphocyte maturation factor), respectivamente.

Estd formada por dos subunidades, p40 y p35 e induce proliferacién de células NK y linfocitos Ty
produccién de citocinas, principalmente de INFy. También favorece la generacidon y actividad de
los linfocitos CTL a través de la activacién de STATA4. La IL-12 es esencial para la diferenciacién de
células Thl, lo cual es necesario para generar inmunidad celular tipo 1 frente al cdncer y las
infecciones. El INFy producido por la accion de la IL-12, aumenta la expresion de MHC de clase | y

[I, moléculas de adhesion como ICAM-1 y factores de transcripcion como Thox expresado en las
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células T (T-bet). Ademas, la IL-12 modula la actividad inmunosupresora de las MDSC inhibiendo

dicha actividad, por lo que pudiese tener implicaciones terapéuticas (Catherine E. S. et al., 2011).

Esta citocina induce también la produccién de quimocinas y monocinas antiangiogénicas,
favorecido esto a su vez por la accién del INFy, como la IP-10, CXCL10 vy la MIG, CXCL9, en las

células endoteliales.

Por todo ello, la produccion enddgena de INFy es necesaria para el efecto antitumoral de la IL-12

(Mingli X et al., 2010).

La familia de la IL-12 estd compuesta por citocinas heterodiméricas que incluyen ademas de la IL-
12 a las IL23 e IL-27 (Wojno et al.,2016). La IL-27 es estructural y funcionalmente similar a la IL-

12, ésta fue identificada por el grupo de Kastelein en 2002.

Esta formada por dos subunidades, la subunidad EBI3 y la subunidad IL-12p35. Activa a STAT1y
STAT3 a través de las subunidades del receptor IL-27R, WSX-1 y gp130, favoreciendo la
proliferacién de las células T CD4+ naives. La IL-27 promueve la diferenciacién temprana de las
células Thl a través de la regulacion positiva de ICAM-1 y T-bet y suprime la diferenciacion de
Th2 y Th17 y la produccidn de citocinas proinflamatorias. Un posible mecanismo supresor de esta
citocina se da a través de la IL-10, ademas la IL-27 junto con el TGF-R, favorecen la produccién de

IL-10 por los linfocitos Tr1.

La IL-27 se caracteriza por tener actividad antitumoral. Hisada et al. (2004), fueron los primeros
en evaluar la eficacia antitumoral de esta citocina y elucidaron que lo hacia a través de los
linfocitos CD8+, de las células NK y de los ADCC ( del inglés antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity), ademas vieron que era antiangiogénica, induciendo la produccién de quimocinas
como IP-10 y MIG y que suprimia directamente el crecimiento tumoral e inhibia la expresion de la
COX2 y que esto a su vez dependia de las caracteristicas individuales del tumor, es decir, si eran
tumores altamente inmunogénicos o poco inmunogénicos. Utilizando un modelo murino de

cancer de colon, transfectaron las células tumorales con un vector de expresion del gen de la IL-
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27 y demostraron la reduccién del tamafo tumoral, lo cual se vio que estaba mediado por los
linfocitos T CD8+, INFy y el factor de transcripcion T-bet. Sobre los linfocitos CD8+, la IL-27 induce
la expresidn de los factores de transcripcion T-bet y eomesodermina (EOMES), también conocida
como proteina cerebral T-box2 (Tbr2) y aumenta la generacién de CTL a través de la expresién de

moléculas efectoras como granzima B y perforina.

Existen diferencias en los mecanismos moleculares que inducen efectos antitumorales entre las
IL-12 e IL-27. Como se ha comentado anteriormente, la IL-27 utiliza varios mecanismos para
inducir sus efectos antitumorales dependiendo de las caracteristicas individuales de cada tumor.
En los tumores altamente inmundgenos que expresan MHC de clase |, la IL-27 actUa a través de

los CD8+.

Sin embargo, en los tumores pobremente inmundgenos, la falta de expresién del receptor IL-27R
le dificulta actuar a través de los linfocitos CD8+, esto también le dificulta la produccidn de INFy y
por lo tanto de regular la expresién de MHC clase I. En este caso su accidn antitumoral, la ejerce

a través de las células NK y de sus efectos antiangiogénicos.

Por el contrario, la IL-12 ejerce sus efectos antitumorales facilitando una alta produccién de INFy
por las células NK y los linfocitos T CD4+. Esto conduce a su vez a efectos téxicos a nivel
sistémico, de ahi que la utilizacion de la IL-12 en clinica sea limitado. En este sentido, la IL-27 es
mucho menos téxica, ya que tiene menos capacidad para producir INFy por las células NK, por

ello, la IL-27 puede ser candidata a ser aplicada en inmunoterapia contra el cancer.

El otro componente de la familia de la IL-12, es la /L-23, que fue identificada por el grupo de
Kastelin en el afo 2000. Se compone de dos subunidades la IL-23p19 y la IL-12p40. Esta citocina
activa STAT3 y actua preferentemente sobre los linfocitos T CD4+ memoria induciendo su
proliferancién y produccién de citocinas IL-17 e IL-22. Se considera que la funcidn fisioldgica de
la IL-23 es s6lo expandir y mantener las células inflamatorias Th17 y favorecer la produccion de

TGFR e IL-6, necesarios para la diferenciacidén de dichas células.
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A diferencia de las otras dos citocinas de la misma familia, la IL-23, tiene efecto pro-
tumorogénico. Utilizando modelos murino deficientes en IL-12 e IL-23, se observdé que la
deficiencia en IL-12 aumentaba la incidencia y el crecimiento rapido del tumor. Por otro lado, un
nivel bajo de IL-23 o del IL-23R, no sdlo reducia la incidencia tumoral sino que también reducia el
crecimiento tumoral. En el microambiente tumoral, la IL-23, no sdlo favorece caracteristicas
inflamatorias a través de las MMP, la angiogénesis e infiltracion de macréfagos, sino también

reduce la vigilancia inmune antitumoral suprimiendo la presencia de los linfocitos T CD8+.

Cabe destacar que en la mayoria de los tumores se sobreexpresa IL-23P19 y IL-12p40, pero no IL-
12p35. Este efecto protumoral también lo ejerce a través de la activacién de la via STAT3,

presente en numerosos tipos tumorales.

Esta activacion favorece la proliferacion de las células tumorales al ejercer efectos
antiapoptoéticos, mediados por la desregulacién de p53 y por inducir factores que conducen a la
angiogénesis y metastasis, como el VEGF y las MMPs. Ademas favorece la produccion de
citocinas inmunosupresoras como la IL-10. En los TAMs la expresién de la IL-23 estd mediada por
STAT3 por activacidn transcripcional directa del gen IL-23p19 junto con NF-kB/RelA (p65). De
otra parte, STAT3 inhibe la activacidn del gen IL-12p35 dependiente de NF-kB/c-Rel en DC, esto
posiblemente se deba a que la induccién de STAT3 sea dependiente de un supresor
transcripcional ETS, concretamente ETV3 y de un correpresor de la familia helicasa SBNO2 (del
inglés strawberry notch homolog 2). Por lo tanto, STAT3 promueve la respuesta inmune
protumoral mediada por la IL-23, mientras inhibe la inmunidad antitumoral dependiente de la IL-

12 (Mingli X.et al., 2010).

° TNFa: La historia de esta citocina estda ampliamente relacionada con el desarrollo de la
inmunoterapia tumoral (S.F.Josephs et al.,2018). A principios de 1900, el médico William Coley
observé que varios de sus pacientes con cancer entraban en remisidon después de haber sufrido
infecciones bacterianas. A partir de aqui desarrollé varios experimentos que consistieron en
emular infecciones bacterianas administrando combinacion de patdgenos a estos pacientes.

Una de estas mezclas estaba compuesta por Streptococcus pyogenes y Serratia marcescens, a
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lo que se conocié como la “toxina de Coley”. En 1960 se empezaron a estudiar los mecanismos
moleculares por los cuales Serratia marcescens inducia regresion tumoral, observandose que
aparecia una sustancia que era la responsable de ello. Y es en 1975 cuando se le da el nombre
de factor de necrosis tumoral, por inducir necrosis hemorragica en tumores a altas
concentraciones. M3s tarde se vio que estaba involucrado en una gran cantidad de procesos

celulares (Remco van Horssen et al., 2006).

El TNFa es expresado por macréfagos, monocitos, NK, linfocitos T, neutrdéfilos y mastocitos y
también por células no inmunes como fibroblastos, células endoteliales, miocitos cardiacos y

neuronas (Amit K. Menta et al.,2018).

Su expresidn es inducida transcripcionalmente por NF-kB, c-Jun, AP1 y por el NFAT. El gen que
codifica para el TNFa se encuentra localizado en humanos en el cromosoma 6, cerca de los genes
que codifican para el CMH. El gen se caracteriza por tener 4 exones y 3 intrones, la mayoria de
los productos estan codificados en el dltimo exdn, mientras que los primeros contienen la
informacién de la secuencia del péptido lider. Esta citocina es sintetizada como una proteina de
membrana de tipo |l con un peso molecular de 26 kDa que forma un homodimero que se conoce
como TNFa transmembrana (tmTNFa), el cual puede funcionar como receptor o como ligando y
unirse al receptor tipo Il (TNFR2). El tmTNFa en la superficie celular puede unirse a receptores en
la célula diana y modular sus respuestas tanto fisioldgicas como patoldgicas. En este caso
participa en la defensa del huésped, regulando la actividad citotéxica celular y tumoral,
favoreciendo la secrecidon de las inmunoglobulinas por los linfocitos B, activacion de los linfocitos
Ty NKy estimulando a los monocitos para la produccién de citocinas , entre otras funciones.
Cuando actla como receptor se dice que “revierte la seial” al igual que otros miembros de la

superfamilia de TNFa, CD30L (CD153, TNFSF8), CD40L (CD154) y CD137L (4-1BBL, TNFSF9).

El tmTNFa tiene un extremo C-terminal externo y otro N-terminal citoplasmatico que se libera
por escision proteolitica a través de la enzima convertidora TNFa (TACE/ADAM17), dando un
producto activo y soluble, el sTNFa, con un peso molecular de 17 kDa. sTNFa, es un mondmero

gue puede formar homotrimeros de peso molecular 52kDa, con efecto autocrino, paracrino y
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endocrino. Tanto el tmTNFa como el sTNFa se unen a los receptores de membrana, al TNFa
receptor 1 (TNFR1/CD120a) de 55 kDa y al TNFR2/CD120b de 75 kDa. Esta unién genera su
trimerizacion que es requerida para reclutar proteinas de sefializacion al citoplasma que
activaran diferentes vias dependiendo de cual sea el receptor activado, el tipo de célula vy el
contexto celular en general. El TNFR1 y TNFR2 se caracterizan por la presencia de grupos de
cisteina y son clasificados como proteinas de membrana de tipo I. EIl dominio extracelular de
unién al ligando de cada receptor comparte sélo un 28% de homologia, esto explica el amplio

espectro de procesos que pueden controlar (S. Sethu et al., 2011).

Los dominios intracelulares de ambos receptores no tienen homologia y tampoco actividad
enzimatica, por lo que la sefalizacién se activa a través del reclutamiento de proteinas
adaptadoras citosodlicas. TNFR1 se expresa a bajos niveles en la mayoria de las células nucleadas
y puede ser activado por sTNFa como por tmTNFa. TNFR2 se expresa principalmente en
neuronas, oligodendrocitos, astrocitos, células endoteliales y subpoblaciones de linfocitos T,
entre otras. Requiere para activarse a tmTNFa. La traduccidon de sefiales a través del TNFR1
puede inducir efectos opuestos, ya que por un lado puede estimular la supervivencia celular y la
proliferacién y por otro favorecer la apoptosis y la muerte celular dependiendo de la intensidad
de la senal, esto se debe a que el TNFR1 se caracteriza por tener un dominio de muerte
citoplasmdtica que recluta a la proteina TRADD ( del inglés TNFR1- associated death domain
protein) y a la proteina TRAF2 ( del inglés TNFa Receptor Associated Factor 2). Esto a su vez
puede formar dos complejos, el complejo | responsable de activar la supervivencia a través de la
via de sefializacién mediada por JNK, NF-kB, AP-1 y MAPK. Y el complejo Il recluta a la proteina
FADD (del inglés Fas-associated protein with death domain), también conocida como MORT1 y a
pro-caspasas, lo cual genera la formacién de un complejo que genera apoptosis. A diferencia del
TNRF1, el TNRF2 participa principalmente en la activacion celular, migracion y proliferacion. Este
carece del dominio de muerte, pero puede reclutar a TRAF2 a través de TRAF1 (del inglés TNFa
Receptor Associated Factor 1) pudiendo activar la via candnica y no candnica de NF-kB. TNFR2
activa rutas comunes a TNFR1 como NF-kB, AP-1, INK y MAPK reclutando proteinas como RIP-1
(del inglés Receptor Interactin Protein) y TRADD a través de TRAF2, esto conlleva a la activacion

de la apoptosis y a la activacion de TNFR1 (George D. K.et al., 2016).
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Resumiendo, la via del TNFa esta formada por dos receptores que se pueden encontrar en forma
soluble o transmembrana y pueden activar cascadas de sefializacién intracelulares Unicas o bien
pueden converger dependiendo de las proteinas reclutadas. Ademas el TNFa también puede
estar en forma soluble y transmembrana lo que explica los diferentes procesos celulares en los

gue estd involucrado.

El TNFa juega un papel relevante en cancer ya que los mediadores de la inflamacion que
componen el microambiente tumoral generados por las células tumorales o las células
infiltrantes del tumor han sido considerados como un hallmark del cancer. Existen evidencias
gue tanto las citocinas pro-inflamatorias como los polimorfismos asociados a los genes que
codifican para éstas, estan asociados con la severidad tumoral. Mantovani y Balkwih, revisaron
esto y llegaron a la conclusion que tanto las células tumorales como las células inmunes que
secretaban citocinas inflamatorias eran detectadas en pacientes con cancer y que ademas
estaban asociadas a mal prondstico. Como se ha comentado anteriormente, el TNFa es uno de
los principales mediadores de la inflamacidn y se ha detectado en cdncer de ovario, mama,
endometrio, oral, pancreas, gastrico, hepatico, prostata, vejiga y colorrectal, asi como en
linfomas y leucemias. El TNFa parece ser un biomarcador importante de la progresion, invasion y
metdstasis tumoral y se propone como posible tratamiento de esta enfermedad (S. Niture et

al.,2019).

Analizando en profundidad el comportamiento de esta citocina en cdncer de mama, se ha
reportado que por un lado hay lineas celulares de cancer de mama donde el TNFa inhibe la
proliferacién favoreciendo la apoptosis y de otra parte, hay lineas celulares que son resistentes a
la apoptosis inducida por dicha citocina y que por lo tanto tienen una alta capacidad de
proliferacién, supervivencia y progresion. Esta diferencia parece que se debe a la expresion de
TNFR, de la familia de Bcl-2, de la activacidon de caspasas entre otros. Ha sido demostrado el
papel pro-metastasico del TNFa y su participacién en la EMT, ya que induce la expresién de
Twist-1 a través de la activacion de la via IKKB y NF-kB y la expresién de las MMP, concretamente

la MMP9. En un estudio con una cohorte de pacientes con cancer de mama inflamatorio, se
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encontrd la correlacion entre los niveles de TNFa producido por los linfocitos T en sangre

periférica y la deteccién de células tumorales circulantes que expresaban mediadores de la EMT.

Centrdndonos en la implicacion del TNFa por subtipos tumorales, el subtipo luminal, se

caracteriza por la presencia de ER y/o PR, alrededor de 2/3 de los tumores de mama expresan ER
para favorecer su crecimiento. Esta produccién de estrégenos se lleva a cabo principalmente en

los ovarios, musculos, higado, mama y tejido adiposo (Maria Florencia Mercogliano et al.,2020).

En mujeres premenopausicas la principal fuente de produccidon de estrégenos son los ovarios y
en posmenopausicas el tejido adiposo y el musculo. En cdncer de mama los niveles de esta
hormona son mas altos que en el tejido normal. El estradiol deriva de la testosterona,
convirténdose en los metabolitos estrona y sulfato de estradiol por accién de la enzima
aromatasa, de la 17R-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la estrona sulfatasa, respectivamente.
Algunas citocinas como TNFa, IL-6 y la prostaglandina PGE2, estimulan la accién de la aromatasa,
ya que se correlaciond los niveles de mRNA de |la aromatasa con los mRNA del TNFa, IL-6 y de la
COX2. Ademas se vié que el TNFa induce la expresidon del gen de la aromatasa a través de c-fos y

c-jun (Atul P.et al., 2001).

Frasor et al., pusieron de manifiesto que el tratamiento de células tumorales de cancer de mama
con TNFa y estradiol regulaban una serie de genes clinicamente relevantes ya que se podia
distinguir pacientes con pobre respuesta al tratamiento endocrino. Ademds ambas moléculas
juntas podian promover la supervivencia de las células tumorales y una progresién a un
inmunofenotipo mas agresivo. El TNFa favorece la proliferacion celular a través de la via
mediada por TNRF1, el cual activa a JNK y a PI3K/AKT, lo cual estimula a NF-kB, induciendo a la
ciclina D1. Y otra via es a través de p42/p44 MAPK mediada por TNFR1 y TNRF2, independiente
de NF-kB. Por tanto, esta citocina favorece el crecimiento tumoral, proliferacidn, supervivencia,

progresion y metastasis.

En el subtipo tumoral triple negativo, el TNFa es responsable de promover la motilidad, la

invasion celular y la EMT, induciendo a MMP9, AP1 y CDKNA1/p21. Se ha descrito que las vias
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p42/p44 MAPK y PI3K/AKT son criticas en la induccion de MMP9 y AP1 por el TNFa,
desencadenando esto la expresion de ZEB2, un regulador de la EMT en lineas celulares de TNBC.
Esta citocina activa la via inflamatoria IL-6/p-STAT3, favoreciendo la expresién de citocinas IL-6,
IL-8, CCL5 y TGFR, con lo que se expresan biomarcadores que favorecen la EMT, contribuyendo
a un fenotipo mas agresivo con un alto potencial metastasico. Otras moléculas involucradas en

la proliferacidon y metdstasis en TNBC, es MUC4 y FAK (PTK2).

Esto pone de manifiesto, que las vias PI3K/AKT y p42/p44 MAPK, juegan un papel importante en

la EMT e invasion celular en cdncer de mama. (Maria Florencia Mercogliano et. al., 2020).

En lineas celulares de cdncer de mama HER2 positivo, el TNFa activa a la proteina HER2
induciendo fosforilacion Tyr877 a través de c-Src dependiente de PKC, favorece la formacion del
heterodimero HER2/HER3 que activa la via PI3K/AKT, favoreciendo la proliferacion mediada por
NF-kB, induciendo la ciclina D1. El grupo de Mercogliano et al., demostré que la sobreexpresién
de TNFa en la linea celular de cdncer de mama HER2+, favorece la activacion de las vias AKT y
NF-kB. Esto confiere una alta capacidad de supervivencia, un mayor potencial de colonizacién,

incremento de la proliferacién, lo que genera un aumento del potencial de metastasis.

2.5.2.2 Citocinas inductoras de respuesta tipo Th2

e IL-6/IL-6R: Fue identificada por primera vez en 1986 como factor estimulante de linfocitos
B. Es también conocida como IFNR2, factor estimulante de hepatocitos y factor de

crecimiento del plasmocitoma/hibridoma.

Se caracteriza por ser una glicoproteina pequefia, compuesta por 185 aa y 25 kDa de peso
molecular. Es secretada tanto por células del sistema inmune como no inmune, incluyendo a los
linfocitos T y B, monocitos, células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, células mesangiales
y adipocitos. Ademas es secretada por células tumorales de varios tipos tumorales como cancer

de mama, prdstata, pulmdn, ovario, entre otras(Z. Culig et al., 2011). Interviene en procesos
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inmunes vy fisioldgicos como la generacidén de proteinas de fase aguda, inflamacion, respuesta

inmune antigeno-especifica, hematopoyesis y metabolismo celular.

El receptor de la IL-6 (IL-6R), lo expresan los linfocitos T, B, neutréfilos, monocitos y hepatocitos.

Hay dos tipos de receptores, uno es transmembrana (mIL-6R) y se expresa en la superficie
celular, tiene un pequefio dominio intracelular que no forma parte de la sefializacidon que se
genera después de la unién al ligando. También se conoce como IL-6a, gp180 o CD126. El otro es
soluble (sIL-6R) y se encuentra en circulacién, siendo generado de dos formas, una es por
splicing alternativo del mRNA del mIL-6R (10%) y la otra forma es a través de las proteinasas
ADAM10 y ADAM17 (90%). Este carece de dominios citoplasmaticos y transmembrana, pero

contiene dominios esenciales para la unién al ligando.

Tanto el mIL-6R como el sIL-6R no generan sefales intracelulares por ellos mismos, y necesitan
de la participacién de una proteina transmembrana que se conoce como glicoproteina 130
(gp130, IL6ST, IL6RR o CD130), con la que forman un complejo de baja afinidad formando
homodimeros y mediando asi la sefial intracelular. Esta proteina es expresada por varios tipos
celulares y participa en el desarrollo, crecimiento, supervivencia celular y homeostasis de los
tejidos. La forma soluble de ésta (sgp130) se genera por splicing alternativo. Esta presente en la

circulacion y se relaciona con la inflamacion y el cancer.

En la via de sefializacién de la IL-6 estan como intermediarios JAK y STAT3. La estimulacién de la
via IL-6/JAK/STAT3 en las células cancerosas modula la expresidon de genes que participan en la
proliferacién, supervivencia y transformacién celular.

Ras es otra molécula que induce la unidn de IL-6 con su receptor y puede hiperfosforilar y activar
la via de las MAPK. Esta a su vez activa varios factores de transcripcion involucrados en el
crecimiento celular, sintesis de inmunoglobulinas y generacién de proteinas de fase aguda.

Otra via de sefializacién inducida por la IL-6 es la de PI3K-PkB/AKT , que modula la expresidn de

genes de supervivencia celular. (Ali Masjedi et al., 2018)
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La participacion de la IL-6/IL-6R en cancer de mama esta muy estudiada y bien establecida. La

sobre-expresion esta asociada con un pobre prondstico y baja tasa de supervivencia en estas
pacientes. Ademas la via STAT3 estd activada en el 50% de los casos y la IL-6 es su principal

activador.

Varios tipos celulares que forman parte del microambiente tumoral como son las propias células
tumorales, macréfagos asociados a tumor (TAMs), células T helper (Th), MDSCs vy los fibroblastos
son considerados como la principal fuente de IL-6. En general las células tumorales utilizan la IL-6
como factor de crecimiento de forma autocrina. La capacidad de respuesta de las células
tumorales de mama a la IL-6, depende de la expresién de o no de receptores hormonales,

receptor de estrégenos y receptor de progesterona.

Las células tumorales hormono-sensibles responden mejor a la accion de la IL-6 que las
hormono-resistentes. Ademas, se sabe que las hormono-sensibles expresan el receptor sIL-6R y

las hormono-resistentes expresan el mIL-6R.

La IL-6 aumenta los niveles de estrégenos circulantes ya que activa enzimas que participan en su
metabolismo como |la aromatasa, estrona sulfatasa y la 17R- hidroxiesteroide deshidrogenasa. La
estrona sulfatasa esta sobre- expresada en cdncer de mama, por lo que hay mas sulfato de

estrégeno en circulacion que estrégeno, se comportaria este como un reservorio.

Se ha visto que en la linea celular MCF-7 que expresa receptor de estrégenos, la IL-6 actua de
mediadora en la conversion de estrona a estradiol por lo que esto puede explicar las altas

concentraciones de estradiol en el tejido mamario.

Se ha estudiado también la implicacién de los polimorfismos de la IL-6 en el riesgo de padecer
cancer de mama. Uno de ellos, es el polimorfismo de nucleétido simple (SNP), 174 G>C (rs
1800795). Otro polimorfismo es GG (rs1800795) implicado en la incidencia de metdstasis en
cancer de mama primario. Y por ultimo el polimorfismo rs1800797 AG o AA , relacionados con

baja supervivencia libre de enfermedad.
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El papel de la IL-6 en la metastasis tiene que ver con su participacion en la transicion epitelio-
mesenquima (EMT) favoreciendo el reclutamiento de las células mesenquimales hacia células

de cancer de mama.

Asimismo, la IL-6 favorece la metastasis a hueso por sobre-expresion de CXCR4 a través de

STAT3 y c-Jun.

En la linea celular MCF-7, la IL-6 induce el fenotipo EMT a través de la regulacidn positiva de N-
cadherina, Snail, Vimentina y Twist y regulacién negativa de E-cadherina. Ademas, el eje
IL-6/STAT3 facilita la angiogénesis por regulacidn positiva de VEGF, MMP9 y bFGF en las células

endoteliales asociadas al tumor, TAMs y las MDSCs.

Por ultimo algunos autores han mostrado que el gen de la anhidrasa carbdnica que proporciona
resistencia a la hipoxia (CA-IX) estd activado en cdncer de mama a través de la via
IL-6/Notch/JAG, lo que aumenta la capacidad de supervivencia de las células tumorales en
condiciones de hipoxia con lo que aumenta la invasividad de estas células ( Marta Lukaszewicz

et al., 2007; Ali Masjedi et al., 2018).

e IL-1ayR/IL-1R : La familia de la IL-1 estd compuesta por citocinas pro-inflamatorias como

la IL-1a, IL-1R8, receptor antagonista IL-1 (IL-1ra) y sus receptores. Hay dos receptores para
la IL-1 que se encuentran en la superficie celular, el IL-1RI (receptor tipo I) y el receptor IL-
1RII (receptor tipo Il). El IL-1RI es una proteina de 80 Kda cuyo dominio citoplasmatico esta
formado por 215 aa, es el Unico responsable de la sefializacidon intracelular tras la unién de
la IL-1. El IL-1RIl es una proteina de 60 Kda con un dominio citoplasmatico truncado de 29
aa, cuando la IL-1 se une a él evita la unién al receptor IL-1Rl y no se genera sefial

intracelular. A este receptor se le conoce cono “receptor trampa o cebo”.

Ambos receptores comparten similitud en sus dominios extracelulares que pertenecen a la

superfamilia de inmunoglobulinas, cada uno estd formado por tres dominios de IgG. Estos
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dominios extracelulares pueden encontrarse en forma soluble. Y sélo tienen un dominio
transmembrana y otro citoplasmdtico. Tanto la IL-1a como la IL-1R se unen con la misma
afinidad al receptor tipo I. La IL-1 ra se une tanto al receptor tipo | como al ll, pero no genera

respuesta, su funcién es antagonizar competitivamente los efectos inflamatorios de la IL-1.

Una de las caracteristicas mas interesante de esta citocina es que es la Unica citocina inhibidora,
gue al no inducir sefial de traduccidn intracelular, tiene una actividad regulada por sus niveles de
produccién, que a su vez estdn controlados por moléculas inhibidoras y activadoras. La
desregulacion entre los niveles de IL-1 e IL-1ra influye en la suceptibilidad a algunas
enfermedades como la sepsis, cancer, enfermedades metabdlicas y enfermedades autoinmunes.
Un aumento en los niveles de IL-1ra en circulacidn retrasa la produccion de IL-1 y esto a su vez
seria un mecanismo preventivo de respuesta inflamatoria excesiva y a largo plazo (Stéphane P.et

al.,2008).

La IL-1a se conoce también con el nombre de alarmina y estd presente en condiciones de
homeostasis, mediando las primeras fases de la inflamacién al activar rdpidamente una cascada
de varias citocinas y quimocinas. A diferencia de la IL-1a, la IL-18 no se encuentra en
condiciones de homeostasis, a ésta también se le conoce como el guardian de la inflamacién y
es principalmente secretada por monocitos, macréfagos, células dendriticas y por la células de

la microglia (Garlanda et al. 2013).

La sintesis de la IL-1R ocurre tras la estimulacién por los PAMPs (del inglés Pathogen-associated
molecular patterns) y la activacion se debe a estimulos secundarios como los DAMPs (del inglés
Damage-associated molecular patterns) en presencia de patégenos invasores y ante sefales de

peligro (Brough et al. 2011, Baroja-Mazo et al. 2014).

La IL-1R es procesada por el inflamasoma NLRP3 (del inglés NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3), el cual es un complejo de sefializacién constituido por multiples proteinas
intracelulares que se forman en el citosol a una respuesta inflamatoria inmune. La formacién del
inflamasoma permite activar a una proteasa inflamatoria, la caspasa-1, la cual inicia el proceso

de piroptesis que es una forma de muerte celular y un mecanismo efector de la inmunidad
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innata. Esto genera la escision y activacion de la IL-18 vy de la pro-IL-18. El complejo del
inflamosoma esta formado por el receptor NLR (del inglés Nod-like receptor), una proteina ASC

(del inglés Apoptosis-associated speck like protein) y la caspasa-1.

En la piroptesis junto con la caspasa-1, participan otro grupo de proteinas llamadas
Gasderminas D (GSDMD), su papel ha sido descrito recientemente y son las responsables de la
formacion de los poros durante el proceso de piroptesis para la secrecién de la IL-18 (Ding et al.
2016). Una vez liberada y activada la IL-18 se une a su receptor IL-1RIl lo que genera el
reclutamiento de IL-1RacP (del inglés IL-1R- associated protein) y la activacidon de los dominios
citosdlicos tipo Toll y tipo IL-1R lo que conlleva el reclutamiento de Myd88 (del inglés myeloid
differentiation primary response gene 88) y de IRAK4 ( del inglés interleukin-1 receptor
associated kinase-4). IRAK4 se autofosforila y a su vez favorece la fosforilacién de IRAK 1 y de

IRAK 2, esto favorece el reclutamiento de TRAF6 ( del inglés TNF receptor- associated factor).

IRAK1/2 y TRAF6 se disocian del complejo y activan a NFkB. NFkB en el nucleo actia como factor
de transcripcion de genes inflamatorios asi como de citocinas y moléculas pro-inflamatorias, IL-

6, IL-8, MCP-1 y de la COX2, inicidndose asi el proceso de la inflamacion (Weber et al.,2010).

Tanto la expresion como la distribucién de los miembros que componen la familia de la IL-1 han
sido bien estudiados en tejido tumoral de carcinoma de mama, ya que regulan la actividad

tumoral dentro del microambiente del tumor.

Se ha observado que los niveles de IL-1 estdn significativamente incrementados en tejido de
carcinoma ductal invasivo comparado con tejido sano. Esta involucrada en la invasién,
angiogénesis e inhibicidn de la apoptosis de las células tumorales. Ademas niveles altos de IL-18

se correlacionan con tumores de alto grado, muy invasivos y por lo tanto mds agresivos.

Los miembros de esta familia modulan la actividad hormonal de los estrégenos y sus receptores.
Los tumores con receptores de estréogenos negativos (ER-), son en los que se observan mayor
expresion de IL-1, son tumores mas agresivos , con mayor grado de invasividad y por lo tanto de

metastizar y estan asociados a peor prondstico.
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La IL-1 regula negativamente la expresion de los ER en lineas celulares de cancer de mama,
mientras que se ha observado que los niveles de IL-1ra regulan positivamente la expresion de
los ER, con lo que altos niveles de IL-1ra y bajos niveles de IL-1 esta asociado con buen
prondstico de la enfermedad. Un estudio Coreano demostrd que existe un polimorfismo raro en
el gen de la IL-1ra (IL-1RN"2) lo cual reduce el riesgo de padecer o desarrollar cancer de mama,
especialmente cuando esta asociado a un bajo Indice de Masa Corporal (IMC) (Stéphane P.et al.,

2008).

El hueso parece ser el sitio preferido para metastizar las células de cancer de mama,
principalmente las que expresan ER+. Cuando la célula tumoral migra al hueso, utiliza una serie
de mecanismos que controlan la interaccién entre diferentes tipos celulares como son los
osteoclastos, osteoblastos y células stem cells hematopoyéticas (HSC), alterando asi la
homeostasis del hueso, favoreciendo la supervivencia de la célula tumoral, su estado de latencia

o inactividad y su proliferacion (Mishra et al.,2011).

Durante el proceso de colonizacién se establecen intersecciones entre la célula tumoral que
expresa E-cadherina y la célula dsea, principalmente las osteogénicas que expresan N-cadherina
(Wang et al.2015) y también se crean interacciones entre CXCR4 de la célula tumoral y CXCL12
expresada por los osteoblastos, las stem cells mesenquimales (MSCs) y las células reticulares
adventicias (Sugiyama et al. 2006), intervienen en la migracion y en la adhesién de la células

tumorales al nicho 6seo metastasico.

Se ha descrito el papel de la molécula CXCL12 expresada en el tumor primario, que estd
implicada en la generacion de las metastasis 6rgano-especificas, ya que los fibroblastos
asociados a tumor que forman parte del microambiente del tumor primario, son capaces de
mimetizar el microambiante de la médula ésea por generar esta molécula, lo cual da lugar a
clonas celulares de cancer de mama que sobreexpresan Src, lo que favorece su supervivencia en

médula ésea (Zhang et al. 2013).

La IL-1B esta involucrada en la homeostasis dseas. Si se inhibe dicha citocina se previene la
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osteoclastogénesis y la osteoblatogénesis por lo que afecta tanto a la resorcién como a la
formacion de hueso (Nakamura & Jimi 2006; Ruscitti et al. 2015). Puede considerarse como un
buen biomarcador para predecir las pacientes con cancer de mama con mas riesgo de recaida en
hueso ya que esto se correlaciona con los altos niveles de expresién de esta citocina en el tumor

primario (Claudia Tulotta et al.,2018).

Si se inhibe a OPG en lineas celulares de cancer de mama, disminuye la invasién y metastasis al

hueso.

La IL-1R favorece la expresion de OPG via p38 y p42/22 de las MAPK. Se induce asi su secrecidn y
se favorece la infiltracién de macrofagos en el tumor primario. Esto explica el papel de la IL-18 y
de la OPG en la promocién de la metdstasis y la inflamacién en cdncer de mama.

OPG es una molécula que se expresa principalmente en los osteoblastos, es inhibidor natural de
la osteoclastogénesis a través de la inhibicién de RANKL/RANK (Boyce & Xing 2008, Le Pape et al.

2016; Clara Gomez-Aleza et al., 2020), lo que explica su efecto antitumoral en el hueso.

La IL-1B controla la invasiéon tumoral se ha observado en experimentos in vitro con la linea
celular MCF-7 de cancer de mama , esto puede ser debido a que esta citocina estimula la
produccién de la MMP-9 a través de la FAK ( Focal adhesion kinasa 1) y del proto-oncogen

tirosina-protein quinasa Src (Mon et al. 2017).

La IL-1 también estd involucrada en el proceso de la angiogénesis, uno de los hallmark del
cancer, ya que se considera un potente activador de las células endoteliales (EC). Concretamente
la IL-18 regula la sobreexpresién de VEGF y de su receptor en la EC. A través de IL-1RI puede
provocar la migracion de la EC y favorecer la formacidn de vasos por activacion de la p38-MAPK y

de la MAPK — activated protein kinase 2.
El microambiente tumoral juega un papel importante en la resistencia a farmacos

antiangiogénicos ya que las células inmunes que forman parte de él son una gran fuente de

moléculas angiogénicas.
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Se ha visto que la inhibiciéon de la IL-18 disminuye el reclutamiento de células inmunes al
microambiente del tumor y esto limita la produccién de sustancias pro-angiogénicas. La IL-1ra
inhibe la angiogénesis y por consiguiente la progresién tumoral. Por lo tanto, la inhibicién de la
via de senalizacion de la IL-1 en combinacidn con terapias antiangiogénicas, podria ser eficaz en

el tratamiento de la progresion tumoral (Voronov et al. 2003).

Como hemos visto anteriormente la via de sefializacion de la IL-18 esta fuertemente conectada
con el mecanismo de la inflamacién. Ademas la inflamacién juega un importante papel en el
proceso de progresiéon tumoral. El balance entre la IL-1R y la actividad de la [L-1ra es muy
importante en el control de la inflamacidén ya que la sobreexpresién de IL-18 o de la IL-1ra,
supone un aumento o una reduccién de la inflamacidon respectivamente. El microambiente
inmune del tumor juega un papel importante en el proceso inflamatorio. En modelos murinos
deficientes en IL-1R hay una disminucién del reclutamiento de MDSCs, por lo tanto disminuye el

desarrollo del tumor primario.

En otros modelos de ratones con IL-1ra no funcional se demuestra aumento del proceso
inflamatorio caracterizado por un rdpido reclutamiento de las MDSCs. Esto sugiere que la
inflamacion se asocia a la progresién tumoral por aumento de los mecanismos inmunosupresores

( Bunt et al. 2007).

Estudios in vitro han demostrado recientemente, que un co-cultivo de células de cdncer de mama
del tumor primario y monocitos, genera un incremento de moléculas pro-inflamatorias como IL-
1R, IL-8 y MMPs (Espinoza-Sanchez et al. 2017), esto hace pensar que la inflamacién junto con el
reclutamiento de células inmunes favorecen el desarrollo del tumor mamario en estadios

tempranos.

Es bien conocido que los efectos pro-inflamatorios de la IL-18 promueven la metastasis. En un
modelo in vivo de células de cancer de mama se observa que las células tumorales inducen
sistematicamente inflamacién por produccion de IL-18, lo cual estimula también la liberacidn de

IL-17 por parte de los linfocitos Tys. La IL-17 lleva a cabo la produccién de G-CSF que favorece la
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expansion y polarizacion de los neutroéfilos hacia células T CD8+ con fenotipo supresor a través de
la via de iNOS, favoreciendo esto un ambiente inmune inmunosupresor y con ello las metastasis a

distancia, principalmente a pulmdn y ganglios linfaticos (Coffelt et al. 2015).

Ademas, la IL-18 promueve la movilizacién de las MDSCs tanto en el tumor de mama primario

como en las metastasis (Karki et al. 2017).

Con todo esto se puede concluir, que inhibir la via de sefializacién de la IL-1B podria suponer una
nueva estrategia terapéutica, permitiendo por un lado bloquear la angiogénesis y por otro la
inflamacidon ambos procesos involucrados principalmente en metastasis dseas en cancer de

mama (l.Holen et al., 2016).

o IL-10/IL-10R.- Juega un papel muy relevante en la patologia del cancer de mama. Es una
citocina que se caracteriza por tener efectos pleiotrdpicos tanto en la inmunorregulacién como
en la inflamacién a través de las citocinas y células implicadas en la inmunidad humoral Th2,
linfocitos T reguladores y de los monocitos/macréfagos. Por otro lado, disminuye la expresion
de las citocinas que intervienen en la inmunidad celular Th1, antigenos del complejo mayor de

histocompatibilidad de clase Il (MHC II) y moléculas coestimuladoras de macréfagos.

Su baja expresidn se asocia con un pobre prondstico de la enfermedad.
El gen de la IL-10 estd localizado en el cromosoma 1 g31-32 y estd formado por cinco exones y
abarca alrededor de 4.7 kb (Namazi et al., 2018; Sheikhpour et al., 2017). La proteina codificada

por este gen tiene 160 aa y un peso molecular de 18 kDa y funciona como un dimero.

La via de sefializacidén de la I1L-10 se caracteriza por enviar sefiales a través de un complejo de

receptor transmembrana tetramérico compuesto por dos proteinas IL-10RA, también conocida
como IL-10R1 y dos proteinas IL-10RB, conocida como IL-10R2. Estos receptores pertenecen a
una familia de receptores de clase Il, formados por un dominio extracelular, transmembrana e
intracelular. El receptor IL-10RA tiene mas afinidad por la IL-10 que el IL-10RB. Cuando la IL-10 se

une al dominio extracelular de IL-10RA, conduce a la fosforilacion de JAK1 y TYK2. A su vez JAK1
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fosforila a STAT3, una vez fosforilada se trasloca al nucleo y activa la transcripcién de genes anti-
apoptdticos y de progresidon del ciclo celular. La expresién de la IL-10 se regula por el balance
entre STAT3 y un gen supresor de citocinas SOCS3 (suppressor of cytokine signaling-3). El

silenciamiento de STAT3 disminuye la expresién de IL-10.

La IL-10 humana tiene hasta un 73% de homologia con la murina. Es producida por los
macrofagos, linfocitos Ty células NK. Es una citocina inmuno-reguladora multifuncional ya que es
inmunosupresora y ademas tiene funciones antiangiogénicas, participando en la regulacién de la
respuesta inmune, infecciones, autoinmunidad, tolerancia al trasplante y en la tumorogénesis. Es
conocida también como factor inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF), al inhibir la sintesis de:
IL-1a, IL-1R, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18, TNFa, factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) en células T y macroéfagos, IFNy en las células T helper (Th) activadas y en
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Finalmente también, induce la

proliferacién de los mastocitos.

En estudios en modelos murinos se ha observado que la disminucién del nivel de IL-10, estd
asociado a un incremento de la IL-1, citocina pro-inflamatoria implicada en el crecimiento

tumoral (Elnaz S.et al., 2018).

La IL-10 colabora con la a2-macroglobulina formando un complejo. La a2-macroglobulina es una
glicoproteina homotetramérica que se encuentra en el plasma y en los espacios extracelulares

actuando como inhibidor de proteasas.

Se une de forma no covalente y transporta citocinas, incluida la IL-10, por lo tanto, la formacién
de este complejo incrementa las concentraciones de estas citocinas en sangre, aumentado su
vida media en plasma, ya que esta unién las protege de la proteolisis y facilita su reclutamiento
hacia los sitios inflamados donde induce su respuesta antiinflamatoria. La alteracién de estos

complejos promueve la inflamacién y el desarrollo tumoral.

En cancer de mama la IL-10 ejerce dos efectos contrapuestos, por un lado, es pro-apoptética y

por otro anti-apoptdtica. EIl ARNm de la IL-10 esta presente en el 50% de las muestras tumorales.
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También se observa una alta concentracién en el suero de pacientes comparada con la poblacién
sana y esto se asocia con un mal prondstico de la enfermedad ya que promueve la proliferacion y
metastasis e inhibe la funcion y proliferacién de los linfocitos T. Parece que la expresion de la IL-
10 por células tumorales metastasicas puede desregular la respuesta inflamatoria mediada por
células y ser un potente biomarcador de prediccién y prondstico en cancer. Esta involucrada en la
inmunosupresion a través de la sobreesxpresion de TNF, IL-1 e IL-12 y desregula la expresion de
moléculas co-estimuladoras superficiales como CD80 y CD86 en las células tumorales, evitando
ademas, que las APCs tengan acceso a los antigenos tumorales. Con todo esto, parece ser que los
factores que contribuyan a favorecer la produccién de IL-10 tienen un papel importante en el
desarrollo del cdncer de mama. Otro efecto pro-tumoral de la IL-10 es a través de la estimulacion
de TIMP (Tissue inhibitors of metalloproteinases) o inhibicién de la expresion de MMP (Matrix
metalloproteinase), esto afecta a la angiogénesis. Otros estudios ponen de manifiesto que esta
citocina promueve los efectos pro-inflamatorios incrementado la liberacién del IFNy y citocinas

inducidas por este como la IP-10 ( Interferon gamma-induced protein 10) (Elnaz S.et al.,2018).

Los TAM secretan grandes cantidades de IL-10 lo que induce resistencia a los tratamientos contra
el cancer de mama. El mecanismo de resistencia parece ir asociado a un incremento en la

expresiéon de BCL2 y a una desregulacién de la via STAT3 en la célula tumoral.

La familia de proteinas BCL2 regulan la via apoptética intrinseca y se dividen en dos grupos: anti-
apoptéticas Bcl-2-A1, Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1 y pro-apoptdticas Bad, Bak, Bax, Bid, Bim, Hrk,
Noxa y Puma. Entre ellas se dan interacciones complejas ya que regulan las decisiones de muerte
celular. La mama se caracteriza por tener una naturaleza muy dindmica donde se llevan a cabo
ciclos secuenciales de crecimiento y muerte celular para ello las proteinas Bcl-2 son esenciales en
su desarrollo y en el mantenimiento de la homeostasis. La desregulacion de este grupo de
proteinas puede impedir el desarrollo de varios puntos claves de esto pudiendo dar lugar a la
evasion de la muerte celular, un hallmark del cancer. Con estos datos, en el contexto del cancer
de mama, la desregulacién de este grupo de proteinas promueve la resistencia a los tratamientos
tanto de forma innata como adquirida. Estas proteinas estan involucradas tanto en el desarrollo
mamario como en la tumorigénesis y la resistencia a los tratamientos. Los TAMs median la

resistencia a los tratamientos a través de la via de sefalizacién formada por el eje
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IL-10/STAT3/BCL2, de manera que esto podria ser un target para nuevos tratamientos. Parece
qgue los TAMs interceden tanto en la quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia. La infiltracién
de macrdfagos inducida por la quimioterapia suprime la sintesis de la IL-12 por la células NK, lo
que hace a su vez inhibir la actividad de los linfocitos CD8+ y esto limitaria la eficacia del
tratamiento quimioterdpico. Los macréfagos son el grupo celular que expresan los niveles mas
altos de IL-10, entre los leucocitos infiltrantes de tumor, incluidos los linfocitos Treg, conocidos

por ser la fuente principal de IL-10 en modelos murinos (Elnaz S.et al., 2018).

Esta citocina se caracteriza por su polimorfismo genético ya que esto juega un papel muy
importante en el inicio y progresion del cancer de mama. Las variaciones genéticas que afectan a
la sintesis de la IL-10 determinan la suceptibilidad al cancer de mama. Varios polimorfismos de
nucledtido simple (SNP) han sido identificados en el promotor de la IL-10. Se han caracterizado
tres de estos SNP, en el nucledtido 1082 (rs1800896) hay un cambio de adenina (A) por guanina
(G), en el nucledtido 819 (rs1800871) se cambia timina (T) por citosina(C ) y en el nucleétido 592
(rs1800872) la sustitucién es de adenina (A) por citosina ( C). Estos polimorfismos determinan las

diferencias interindividuales de la IL-10.

Esto lo demuestran los estudios de Giordani et al., 2003 y Mansour Moghimi et al., (2018), entre

otros.

El mecanismo antitumoral de la IL-10 se asocia a la inhibicién de la angiogénesis a través de la
desregulacién del VEGF, IL-1R, IL-6, TNF-a y MMP-9 sintasa, todos ellos necesarios para llevar a
cabo este proceso. También es una potente estimuladora de los linfocitos B para la secrecion de
anticuerpos. IL-10 también inhibe el NF-kB, inhibiendo asi la respuesta pro-inflamatoria
temprana. Con estas funciones, la IL-10 en el tumor suprime su crecimiento y promueve la
respuesta inmune antitumoral a través de las CTLs antitumorales. La actividad antitumoral
también se le atribuye por la activacion de las células NK. En modelos animales se ha demostrado
que la IL-10 puede activar a las células NK y asi destruir a las células diana de manera dosis-
dependiente. Otras investigaciones indican que el efecto antitumoral se debe a la funcién de los
linfocitos T CD4+ y CD8+. Parece que la inhibicién de la respuesta inmune mediada por la IL-10

puede tener implicaciones importantes en inmunoterapia en cancer de mama (Elnaz S. et al.,
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2018).

° IL-4/IL4R.- En el tejido normal, la IL-4 se une al receptor IL-4Ra que se expresa en
linfocitos T y B, eosindfilos, macroéfagos, células endoteliales, fibroblastos de pulmdn, células

epiteliales bronquiales, MDSC y células del musculo liso.

Hay dos tipos de receptores para la IL-4 que controlan sus funciones fisioldgicas. Estdn
compuestos por dos subunidades proteicas que heterodimerizan al unirse la IL-4 al IL-4Ra. El
tipo | del receptor IL-4R se expresa predominantemente en células hematopoyéticas y estd
formado por la subunidad a (IL-4Ra) y la subunidad yc. El tipo Il se expresa en células no
hematopoyéticas y esta formado por las subunidades IL-13Ral e IL-4Ra. La mayoria de los
tejidos normales no expresan el receptor IL-4R tipo Il. Este se encuentra sobreexpresado en la
superficie de las células tumorales de algunos tumores sélidos como: carcinoma de células
renales, melanoma, carcinoma de mama, carcinoma de ovario, cancer de colon, en células del

sarcoma de Kaposi asociado al VIH y el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

Por esta razon se han ensayado moléculas dirigidas al tumor fusionadas con IL-4. La citotoxina IL-
4-PE38KDEL, es un ejemplo que ha sido ensayada en varios tipos tumorales incluido el carcinoma
de mama recurrente o metastasico, en cancer de rindn y cancer de pulmoén de células no

pequefias (Katherine V.B. et al., 2015).

Ruxolitinib, es un inhibidor de la via JAK1/2 por inhibicién de la fosforilacién de STAT6, fue
aprobado por la FDA para el tratamiento de la leucemia mieloide crénica, leucemia mieloide
aguda, carcinoma colorrectal, cadncer de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma de
pulmdn y cancer de mama. A diferencia del tipo | IL-4R, el tipo Il puede unirse y ser activado por
la IL-13, aunque se une con mayor afinidad la IL-4. Una de las funciones descritas en este sentido
es la senalizacion de la IL-13 por unidn al receptor tipo Il de la IL-4R en las células epiteliales de
las vias respiratorias que contribuye a la hiperreactividad de estas vias y a la secrecién de moco

en el asma (Katherine V.B.et al., 2015).
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Otra accion comun que llevan a cabo la IL-4 y la IL-13, ambas inducen la transcripcidon del gen de
la isomerasa tipo 1, la 3R-hidroxiesteroide-deshidrogenasa/A-5-4-isomerasa (38-HSD) la cual esta
involucrada en la sintesis de esteroides, tanto en lineas celulares de cancer de mama como en
tejido mamario sano. Se sabe que los esteroides sexuales juegan un papel muy importante en el
desarrollo y diferenciacién de la glandula mamaria normal y también en el desarrollo del cancer
de mama. Estos se sintetizan a partir de precursores derivados en la glandulas suprarrenales. Un
estudio realizado por Sébastien Gingras et al.,(1999), publicado en la revista Molecular
Endocrinology, documenta el potente efecto estimulante de estas citocinas en la actividad de la
3R-HSD en varias lineas celulares de cancer mama como ZR-75-1, T-47D, MCF-7, MDA-MB-231 y
en la linea celular de tejido mamario humano HMEC. Estas citocinas actdan sobre los precursores
en las glandulas suprarrenales que son la dehidroepiandrostendiona (DHEA) y el 5-DIOL para la
sintesis de 3R-HSD. Este estudio pone de manifiesto otra via a través de la cual tanto la IL-4 como

la IL-13 estan implicadas en el desarrollo del cancer de mama.
Hay datos que demuestran que la IL-4 es responsable de inducir crecimiento pro-metastasico en
células epiteliales con sobreexpresién en el microambiente tumoral de tumores como el de

mama, préstata, colon y pancreas.

La via de sefializacién IL-4/IL-4R se pone en funcionamiento cuando el ligando se une al receptor,

ya que el receptor por si sélo no tiene actividad quinasa.

Esa unidn activa a la familia de proteinas JAK que fosforilan a IL-4Ra y se crean sitios de
acoplamiento para otras proteinas de sefializacion. Es sabido que IL-4Ra, yc e IL-13Ral, activan a
JAK1, JAK3 y TyK2. JAK3 se acopla a la subunidad yc, aunque es posible que no tenga un papel
destacado en la sefializacion del receptor IL-4R tipo Il en céncer epitelial. Esto se observd en

cancer de colon donde la IL-4 induce la fosforilacién de JAK1, JAK2 y TyK2, pero no la de JAK3.

Hay dos vias principales activadas en células inmunes en respuesta a la accion de la IL-4, después

de la fosforilacion del receptor IL-4Ra a través de JAK.

1. Via insulin receptors substrate protein (IRS)/ PI3K/AKT.

140X



2. Via de traduccion de sefial JAK y activadora del factor de transcripcion 6 (STAT6). Una
vez que STAT6 es fosforilado por JAK se forman dimeros de STAT®6, se trasloca al nucleo e

inicia la transcripcion de genes asociados a IL-4/IL-13.

La IL-4 también activa a la via de m-TOR en los linfocitos T controlando asi su diferenciacion y
activa a la via ERK a través de IRK en varios tipos celulares no linfoides. Bankaitis y Fingleton han
demostrado que la IL-4 activa las vias AKT, ERK y m-TOR y que esto favorece la capacidad de
colonizacion de las células de cancer de mama murino in vitro, y que la expresion de IL-4Ra se
asocia con una mayor activacion de STAT6, AKT y ERK en tumores de mama que metastizan a

pulmon.

Hay datos que demuestran que la IL-4 es responsable de inducir crecimiento pro-metastasico en
células epiteliales y ademas se sobreespresa en el microambiente tumoral de tumores como el
de mama, préstata, colon y pancreas. Esta citocina actua sobre células inmunes que forman
parte del microambiente tumoral como los linfocitos T CD4+ y CD8+. Si se inhibe el IL-4/IL4R en
poblaciones linfoides pro-tumorales que expresan el receptor tipo | se ha visto que esto
proporciona beneficio clinico en pacientes con cancer metastasico. Si neutralizamos las acciones
de la IL-4 esto provoca una disminucion del crecimiento tumoral metastdsico en cancer de
mama, de la mama al pulmdn. Hay que tener en cuenta también que la inhibicion del eje IL-4/IL-
4R afectaria también a los procesos linfoides normales como la proliferacién de los linfocitos Ty
B, la diferenciacién de las células Th2 y las respuestas inflamatorias e inmunitarias (Katherine

V.B.et al., 2015).

Otras poblaciones de células inmunes que forman parte del microambiente tumoral y se activan
en respuesta a la IL-4 ya que expresan el receptor tipo Il, son los TAM y las MDSC. Las MDSC
tienen la particularidad que ellas mismas también pueden producir IL-4 y pueden responder
tanto de forma autocrina como paracrina. Los TAM y las MDSC promueven el crecimiento
tumoral, la angiogénesis y la metdstasis por supresion de la respuesta inmune antitumoral (D.

Laoui et. al., 2011).

Se estd trabajando en conseguir tratamientos selectivos, ya que las terapias actuales inhiben
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tanto la funcién del receptor tipo | de la IL-4 en las células hematopoyéticas como al receptor tipo
Il que se encuentra en células mieloides y en células no hematopoyéticas como las células de
cancer epitelial. Esto plantea la situacién de si una terapia dirigida al receptor tipo Il
exclusivamente, seria eficaz en tumores metastasicos y ademads limitaria la toxicidad sobre otros
grupos celulares como células inmunes que expresan el receptor tipo |, particularmente las
células linfoides. Dos estudios han demostrado que la activacién del eje de sefializacién IL-4/IL-4R

en células de cancer epitelial promueven el crecimiento tumoral metastasico.

Un primer estudio demostré que la neutralizacién sistémica de la IL-4 por un anticuerpo
monoclonal, reducia la carga tumoral pulmonar metastasica del cancer de mama en un modelo

murino.

Un estudio posterior demostré que la pérdida del receptor IL-4Ra en las células tumorales
conducia a una reduccién del crecimiento tumoral metastasico pulmonar mucho mayor en
comparacion con el bloqueo de la IL-4. Con estos datos se vislumbran los roles que juega la IL-4
en el sistema inmune y ademds de como promueve directamente la metastasis en cancer.
Aunque se necesitan mas estudios para entender la complicada interaccién celular entre las
células tumorales y las células del microambiente tumoral que expresan los receptores tipo | y
tipo Il, para el disefio efectivo de terapias anti- IL-4/IL-4R en el tratamiento del cancer (Katherine

V.B.et al., 2015).

e |IL-13/IL-13R: Es una citocina pleiotrépica que comparte propiedades tanto estructurales
como bioldgicas con la IL-4. El complejo receptor de la IL-13 estd formado por IL-13Ral e IL-

13Ra2, ambos con un peso molecular entre 55-70 Kda y con diferente afinidad por la IL-13.

Si establecemos una relacién funcional entre la IL-13 y el microambiente tumoral, esto ayuda a
comprender las diferentes vias de sefializacidn asociadas a la activacion del receptor. IL-13a1l se
une inicialmente a la IL-13 y luego a la IL-4Ra para que se establezca una sefial de traduccién
eficiente. La IL-13 induce la fosforilacion de las vias JAK2 y Tyk2 a través de IL-13Ral y de IL-4Rq,
ademas la fosforilacion de JAK2 se asocia a la IL-4Ra y la de Tyk2 a la IL-13Ral (Biswajit Roy et
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al.,2002).

Otras vias fosforiladas y activadas por esta citocina son STAT1a, STAT3, STAT5A/STAT5B y STAT6.
Otros mediadores de la tumorigénesis mediada por la IL-13, serian el factor de transcripcién AP-1
qgue depende de la induccién del TGFR, después de la unién a IL-13Ra2, como ocurre en

macroéfagos (P. Sinha et al.,2005).

Y el otro mediador es la 15-lipooxigenasa-1 (15-LOX-1), enzima que cataliza la oxidacién de los
acidos grasos como el acido araquiddnico y linoleico, que conducen a la activacién de PPARYy,
activando asi el mecanismo de apoptosis, esto se asociaria con la funcidn pro-apoptodtica de la IL-

13. Por este hecho también estd involucrada en la aterosclerosis (Miranda A.et al., 2012).

La via de sefializacién de la IL-13 va a través del receptor de la IL-4, IL-4Ral y de los receptores

IL-13Ral e IL-13Ra2. Se han detectado niveles altos de IL-13 en tumores de mama y en sangre
periférica de pacientes con cancer de pancreas, eséfago y gastrico. Estudios en cancer de mama,
describen que estos tumores estan infiltrados por linfocitos T CD4+ que secretan tanto INFy como
IL-13 (Caroline Aspord et al.,2007). Ademas los niveles de expresion de esta se correlacionaban
con el estatus del receptor de estrégenos y progesterona, parece ser que los niveles de expresién
de IL-13 estdn asociados a tumores de mama sin expresion del receptor de estrégenos y por
tanto mds agresivos. Nahida Srabovici et al.,(2011) plantearon un estudio donde el objetivo fue
investigar la presencia y expresiéon de la IL-13 en carcinoma ductal invasivo comparado con
mujeres que tenian diagndstico de tumores mamarios benignos. Ademas esto lo correlacionaron
con parametros anatomopatolégicos, como el tamafio tumoral, la afectacién ganglionar.
Observaron que los niveles de expresién de la IL-13 eran mas altos en las pacientes con cancer
mama y ganglios positivos, que en la poblacion con enfermedad benigna. Segun los resultados
generados por este estudio, la IL-13 estaba involucrada en la carcinogénesis del cancer de mama.
Estudios llevados a cabo por Formentini et al., y Barderas et al., ponen de manifiesto el papel que

juega la IL-13 y sus receptores en cancer colorrectal.

En estos estudios observaron que en muestras tumorales, la expresion del IL-13Ral no influia en
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la supervivencia y la expresion de la IL-13 no influyd en la aparicion de metastasis en glanglios
linfaticos. Ademas niveles bajos de expresion de la IL-13 se correlacionaban con un pobre
resultado en la supervivencia global, comparado con altos niveles de expresidén de dicha citocina,
lo contrario de lo que cabria esperar. Se observé también que una alta expresién de IL-13Ra2 en
pacientes con cancer de colon predice estadios avanzados de la enfermedad y por lo tanto mal

prondstico.

Estos resultados en cuanto a la expresién de la IL-13Ra2 se han observado también en un tumor
cerebral muy agresivo como es el glioblastoma multiforme (GBM) y en cancer de ovario.
Asimismo, el IL-13Ra2 se ha reportado como biomarcador de enfermedad en cancer de ovario.
En este sentido, una inmunotoxina especifica para este receptor en ratdn, fue estudiada y se vio
una disminucién importante de la carga tumoral y por lo tanto un aumento en la supervivencia

del animal.

Existe correlacién entre la expresién de IL-13Ra2 vy el desarrollo de metastasis en algunos tipos
tumorales. En un modelo ortoptdpico de cancer de ovario humano se observé que la IL-13Ra2 se
expresaba en tumores que metastizaban rapidamente a ganglios linfaticos y con ellos aumentaba
la mortalidad del raton. Ademas si se administraba de forma exdgena IL-13 también aumentaba
la mortalidad del animal, por lo tanto, el eje IL-13/IL-13Ra2 parece estar implicado en el aumento
de agresividad tumoral. Esto mismo se observé en un modelo murino de cancer de pancreas. Se
han realizado también trabajos en modelos murinos de cancer colorrectal donde se ha eliminado
el gen que expresa la IL-13Ra2, reduciendo asi la capacidad de metastizar a higado y aumentando

asi la supervivencia (Fujisawa T.et al., 2009).

Otro mecanismo involucrado en la metdstasis es la apoptosis. La IL-13 se ha descrito como anti-

apoptotica y pro-apoptotica dependiendo del receptor y/o de las vias de sefializacion activadas.

Podemos concluir que la IL-4, la IL-13 y sus receptores parecen ejercer funciones importantes

sobre la biologia tumoral que serian diferentes a las que ejercen sobre las células del sistema

inmune. Ambas vias de sefalizacidn involucradas en la respuesta inmune Th2, podrian ofrecer
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nuevas terapias en el tratamiento contra el cancer.

IL-5/IL-5R: La IL-5 es una glucoproteina con forma de homodimero, producida por células
Th2, células NK, mastocitos, baséfilos y eosindéfilos. Los eosindfilos son las células del sistema
inmune que dependen principalmente de las acciones de la IL-5 para su diferenciacién,
activacion, supervivencia, adhesion a las células endoteliales vasculares y para su actividad
citotdxica, ya que tanto ellos como sus progenitores expresan el receptor de la IL-5 (IL-5R). Estos
producen IL-5 de manera autocrina prolongando asi su supervivencia y ademas la IL-5 es
necesaria para su migracién junto con las quimocinas liberadas por estas células como la
eotoxina-1, especifica de eosindfilos y considerada la mas potente. Otras quimocinas son

RANTES (CCL5), eotaxina-2, eotaxina-3, MCP-2 (CCL8) y MCP-3 (CCL7) (Z). Amini-Vaughan, 2012).

La IL-5 se une a un receptor heteromérico formado por un ligando especifico de alta afinidad de
65 kDa, que es IL-5Ra y otro homodimérico de 130 kDa, Rc, que es comun al receptor GM-CSFR y
al IL-3R. Una vez que la IL-5 se une a su receptor se pueden activar dos vias de seializacién
diferentes. Una es la via de activacién compuesta por la proteina Lyn, la cual cuando es activada
la sefial se propaga a través de Ras, Raf, MEK y MAPK . Y la otra via es la de JAK2 y STAT1 (S.
Kusano et al.,2012). Los productos finales de ambas vias son las MAPK y STAT1 que se translocan
al nucleo. Las MAPK en el nucleo fosforilan factores nucleares como NFIL6, c-Jun, c-Myc, Elk-1,
TCF entre otros. Estos pueden estar involucrados en la transcripcion de genes responsables de la
prolongacidon de la supervivencia de los eosindfilos (R. Alam et al.,1995). Ademas las MAPK
activan proteinas citosélicas como la fosfolipasa A2 ( PLA2), la fosfolipasa C (PLC), Rsk y proteinas
del citoesqueleto. La PLA2 interviene en el metabolismo del acido araquiddnico y en la
generacion de prostaglandinas y leucotrienos. La PLC participa en la generacién de

inositoltrifosfatos y diacilglicerol (K. Takatsu,2011; Zhale J.et al., 2012).

En cuanto a la relacion de los eosindfilos con el cdncer existe un concepto que es “eosinofilia
tisular asociada a tumores” (TATE). Parece ser que esto se ha asociado en algunos tipos
tumorales a mejor prondstico, aunque hay estudios contradictorios. Segun van Driel, esta

eosinofilia estaria asociada a un pobre prondstico en cancer de cérvix. Para Ishibashi, en cambio,
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no hay correlacion con el prondstico de la enfermedad en carcinoma de células escamosas

esofagicas.

Los eosindfilos producen VEGF e inducen su produccion por las células endoteliales. Ademas
producen quimocinas pro-angiogénicas como GM-CSF, FGF y TGFa y enzimas como las
metaloproteasas, MMP. Segln los datos recopilados de estos estudios parece que los eosinodfilos
podrian ser utilizados por las células tumorales para promover su supervivencia y expansion. Por
otro lado, hay estudios que ponen de manifiesto que algunos tipos tumorales como colon, mama,
colorrectal, nasofaringeo, oral, gastrico y cabeza y cuello donde aparecen altos niveles de TATE
estan relacionados con mejor supervivencia y mayor tiempo de recurrencia. Estos estudios

proponen a los eosinéfilos como biomarcador prondstico en cancer (Zhaleh J.et al.,2012).

Diferentes estudios han relacionado los niveles de expresidon de la IL-5 con el cdncer de mama.
Uno de ellos es el propuesto por Konig et al., (2016), en el que se disefia un estudio donde
determinaron los niveles de IL-4, 5, 6, 8 y 13 en el suero de pacientes con cancer de mama antes
de comenzar el tratamiento adyuvante y lo correlacionaron con los niveles de células tumorales
circulantes (CTCs). Reclutaron 200 pacientes, 100 de ellas eran positivas para CTCs y las otras 100
eran negativas. Las caracteristicas tumorales que tuvieron en cuenta para el estudio fueron:
TNM, grado histoldgico, estatus de los receptores hormonales, estatus de los ganglios linfaticos y
supervivencia vs muerte a causa de la enfermedad. Con todo esto los resultados del estudio
mostraron que las pacientes que eran CTCs negativas tenian altos niveles de IL-8 e IL-13 y ademas
eran receptores de progesterona negativos. Los niveles de IL-5 aparecian aumentados en
aquellas pacientes con ganglios positivos y expresiéon de HER2. La IL-4 estaba mayoritariamente
expresada en las pacientes que habian fallecido a causa de la enfermedad y esto se
correlacionaba con la no expresion de receptores hormonales. Ademas, esta citocina aparecia
aumentada también en pacientes con receptor de progesterona positivo y receptor de estrégeno
negativo. Asimismo, la IL-6 aparecia mayormente expresada en pacientes con tumores de grado
3 y sin expresién del receptor de progesterona. Con estos resultados, se concluye, que el

incremento de las citocinas Th2 estaba asociados a un pobre prondstico en cancer de mama.

Otro estudio desarrollado por el grupo de J.A. Espinoza et.al., (2016), propuso la medicion de los
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niveles de citocinas en muestras de fluido intersticial de tumor de mama (TIF) y relacionarlo con

la infiltracion linfocitaria (TILs) y las caracteristicas clinicopatoldgicas del tumor.

Se midieron 27 citocinas en 78 muestras de TIF, 43 muestras de fluido intesticial normal (NIF) y
25 muestras de suero de pacientes con cancer de mama. 11 de esas citocinas aparecian en
niveles muy altos en las muestras de TIF comparadas con las muestras de NIF, estas fueron IL-7,
10, factor 2 de crecimiento de fibroblastos, IL-13, IP-10, IL-1RA, PDGFRB, RANTES, VEGF y la IL-12.
Por analisis inmunohitoquimico demostraron que IL-1RA, IP-10, IL-10, PDGFR, RANTES y VEGF,
estaban ampliamente expresados tanto por las células tumorales como por los TILs. También se
objetivd que tanto IP-10 como RANTES, se expresaban mayoritariamente en el subtipo triple
negativo comparado con el Luminal A. En un andlisis de supervivencia, también pudo objetivarse,

que altos niveles de IL-5 en muestras de TIF indicaban mal prondstico de la enfermedad.

Hong et al., (2013) propusieron un estudio donde midieron los niveles de citocinas Th1y Th2 y lo
asociaron a la expresion del ER. SE reclutaron 523 pacientes con cdncer de mama de nuevo
diagndstico, pre o postmenopausicas, les midieron en plasma, los niveles de 27 citocinas. Las
dividieron en dos grupos, las que expresan ER+ Luminal A (ER+ y/o PR+ HER2-) vs ER- TNBC
(ER-,PR-, HER2-). Como resultado obtuvieron que los niveles de IL-5 (Th2) eran mas altos en el
fenotipo ER- TNBC vs ER+ Luminal A y ademds en las mujeres premenopausicas. Al igual que las
citocinas Thl (INFy, TNFa e INFa2) también se midieron niveles mas altos en las pacientes ER-

TNBC.

Estos resultados parecen otorgar un papel importante a la IL-5 en la etiologia del cancer de
mama. Ademads se podrian proponer estrategias terapéuticas en el subtipo TNBC, con la
incorporacion de citocinas Thl como el INFa2 y terapias dirigidas a IL-5, como anticuerpos
monoclonales que han sido desarrollados para neutralizar las acciones de la IL-5 o de IL-5R en

enfermedades eosinofilicas.

2.5.3 Quimiocinas inmunoreguladoras relacionadas con el desarrollo del cancer de mama.
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Las quimiocinas son proteinas de pequefo tamafio que regulan el trafico de células inmunes,

como los leucocitos, bajo condiciones de homeostasis y durante la respuesta inmune especifica.

Se caracterizan por ser una de las subfamilias de citocinas mds grandes y se dividen en cuatro tipos
principales dependiendo de la ubicacién de los dos primeros residuos de cisteina ( C) en su
secuencia de proteinas, de esta manera tenemos los diferentes grupos de quimiocinas, las CC, las
CXC, las C y las CX3C. El sistema formado por quimiocina-quimiocina receptor, comprende unas 50
guimiocinas y aproximadamente unos 20 receptores de quimiocinas, por lo tanto no hay un
ligando Unico para cada receptor por lo que la unién de diferentes quimiocinas al mismo receptor
podria tener efectos muy dispares, ademas todo estos efectos dependen del medio celular (Nisha

N.et al., 2017).

En el microambiente tumoral, las quimiocinas son expresadas tanto por las células tumorales
como por las células del estroma y las células inmunes que lo conforman. En respuesta a
guimiocinas especificas, los diferentes subtipos de células inmunes migran al microambiente
tumoral y de esta forma regulan la respuesta inmune tumoral. Ademas, las quimiocinas también
actuan sobre las células tumorales y las células endoteliales vasculares del microambiente del
tumor, favoreciendo asi la angiogénesis y con ello la progresion tumoral y la metastasis e incluso
favorecen la quimiorresistencia. Con todo esto, las quimiocinas afectan directa e indirectamente a
la inmunidad tumoral con lo que podrian convertirse en objetivo terapéutico en el tratamiento del

cancer (Borsing L.et al., 2014; M.I. Palacios-Arreola et al.,2014; N. Nagarsheth et al.,2017).

A continuacién se describe como afectan las quimiocinas al reclutamiento hacia el microambiente

tumoral, de los diferentes grupos de células inmunes:

* LT y NK.- A las células T CD8+ se les conoce como células especificas de antigenos asociados a
tumor (TAA), de manera que atacan a la célula tumoral de forma especifica y controlan la
inmunidad tumoral secretando citocinas efectoras, moléculas citotdxicas como granzima B y
perforina e induciéndo asi, apoptosis de la célula tumoral. Ademas de los LT CD8+, los linfocitos T

helper 1 (Th1) que expresan INFy y las células NK, tienen potentes efectos antitumorales en el
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microambiente tumoral. Tanto los LT CD8+ como los linfocitos Th1 y las NK, expresan el receptor 3
de quimiocinas CXC (CXCR3). Este es el receptor de las quimiocinas tipo Thl, como CXCL9 y
CXcCL1o0.

Niveles altos de CXCL9 y CXCL10, estdn asociados con un alto numero de LT CD8+ infiltrantes de
tumor y esto se correlaciona con una disminucidon de las metastasis y una mejora en la

supervivencia de los pacientes con cancer de colon y ovario.

En estudios recientes se ha observado que las células T CD8+ infiltrantes de tumor y las
guimiocinas Th1l, estan asociadas a una respuesta terapéutica positiva al bloqueo de PD-1 y PDL-1.
También se ha demostrado que el microambiente tumoral, sobre todo los fibroblastos, actian
sobre el metabolismo del cisplatino, en el cancer de ovario. Esto se debié a que el INFy secretado
por las células T CD8+, alterd el metabolismo del glutation y de la cisteina en los fibroblastos e
impidioé de esta forma la resistencia a la quimioterapia basada en platinos, lo que sugeria que los
LT CD8+ también pueden afectar al destino de las células tumorales de una forma independiente

de su funcion TAA.

Por lo tanto, las quimiocinas de tipo Th1l reclutan células inmunes efectoras al microambiente
tumoral y estas a su vez pueden afectar a la inmunidad tumoral y a las respuestas terapéuticas a

través de mecanismos tanto dependientes como independientes de TAA (Nisha N.et al.,2017).

* Células Th17.- Estas células se caracterizan por expresar altos niveles de CCR6 (del inglés, CC-
chemokine receptor 6) y CXCR4 y también de integrina CD49 y CD161 ( del inglés, c-type lectin-
likereceptor). Estas moléculas estan asociadas con la migracidn y retencién de las células Th17
dentro de los tejidos inflamados y en los tumores. Altos niveles de CXCL12 (SDF1, ligando de
CXCR4) y de CCL20 ( del inglés, cc-chemokine ligando 20, ligando de CCR6) estan presentes en el
microambiente tumoral y puede facilitar el trafico de células Th17 hacia el tumor. Las células Th17
no expresan el ligando CD62L, también conocido como L-selectina ni el CCR7, ambos promueven
la localizacion de los linfocitos en los ganglios linfaticos, de manera que esto sugiere que su

potencial en los 6rganos linfoides es limitado.
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Las células Thl7 que se infiltran en el tumor, tanto en humanos como en ratdn, son
polifuncionales, teniéndo funciones similares de stem cells y mediando una potente inmunidad

antitumoral.

Las Th17 no secretan granzima B ni perforina, sino que ejercen su accion antitumoral mediante el

reclutamiento de células T CD8+, NKy DC en el microambiente tumoral.

Se ha demostrado en modelos murinos que la IL-17, actida en el microambiente tumoral
promoviéndo la angiogénesis, con lo cual favorece el crecimiento tumoral. Sin embargo, el
reclutamiento al microambiente del tumor generado por las quimiocinas de las células Th17,

puede ser beneficioso para los pacientes con cancer (Nisha N. et al.,2017).

* Células Th22.- Este tipo celular se encuentra en el microambiente tumoral de varios tipos de
tumores como el de colon, pancreas y carcinoma hapatocelular. Estas células expresan CCR6 y se
unen al ligando CCL20 en el microambiente del tumor de colon promoviendo la tumorogénesis. La
IL-22 secretada por estas células actua sobre las células tumorales activando STAT3, aumentando
la expresion de H3K79 (histona H3 lisina metiltransferasa) en el complejo DOT1L y regula de forma
positiva la expresién de H3K27 metiltransferasa en el complejo PRC2 (del inglés Polycomb

repressive complex 2), particularmente en la subunidad EZH2 (del inglés zeste homologue 2).

El complejo DOTI1L induce la expresion de genes centrales de células madre como NANOG y SOX2,
que codifican para SRY-box2 y POU5F1, que codifica para POU class 5 homeobox 1, esto da como
resultado un aumento del numero de las stem cells lo que conlleva a un aumento del potencial
tumorogénico y el aumento de la expresion de EZH2 se ha visto que favorece la proliferacion de
las células cancerosas de colon. Estudios en modelos murinos de cancer de colon, respaldan la
accion protumoral de la IL-22. En otros modelos de estudio, como el de cancer de colon inducido
por bacterias, las células linfoides innatas del colon (ILC) que expresan IL-22, se acumulan en el
tumor y su reduccién bloquea el desarrollo de cancer de colon invasivo. Otra situacion es el

desarrollo de un tumor de colon inducido por azoximetano y dextrano sulfato de sodio (DSS), esto
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regula a la baja la proteina de unién a la IL-22 (IL-22BP) y aumenta la proporcion de IL-22
promoviendo la tumorogénesis. Con todo esto, podemos concluir que el reclutamiento de las
células Th22 en el microambiente tumoral a través del eje CCR6-CCL20 favorece y promueve la

formacioén tumoral (Nisha N.et al., 2017).

* Linfocitos Treg.- Estas células expresan CCR4 y se reclutan en el microambiente tumoral en

respuesta a CCL22, producida por macréfagos y células tumorales. Las células Treg suprimen la
inmunidad antitumoral de los linfocitos T, lo que conlleva al crecimiento tumoral. Ademas de la via
de seiializacion CCL22-CCR4, las células Treg expresan CCR10 y migran en respuesta a CCL28 que

se encuentra en las régiones hipdxicas del microambiente tumoral.

Es bien conocido, que la médula dsea es el lugar principal elegido por la céluas tumorales para
generar metastasis, ya que se caracteriza por un ambiente inmunosupresor que favorece la
retenciéon y el crecimiento tumoral. De acuerdo con esto, en médula désea existe una gran
concentracion de linfocitos Treg caracterizados por tener fenotipo de memoria y expresar CXCR4.
Ademas, las células Treg pueden movilizarse desde la médula dsea hasta la periferia ayudado esto

por la accién del G-CSF, que promueve la degradacién de CXCL12 en médula dsea.

Estas poblaciones de Treg se reclutan en médula dsea a través del eje CXCL12-CXCR4 y las CD son
capaces de expandirlas a través de la via de sefializacién RANK-RANKL, también conocida como via

de sefializacion TNFRSF11A-TNFSF11.

Las células Treg expresan citocinas inflamatorias como CXCL8, también conocida como IL-8 e IL-
17, en el microambiente tumoral, éstas no sélo median la supresion de los linfocitos T, sino que
promueven inflamacion, de manera que el reclutamiento de los Treg al microambiente tumoral y
su presencia en los sitios pre-metastasicos favorece tanto el inicio como la progresion y la

metastasis tumoral (Nisha N.et al., 2017).

* Células NKT.- Las células NKT tipo | se definen por expresar el receptor de células T invariante,

concretamente Val4J218+ en ratdon y Va24Jal8+ en humano, tienen principalmente funciones
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inmunitarias antitumorales ya que secretan INFy para activar a las células NKy a las células T CD8+
y ademas activan a las CD al porducir IL-12. Por el contrario, las células NKT tipo Il, se caracterizan
por la expresiéon de TCR que reconoce lipidos presentados por CD1d e inhiben la inmunidad
tumoral. La mayoria de éstas células NKT, expresan receptores de quimiocinas como CCR2, CCR5 y

CXCR3. CCL2 media el tréfico de las células NKT tipo | en el caso de los neuroblastomas.

El reclutamiento de éstas células en otros tipos tumorales, estd poco estudiado (Nisha N.et

al.,2017).

* Células B.- Las células B expresan CXCR4 vy pueden ser reclutadas por CXCL12 en el
microambiente tumoral. Parece ser que altos niveles de células B infiltrantes de tumor, se asocian
con mayor supervivencia en cancer de mama, cancer de ovario seroso de alto grado y cancer de
Utero. Las células B pueden estar presentes en estructuras linfoides asociadas a tumor y aumentar
la respuesta de las células T liberando citocinas y quimiocinas, actuando como células

presentadoras de antigeno y producir anticuerpos.

Sin embargo, estudios con ratones, han puesto de manifiesto que las células B pueden regular de
forma negativa la inmunidad tumoral y promover la progresién ya que expresan IL-10 y TGFR.
Ademas, activan receptores Fcy (FcyR) en las células mieloides y en los mastocitos, con esto
podrian promover la angiogénesis tumoral y el reclutamiento de células inmunes promotoras de

tumores.
Se propone la existencia de diferentes subconjuntos de células B, pero se desconoce si estos
diferentes subgrupos son reclutados en el microambiente tumoral por diferentes quimiocinas y si

tienen roles diferentes en la inmunidad tumoral y en la tumorogénesis (Nisha N.et al., 2017).

* Células DC mieloides.- Las DC mieloides maduras pueden dar lugar a una respuesta inmune

antitumoral por activacion de células T antigeno especificas (TAA). Mientras que las DC mieloides
inmaduras son pobres mediadoras de la activacion de los TAA, por lo que activan respuesta de tipo

Th2 y por lo tanto promueven la progresién tumoral. Estas células inmaduras se encuentran,

152X



principalmente en cancer de mama y en el estroma del tumor. Las DC inmaduras expresan CCR6 y
son reclutadas al tumor en respuesta a CCL20 en las células tumorales. Sin embrago, en modelos
experimentales murinos, la sobreexpresién de CCL20 y CXCL14, pueden atraer DC mieloides al
tumor y promover la maduracién de las DC e inhibir asi el crecimiento tumoral. En humanos esto

aun no esta bien estudiado (Nisha N.et al., 2017).

* Células DC plasmocitoides.- Estas células se encuentran en el microambiente tumoral. Las

células tumorales y las del estroma secretan CXCL12 y las células DC plamocitoides expresan
integrina a5 ( VLAS) y CXCR4, las cuales son las moléculas principales para mediar el trafico de éste
tipo celular hacia el tumor. CXCL12, protege a las DC plasmocitoides de sufrir apoptosis. Las DC
plasmocitoides inducen el desarrollo de células T CD8+ reguladoras productoras de IL-10, éstas
células T CD8+ expresan CCR7 y pueden albergar ganglios linfaticos y suprimir la activaciéon de

células T especificas de antigeno (TAA).

Ademads las DC plasmocitoides, pueden promover la angiogénesis tumoral, por lo tanto el
reclutamiento de dichas células al lecho tumoral por la acciéon de la CXCL12 puede apoyar el
desarrollo de un ambiente inmunosupresor que permite la progresion tumoral (Nisha N.et al.,

2017).

* Macrofagos.- Son reclutados al microambiente tumoral a través del eje de sefializacion CCL2-
CCR2. La expresion de CCL2 por parte de la célula tumoral se correlaciona con la presencia de los
TAMs en algunos tipos tumorales y se asocia con un pobre prondstico para el paciente, como
ocurre en el caso del cancer de mama. Los TAMs inhiben la activacién de los linfocitos T
especificos de antigeno, por expresion de los miembros de la familia de inhibidores B7, como son
PD-L1 y B7H4 (VTCN1) y a través de la via de TIM3 (del inglés galentin9-T cell immunoglobulin
mucin 3). Los TAMs se caracterizan también por favorecer la quimiorresistencia por promover las
stem cells y la metastasis. CCL2 también puede activar macréfagos asociados a metastasis, esto a
su vez favorece la secrecion de CCL3, lo que ayuda aun mas a la retencién de macrofagos en el
tumor y en los sitios metastasicos. Otra via interesante es la de CCL5-CCR5, puede ejercer un

papel quimioatrayante adicional que afecta a los macréfagos en el cdncer de mama. El aumento
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de expresion de CCL5 se correlaciona con las etapas mas avanzadas de la enfermedad, debido a
que ese reclutamiento al microambiente tumoral, promueve progresién y metdstasis ( A Ben-

Baruch,2003).

Existen diferentes subtipos de macréfagos y macréfagos en diferentes estadios de maduracion,
gue pueden tener diferentes funciones. Por ejemplo, los macréfagos CD68+ estan asociados a una

mejora en la supervivencia de los pacientes con cancer de colon.

Los macréfagos CD169+ median en la activacion de los TAA en los ganglios linfaticos que drenan el

tumor e iniciar y promover la inmunidad tumoral, en un modelo de ratén.

Otras funciones conocidas de los macréfagos es que pueden aumentar y antagonizar la eficacia
antitumoral de la quimioterapia citotodxica, de los anticuerpos dirigidos al tumor y de los agentes
inmunoterdpicos. Con esto,desde un punto de vista terapéutico, se podria seleccionar macréfagos
mediante la manipulacidon de la sefial del receptor de quimiocinas-quimiocinas (Nisha N.et al.,

2017).

* MIDSC.- Las MDSC monociticas son reclutadas al microambiente tumoral por la CCL2. Las vias de
sefializacion CXCL5-CXCR2 y CXCL12-CXCR4 parece ser que también estan involucradas en el
trafico de MDSC en modelos murinos de cancer de mama. CXCL8 regula la migracién y la
desgranulacion de las MDSC granulociticas a través de la sefializacion de CXCR1 y CXCR2. Tanto las
células tumorales como las células mieloides expresan CXCL8 y con ellos reclutan neutrdfilos al
microambiente tumoral, éstos neutréfilos secretan varias moléculas que promueven la
angiogéneis, por lo tanto, se cree que el reclutamiento de neutréfilos por CXCL8 promueve la

progresion y la metastasis tumoral (Nisha N.et al., 2017).

Al hilo de todo lo expuesto, podemos decir que los diferentes subtipos de células inmunes son
reclutadas al microambiente tumoral por las diferentes vias de sefializacién de quimiocinas y sus
receptores y que cada uno de estos subtipos actian de forma diferente, como los linfocitos T
efectores, las células NK y quizas las NKT, pueden mediar la inmunidad antitumoral. Los Tregs, las

células Th22 y los linfocitos B podrian mediar la tumorogénesis. Y finalmente el grupo de APC al
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igual que los otros subtipos, regulan tanto la inmunidad tumoral como la progresién (Figura 18).
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Figura 18. Efectos protumorales de las quimiocinas. Nat Rev Immunol. 2017 (Adaptada de Nagarsheth et al.)

En cdncer de mama tanto las células epiteliales cancerosas como las del microambiente tumoral

secretan quimiocinas con caracteristicas tanto pro-tumorales como antitumorales, el equilibrio
entre ambas funciones juega un papel muy importante en la bilogia del desarrollo tumor como en
su capacidad de metastizar. En el carcinoma de mama existe una interaccion entre las células

tumorales por un lado y las células inflamatorias, citocinas y quimiocinas, por otro.

Hay un estudio llevado a cabo por el grupo de D. Narita (2015), donde evaluaron la expresién de

las quimiocinas en tumores de mama y en el plasma de tres grupos diferentes de mujeres, un
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grupo habia desarrollado la enfermedad, otro grupo tenian tumores benignos y otro grupo eran
mujeres sanas. Lo que finalmente analizaron fue la asociacion entre los niveles de quimiocinas en
muestras de tejido y plasma en estos tres grupos bien diferenciados. Observaron que a nivel de la
expresiéon de RNAm de los genes que codifican para las diferentes quimiocinas, 27 de ellas y 11
receptores de quimiocinas, tenian un patron de expresion diferente en tejido tumoral comparado

con tejido sano.

Comparando con los tumores benignos y tejido sano, la Unica quimiocina que se expresaba al alza
en cancer era la CXCL10, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas, p=0.001 para

los tumores benignos y p<0.001 para el tejido sano.

En plasma, se sobreexpresaban significativamente en las pacientes con cancer de mama en
comparacion con los controles sanos, nueve de las diez quimiocinas que habian seleccionado
como, CCL2, CCL7, CCL18, CCL22, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11 y osteoprotegerina (OPG), con la
excepcion de la CXCL13, alcanzdndose diferencias estadisticamente significativas (p entre 0.002 y
p<0.001). En un modelo de regresion logistica agrupando CXCL8, CXCL9 y CCL22, demostraron que
eran predictores significativos de cancer de mama en comparacién con los controles sanos.
Encontraron también una regulacién positiva de CXCL8, CXCL11 y CXCL9 en cancer de mama triple
negativo. Ademas CXCL9 también se expresaba en tumores de baja proliferacién y con ganglios
linfaticos negativos. CXCL10, CCL7 y la OPG se expresaban en tumores poco diferenciados. Los

niveles de CXCL8 y CCL18 fueron mds altos en carcinomas en estadios mas avanzados.

También evaluaron si el perfil de expresién de quimiocinas se correlacionaba con las
caracteristicas clinicopatolégicas de las pacientes vy correlacionarlo con el prondstico de la
enfermedad. Para ello tuvieron en cuenta: ER, PR, HER2, Ki67, tamafo tumoral, histologia del
tumor (carcinoma ductal invasivo, lobulillar,medular, medular atipico y mixto(ductal y lobulillar),
metastasis en ganglios linfaticos, estadio tumoral (I-1V), grado histoldgico (1-3), edad de las
pacientes (media 60 afios) e IMC.

e (CXCL8/IL-8: el estudio puso de manifiesto que la IL-8 estd regulada al alza en tumores ER y

PR negativos (p=0.012 y p=0.019), ademas es mds abundante en tumores que se
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caracterizan por metastizar a ganglios linfaticos, poco diferenciados, altamente
proliferativos, gran tamaino y HER2 positivo, aunque no hubo diferencias estadisticamente
significativas. De acuerdo con estos resultados, en otros estudios también se observd que

la IL-8 estd involucrada en la invasividad, angiogénesis y metdstasis en cdncer de mama.

Ademads la CXCL8 se correlacionaba con el grado histolégico y la infiltracién de macrdéfagos
en el microambiente tumoral y en tumores de mama metastdsicos, un alto nivel de CXCLS,
se relaciond con la osteoclastogénesis y resorcion ésea, lo que conducia a una mayor

ostedlisis.

CXCL10: los resultados obtenidos para esta quimiocina fueron que estaba regulada
positivamente en tumores de gran tamafio, pobremente diferenciados, carcinomas
ductales. Aunque también los niveles se encontraron elevados en tumores ER y PR
negativos, HER2 positivos, Ki67 alto, ganglios linfaticos positivos y tumores en estadios
avanzados, no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas. Este estudio junto
con otros, concluyeron que esta quimiocina se asocia a un fenotipo agresivo de carcinoma

de mama.

CXCL11/I-TAC (del inglés Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant): de esta
quimiocina se encontraron niveles elevados en aquellos tumores ER negativo (p=0.002),
también en tumores bien diferenciados, Ki67 bajo, ausencia de metastasis a ganglios
linfaticos, tumores pequefios, estadios tempranos, HER2 positivos y carcinomas ductales.
Estos resultados estdn de acuerdo con otros estudios que sugieren que esta quimiocina
sobreexpresada, podria tener un efecto antitumoral y predecir un buen prondstico de la

enfermedad.

CXCL9/MIG (del inglés Monokine induced by gamma): fue mas abundante en tumores ER
negativo (p=0.007), HER2 negativo (p=0.016), Ki67 bajo (p=0.012), ganglios linfaticos
negativos (p=0.035), tumores bien diferenciados, pequefio tamafio, estadios tempranos y

en carcinomas de tipo no ductal, aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamente
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significativas. Los resultados obtenidos en este estudio junto con los de otras
investigaciones, coinciden en que esta quimiocina expresada positivamente en tumores de
mama, podria ser util para seleccionar a un subgrupo de pacientes de buen prondstico
dentro de los tumores ER negativos. La sobreexpresién de CXCL9 en el tumor conlleva a la
inhibiidn del crecimiento tumoral local y metastasico, un efecto terapéutico mediado por la

infiltracidn de linfocitos T y células NK al tumor.

OPG: se encontré que era mas abundante en carcinomas ductales, ER/PR negativos, HER2
positivos, con un alto grado de proliferacion, pobremente diferenciados, ganglios positivos,
tumores 25 cm vy estadios avanzados. Los resultados obtenidos en este estudio se
correlacionaron con los generados por otros, y estdn de acuerdo en que la expresiéon de
OPG se correlaciona de forma negativa con el aumento del grado histoldgico y ademas se
observé que la expresidon positiva de OPG por las células tumorales mejoraba su
supervivencia ya que inhibia la apoptosis inducida por TRAIL. En modelos animales de
cancer de mama se ha visto que OPG inhibe el desarrollo de lesiones dseas y el crecimiento
de las células tumorales en el hueso. Este dato experimental podria quizds ser una
potencial opcidn terapéutica para el tratamiento de lesiones dseas en pacientes con cdncer

de mama.

CCL22/MDC ( del inglés Macrophage- Derived Chemokine): en este estudio la CCL22 estaba
mas expresada en tumores HER2 positivos, pobremente diferenciados, ganglios positivos,
estadios avanzados y tumores pequefios, por lo que parece que ésta quimiocina tiene un
papel importante en etapas tempranas del desarrollo tumoral. También se obtuvo nivles
mas altos en el plasma de mujeres con tumores benignos comparados con los controles
sanos. En estudios in vitro, la interaccion de las células mieloides como monocitos y DC y
las células tumorales, favorece el aumento de los niveles de CCL22, esto podria favorecer el
reclutamiento de Tregs y con ello conducir al escape inmunoldgico del tumor y por lo tanto

a la progresién tumoral.

CXCL13/BLC (del inglés B lymphocyte chemoattractant-BLC): /os resultados referentes a

ésta quimiocina en este estudio, no fueron estadisticamente significativos en el plasma de
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pacientes con cancer de mama comparado con tumores benignos o controles sanos, pero
en concordancia con otros estudios estd significativamente asociada a tumores ER

negativo, estadios avanzados, ganglios linfaticos positivos y tumores agresivos.

Panse et al.,, (2008) encontraron que la CXCL13 estaba sobreexpresada en tumores de
mama, tanto a nivel de RNAmM como de proteinas y que se encontraba elevada en el plama
de pacientes con cancer de mama metastasico y que esto podia poner de manifiesto el
papel de CXCL13 en el desarrollo y progresion de la enfermedad. Recientemente, se ha
identificado en un panel de 14 genes candidatos tanto para el prondstico como para la

prediccidn de metdstasis en cancer de mama triple negativo.

CCL18: es mayoritariamente producida por macrdofagos M2. Cuando se analizo el pérfil de
esta quimiocina, se mostré que se expresa abundantemente en cancer de mama y que
promueve la migracion y la invasion por adherencia a la EMT. Con todo esto, se asocidé que
altos niveles de CCL18 tanto en plasma como en el tumor estaban asociados a metdastasis

en pacientes con cancer de mama.

CCL17/MCP-3 (del inglés Monocyte Chemotactic Protein 3): los resultados que se
obtuvieron fueron que estaba regulada al alza en pacientes con cdncer de mama
comparadas con mujeres sanas y ademas se correlacionaba con un alto grado histoldgico
(G3), pero no se obtuvo correlacién ni con el Ki67, ni con el tamafo, con esto, ellos
concluyeron que ésta quimiocina estaria relacionada con tumores agresivos y no con la

cinética del crecimiento tumoral.

CCL2/MCP-1 (del inglés Monocyte Chemoattractant Protein-1): niveles elevados de ésta se
han correlacionado con recaidas tempranas, estadios avanzados, alto grado histolégico,
ganglios linfaticos positivos y con un pobre prondstico. En este estudio sdlo se encontrd
relacion con el tamafio del tumor. De acuerdo con otros estudios, también se ha
manifestado el caracter antitumoral de la CCL2, de hecho se observé que habia un

incremento en los niveles de CCL2 en mujeres con tumores de mama benignos. Esta



descrita la actividad anti-metastasica del eje CCL2-CCR2, implicado en la inhibicién de la
progresidon y metdstasis tumoral. Hay varias investigaciones en este campo que apoyan que
CCL2 y CCL3 reclutan linfocitos T CD4+, CD8+ y NK para controlar la progresion tumoral y la
metastasis. En un modelo de cancer de mama ortotdpico que utilizé la linea celular 4T1, se
observé que CCL2 tenia actividad protumorogénica en los sitios primarios, mientras que

inhibia el desarrollo de metastasis a distancia como a pulmén.

Parece ser que el papel de CCL2 y de las células CCR2+, durante la tumorogénesis y la metastasis
parecen estar fuertemente relacionadas con el tipo celular, con el tipo de tumor y con el estadio
de la enfermedad. Ademas dependiendo del tipo de modelo experimental que se utilice, reflejan
resultados opuestos, con lo que se necesitan mads estudios para ver el papel de CCL2 en el

desarrollo de la metastasis.

Después de los resultados obtenidos en este estudio, se puede resumir, que la sobreexpresién de
CXCL8 y CXCL10, estd claramente asociada con marcadores prondsticos negativos como ER
negativo, pobre diferenciacién y carcinoma ductal en estadios avanzados. Altos niveles de CXCL9
se correlacionaron con ganglios negativos, bajo indice de proliferacion, tumores bien
diferenciados, tamafio pequefio, estadios tempranos y carcinomas de tipo no ductal, aunque
también aparece sobreexpresada en carcinomas ER negativo, HER2 negativo. Con estos datos, se
podria seleccionar un subgrupo de pacientes de mejor pronéstico. El modelo de regresion logistica
qgue utilizaron identificd tres quimiocinas, CXCL8, CXCL9 y CCL22, con alto potencial para
diferenciar entre mujer con o sin cancer. La CXCL10 fue la Unica quimiocina que se encontrd
expresada en cancer cuando se compard con el grupo de tumores benignos y controles sanos. Por
lo tanto, este grupo de investigacion, identificd un importante panel de quimiocinas que estan
asociadas al cancer de mama y que podrian ser ampliamente estudiadas para buscar

biomarcadores prondsticos o nuevos tratamientos en cancer de mama.

2.5.4 Factores de transcripcion: Su relacidon con el Sistema Inmunitario v el cancer de mama

2.5.4.1 NF-kB y HIF: Implicacion en la respuesta inmunitaria
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Tanto la hipoxia como la inflamacidn, estan asociadas a una serie de condiciones patoldgicas
como son las enfermedades que cursan con inflamacién crénica, como por ejemplo la artritis
reumatoide y el cancer. La hipoxia se realciona con los factores inducibles de hipoxia (HIFs) y la

inflamacidn con el factor de transcripcion NF-kB (del inglés nuclear factor kappa B).

Hay estudios que confirman la participacion de HIF en la tumorogénesis, interactuando con otros
factores de transcripcion como STAT3, Myc, Notch y NF-kB. En particular HIF1la, se asocia con
metastasis y progresion, ya que los lechos tumorales se caracterizan por un alto nivel de hipoxia,
favoreciendo un entorno pro-inflamatorio y con ello favoreciendo el reclutamiento de células
inmunes a estos sitios, a la vez esto genera inflamacidn crénica lo cual activa a NF-kB (V. Kumar et

al.,2014).

La colaboracién de HIF y NF-kB en la promocién de la carcinogénesis, se hace a través de la
activacion de genes de la IL-6, COX-2, MMP-9, entre otros, asi como la induccién de genes de
supervivencia como Bcl-2. Ademds, HIF1la controla la respuesta inflamatoria tumoral mediada
por la activacién de TLR4. Un tumor que se caracteriza por inflamacidn crdnica, es el carcinoma
hepatocelular, en el cual hay una expresién constantes de citocinas que favorecen el
reclutamiento de células inmunes. En este caso, el TNFa activa directamente a NF-kB y a los

TAMs (Laura D’Ignazio et al., 2015).

Existe un crosstalk importante entre ellos en cuanto al control de la repuesta inmune y su accién
sobre algunos subtipos celulares inmunes como: MDSCs, macréfagos, neutréfilos, linfocitos T y

linfocitos B.

*NF-kB.- Fue descubierto por Ranjan Sen y David Baltimore en 1986, durante el estudio de la
expresion del gen que codifica la cadena ligera kappa de las inmunoglobulinas en los linfocitos B.
Desde entonces, innumerables estudios han demostrado su participacion en la expresiéon de
genes, vias de sefializacién y enfermedades humanas. NF-kB es el nombre que se utiliza para

englobar una familia de factores de transcripcién compuesta por RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-
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kB1(p50/p105) y NF-kB2 (p52/p100). Estas subunidades pueden ser activadas por diferentes
estimulos, como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), virus, citocinas o factores de crecimiento. La
activacion da lugar a la degradaciéon de una familia de proteinas inhibidoras conocidas como IkBs.
Después de la fosforilacién de estas proteinas por quinasas, como el complejo IKK, las IkBs son
dianas para la degradacion por el proteosoma y la subunidad NF-kB es liberada y se trasloca al

nucleo donde activa a sus genes diana especificos.

Los miembros de la familia NF-kB forman tanto homo como heterodimeros y activan o inhiben
una red compleja de genes, los cuales junto a citocinas, quimiocinas o receptores de membrana,
estan involucrados en la respuesta inmune. Cuando la via de sefalizacion NF-kB esta deteriorada
o desregulada, la respuesta puede ser deficiente o estar fuera de control, lo que conduce a una
falta de respuesta inmune o a una respuesta inmune exacerbada y dafina, respectivamente. NF-
kB modula el balance proliferativo de las células inmunes, en esto se incluyen genes diana como

Bcl-xL, proteinas inhibidoras de la apoptosis o el factor estimulante de granulocitos-monocitos.

Varios estudios han puesto de manifiesto la importancia de NF-kB en el control de la proliferacién
y la apoptosis de las células hematopoyéticas, asi como de las células T, células B, NK y DC (Wei

W.et al., 2015).

*HIF.- Es un factor de transcripcién heterodimérico, compuesto por las subunidades HIFa y HIF-
18. La subunidad HIFa estd formada por tres subunidades: HIFla, HIF2a y HIF3a, las cuales
tienen funciones superpuestas , pero a su vez distintas en las células. La sensibilidad al oxigeno se
consigue por la accion de una dioxigenasa que modifica las subunidades de HIFa,
especificamente. En medios hipdxicos, HIF activa una serie de genes que estan involucrados en
procesos como la glicdlisis, angiogénesis, proliferacion, migracién, autofagia y apoptosis, entre
otros. Aunque el papel de HIF estd asociado a la hipoxia, en los Ultimos afios también se le ha
relacionado con la inflamacién ya que es capaz de inducir citocinas proinflamatorias vy
quimiocinas, directamente. Estudios recientes involucran a HIF1 y HIF2a, en el control de la
respuesta inmune. Es importante destacar que el control de la respuesta inmune mediado por

HIF implica un crosstalk con NF-kB. Aunque la induccién de HIF es a través de la hipoxia, existen
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mecanismos independientes de la hipoxia que también favorecen la activacion de HIF, estos
incluyen a la via m-TOR y un incremento de la transcripcién dependiente de STAT3 vy

principalmente de NF-kB (Laura D’Ignazio et al., 2015).

*HIF v NF-kB: Su diafonia en el sistema inmunitario.

La respuesta a la hipoxia y la respuesta inmunitaria, tanto la respuesta innata como la
adaptativa, estan estrechamente conectadas. A la vez ambas respuestas estan reguladas por los
factores de transcrpcién HIF y NK-kB. Hay estudios que ponen de manifiesto el importante papel
de HIFla en la promocidn de citocinas proinflamatorias reguladas por NF-kB en macréfagos
después de la estimulacién del LPS y en la mediacidn de la activacién de NF-kB en neutrdfilos

anodxicos.

Existe evidencia de que cambios en los niveles de oxigeno regulan la proliferacion y
diferenciacién de multiples tipos celulares involucrados en la respuesta inmunitaria como
macroéfagos, neutrdfilos, linfocitos T y B , en ello estdn involucrados ambos factores de

transcripcién, HIF y NF-kB, respectivamente.

En los macrdfagos, la hipoxia afecta a la monocitopoyesis, en particular a la maduracién de
estos. En respuesta a la disminucidon de los niveles de oxigeno, los monocitos cambian a un
metabolismo glucolitico y detienen su migracién, inducida por un gradiente quimiotactico. Con
ello, los macréfagos diferenciados sirven como fagocitos y se acumulan en los sitios de
inflamacién hipdxicos. Ademds en condiciones de hipoxia, se regulan de forma positiva,
moléculas necesarias para la supervivencia de los macréfagos, como es el transportador de

glucosa GLUT1.

Tanto HIF1la como HIF2a, son importantes reguladores de las funciones de los macréfagos en
condiciones de hipoxia, aunque no queda claro si tienen funciones bien diferenciadas. En un
modelo de ratén con la via HIFla inhibida en células mieloides, se mostré que dicha via esta

involucrada en activadades inflamatorias y antibacterianas dependientes de macréfagos. Otro
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estudio demostré que HIF2a comparte funciones con HIF1la en la respuesta inflamatoria aguda,
pero en este caso no esta relacionada con la produccién de NO o con la expresidon de moléculas
coestimuladoras, lo que si implica es la expresién de citocinas inflamatorias especificas en

respuesta a estimulos M1 e infiltracion de leucocitos.

En macrofagos humanos hay que destacar que la sobreexpresion de HIF2a favorece la
transcripcién de genes proangiogénicos como VEGF, IL-8 y factor de crecimiento de plaquetas,
incluso en condiciones normdxicas. Tanto en macréfagos humanos como en murinos, se ha visto
que la hipoxia puede activar la expresion genética de forma independiente de HIF, a través de la

regulaciéon positiva de NF-kB, de la activacién del factor de transcripcion 4 (ATF4) y de Egr-1.

HIF y NF-kB responden de manera sinérgica frente a patogenos, los macréfagos infectados tanto
por bacterias gram negativas como por gram positivas, se caracterizan por una expresién
defectuosa en HIFla tras la ablacién de IKKb, regulador esencial de la actividad de NF-kB (J. Rius

et al., 2008; Laura D’Ignazio et al., 2015).

Los neutrdfilos se caracterizan por ser importantes células de origen mieloide que fagocitan
patégenos extrafios y promueven la inflamacion, ademas tienen una vida media corta y su
principal fuente metabdlica es la glucdlisis. Estas células llegan a los sitios de inflacidén por accién
de las citocinas y llevan a cabo la eliminacién de patégenos por fagocitosis, aunque pueden

emplear otros métodos.

El estudio de Walmsley y colaboradores pone de manifiesto que en los netréfilos HIF1a activa a
NF-kB en condiciones de hipoxia y con ello aumenta la supervivencia de dichas células. Esto lo
confirmaron, mediante la ablacion de PHD3, lo que conllevd a una mayor induccién de HIFla y se
corrobord el aumento en la supervivencia de los neutréfilos. Ademas, demostraron que se

requiere HIF1a para llevar a cabo la glucélisis en neutrdfilos.

En el caso de los neutrofilos, es necesario mas investigacion en este campo, ya que no queda

claro aun el papel de HIF2a ni el de HIF1R (Laura D’lgnazio et al., 2015).
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Las células T, son reclutadas desde los 6ganos linfoides secundarios a los lugares de inflamacién
por accion de citocinas, quimiocinas, por el equilibrio de nutrientes y por la disponibilidad de
oxigeno en el microambiente inflamatorio, lo que puede afectar al metabolismo y funcidn de este
tipo celular. Durante su desarrollo y maduracién, estas células se encuentran con diferentes

niveles de tensién de oxigeno.

Tanto en el sitio de inflamacién como en tejidos no linfoides, las células T efectoras pueden estar
expuestas a ambientes hipdxicos prolongados, lo que da lugar a la estabilidad de HIFla. En los
linfocitos T, la expresidon de HIF1la también la pueden inducir la estimulacidn del receptor de las
células T, TCR, seguida de la activacidon de la via de PI3K/m-TOR. La IL-6 también impulsa la
expresion de HIFla por activacién de STAT3. Varios estudios han evaluado el papel de HIFla,
tanto en timocitos deficientes en la proteina VHL como en linfocitos T deficientes en HIFla. Se
observé un aumento de la infiltracién de células inflamatorias y un cambio en la remodelaciéon
vascular, sugieriendo esto que HIFla se comporta como un regulador negativo de los linfocitos T.
Al igual que los tipos celulares descritos anteriormente, en el caso de las células T, los estimulos

gue activan a HIF1la, como antigenos y citocinas, también activan a NK-kB.

El TCR y el correceptor CD28, también pueden activar la via NF-kB, induciendo a su vez la
activacion transcripcional de la IL-2, la cual esta involucrada en la supervivencia y proliferacion de
los linfocitos T. Por lo tanto, NF-kB, es uno de los factores de transcripcién mas importantes en el
desarrollo y diferenciacion de las células T. En el desarrollo de las células T, NF-kB participa en la
fase temprana de su diferenciacion, independientemente de la presentacén del antigeno, en el

linaje antigeno-dependiente y en la maduracion postseleccion.

Hay una evidencia clara, que el crosstalk existente entre HIF y NF-kB es fundamental en la
diferenciacién de los Tregs por activacion transcripcional de FOXP3, en la que c-Rel y RelA, estan
involucrados. Ademads HIF1a, también promueve el equilibrio entre Tregs y las células Th17. De
hecho, durante a diferenciacién de las Th17, los linfocitos T CD4+, dependen de HIFla, para

regular su metabolismo celular. Ademas un estudio ha reportado que las células T son mads
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sensibles a la hipoxia bajo la estimulacién de NF-kB dependiente de HIF1a. Teniendo todo esto en
cuenta, se necesita mas investigacion sobre los numerosos activadores que comparten ambas
vias, NF-kB y HIF, en el desarrollo y funcién de los linfocitos T, para poder estudiar nuevas

estrategias de tratamiento dirigidas a estas vias (Laura D’Ignazio et al., 2015).

En los LB, NF-kB participa en el desarrollo normal de las células B y ademas se conoce que esta
desregulado en enfermedades relacionadas con éstas células. Hay trabajos que ponen de
manifiesto la importancia de HIF en los linfocitos B. Se han realizado estudios genéticos donde se
han utilizado la delecidn especifica de HIF1a en ratones, con ello se ha demostrado que HIFla
esta involucrado en el desarrollo normal de las células B. La comunicacion entre ambos factores
de transcripcién, se ha determinado en el contexto de enfermedad. Se demostré que NF-kB , es
responsable de la induccién del RNAm de HIFla en linfoma maligno. No se dispone de
informacién de cémo HIF modula la actividad de NF-kB en las células B. Por otro lado, HIF2a
podria estar involucrado en el desarrollo de linfomas de células B, ya que un estudio reporté que
el RNAm de HIF2a esta controlado E2F1 en las células B, en un modelo de ratéon de linfoma de

células B (Laura D’Ignazio et al., 2015).

Con todo ello, se necesita mas investigacion del papel que juegan ambos factores de

transcripcién en éste tipo celular.

En las DC, el efecto de la hipoxia sobre sus funciones esta avalado por reports, donde se describe
gue el efecto de la hipoxia podria favorecer la capacidad de este tipo celular para inducir la
respuesta inmune. En células dendriticas humanas, se ha demostrado en condiciones de hipoxia,
gue regulan positivamente la expresion de algunos receptores de reconocimiento como CD180,
receptores tipo Toll-like (TLR 1-2), receptores de lectina tipo C, receptores Fc de
inmunoglobulinas y receptores de activacion como CD69 y CD141. En ratones deficientes en
HIFla en células mieloides, las APCs expresan niveles mas bajos de MHCIl y de moléculas
coestimuladoras, CD80 y CD86. Ademas, tienen una menor capacidad para inducir la
proliferacién de los linfocitos T. Lo contrario se observd en ratones wild-type. En otro

experimento, donde las DC se cultivaron con células tumorales de glioblastoma bajo condiciones
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de hipoxia, se observd que estas DC eran muchos mejores para presentar antigenos a los

linfocitos T CD8+, que las cultivadas en condiciones normoxicas.

También se ha encontrado que HIFla, regula positivamente la capacidad migratoria de las DC

derivadas de monocitos humanos. (Figura 19).
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Figura 9. Cross-talk HIF 1a/NF-kB en diferentes grupos de células inmunes. The FEBS Journal 2015.
(Adaptada de L D'Ignazio et al.)

En el caso de las MDSCs, la via de sefalizacién NF-kB ademas de regular la respuesta inmune,
controla el desarrollo de células mieloides como las MDSCs y los Tregs. Existe evidencia que
mediadores de la inflamacién como la IL-1R, IL-6, TNFa, las alarminas como HMGB1 y S100A8 y A9,
pueden aumentar la diferenciacion de las MDSCs y estimular sus propiedades inmunosupresoras.
Todos estos factores a su vez son potentes activadores de NF-kB, lo cual indica que este factor de
transcripcién tiene un importante papel en la expansion de las MDSCs en el tejido inflamado. Bunt
et al., demostraron que todos estos factores pro-inflamatorios liberados por las células tumorales,
inducian acumulacién y activacién de dichas células y esto a su vez favorecia la supresion inmune y
el escape de la vigilancia inmune. Recientemente, otro estudio llevado a cabo por el grupo de
Flores et al., utilizando un modelo murino, observaron que el nimero de MDSCs aumentaban en
médula ésea y en bazo con el envejecimiento del ratdn, a través de un mecanismo dependiente de

NF-kB (Vinit Kumar et al.,2014)
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Parece ser que la via TLR4/Myd88, es uno de los principales potenciadores de la
inmunosupresion de las MDSCs , en situaciones como la infeccién y el cancer. Wang et al,,
demostraron que varios agonistas especificos de TLR, alteraban la diferenciaciéon y las funciones
de dicho tipo celular. Los TLR no sdélo estan relacionados con la via NF-kB, si no también con otras
vias que pueden ser activadas. Ademas existe cooperacidn entre las vias NF-kB y STAT3. En células
aisladas de cancer de mama, se ha observado que la via no candnica de NF-kB estimula IDO en las

MDSCs mediado esto por STAT3.

HIFla se relaciona con la regulacién de las funciones y diferenciacion de las MDSCs en el
microambiente tumoral. Corzo et al.,, demostraron que las MDSCs del bazo son las principales
responsables de la supresién de las células T especificas de antigeno mediada por ROS. Sin
embargo, en el microambiente tumoral, las MDSCs suprimen las funciones de las células T no
antigeno especificas, generando altos niveles de NO y de arginasa | y bajos de ROS. En un
experimento con MDSCs esplénicas expuestas a un ambiente hipdxico o utilizando un quelante de
hierro, la deferosamina (DFO), un estabilizador de HIF1a, se observé que las MDSCs favorecian la
supresién de los linfocitos T no antigeno especifica, reproduciendo estas condiciones las del

microambiente tumoral.

Se evidencia también, que HIF1la en el microambiente tumoral favorece la diferenciacion de
MDSCs a TAMs, de hecho las MDSCs que carecen de HIF1la no son capaces de diferenciarse a
TAMs, lo que si adquieren marcadores de DC en el microambiente tumoral. Esto también fue
demostrado por Liu et al., ellos propusieron que la via mTOR/HIF1a, inducia la reprogramacién
metabdlica glucolitica en las MDSCs que se requiere para adquirir el fenotipo M1 y que esto le
propocionaba a estas células proteccion contra el tumor. Ponen también de manifiesto, que SIRT-
1, es uno de los principales impulsores de ello, ya que su deficiencia hace que la diferenciacién de
MDSCs sea al fenotipo M2 y esto conlleva a una disminucion de la actividad glucolitica (H. Dai et

al.,2020).

Ademads, HIFla influye en la funcién de las MDSCs tumorales por regulacidon de la expresiéon de
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PD-L1, ésto parece ser debido a que HIFla se une directamente a un elemento de respuesta a la
hipoxia transcripcionalmente activo en el promotor de PD-L1, pero esto no se limita sélo a las
MDSCs sino que también se observa en macréfagos, DC y células tumorales. Si se bloquea PD-L1
en condiciones de hipoxia disminuye la supresién de linfocitos T mediada por MDSCs, regulando

negativamente IL-6 e IL-10.

En este punto hay que mencionar otra via de sefalizacion, la de AMPK (del inglés AMP-activated
protein kinase), muy importante, ya que actua sobre las funciones de las MDSCs impactando ello,
sobre todo en cancer y en envejecimiento. Hay varios estudios que constatan que las moléculas
activadoras de la via AMPK, inhiben las funciones de las MDSCs y demuestran actividad
antitumoral. Es una via que se caracteriza no sélo por regular el metabolismo de los tejidos, sino
también por regular la respuesta inmune, ya que coopera con otras vias de sefializacion inmune
afectando con ello al inmunometabolismo y a las funciones de las células inmunes. Esta bien
establecido que la via AMPK inhibe la actividad de NF-kB y por lo tanto estaria inhibiendo la
respuesta a la inflamaciéon. Ademas inhibe otras via de sefializacién inmune importantes como
JAK-STAT, c/EBPRB, CHOP y la via HIFla, las cuales favorecen la expansién y activacion de las
MDSCs con lo que se fomentaria un ambiente inmunosupresor y se favoreceria el escape de las

células tumorales de la vigilancia inmune (A. Salminen et al., 2019; Y Wang et al., 2020).

En los macrofagos, la via AMPK, promueve la polarizacion del fenotipo proinflamatorio M1 al
fenotipo M2 antiinflamatorio. Ademas, la activacion de esta via regula la sefializacidn de citocinas

antiinflamatorias como IL-10 en macréfagos.

Ishii et al., demostraron que la activacion de AMPK suprimia la proliferaciéon de los macrofagos
inducida por lipoproteinas de baja densidad oxidadas (Ox-LDL). También observaron que la
activacion de esta via, inhibia la expresiéon de GM-CSF, inducida también por Ox-LDL. Esta es una

importante observacion ya que GM-CSF es un inductor de las MDSCs en médula ésea.

Otros estudios han puesto de manifiesto que la via AMPK estd involucrada en la diferenciacion y

en las funciones de los linfocitos T, regulando su metabolismo energético.
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Todas estas observaciones evidencian que la via de activacion AMPK, controla el balance entre

metabolismo energético y respuesta inmune (Figura 20).
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Figura 20. Vias metabdlicas a través de las cuales AMPK controla la activacion de las MDSCs. Journal of
Molecular Medicine (2019) (Adaptada de A. Salminen et al.).

2.5.4.2 HIF y su papel en cdncer de mama.

La hipoxia intratumoral regula genes dianas dependientes de HIF, que en cancer de mama son:
EGFR, AKT, PI3K, PTEN, m TOR, TP53 y HER2, entre otros. El aumento de los niveles de HIF1a, se ha
demostrado por IHC en biopsias de ganglios linfaticos tanto negativos como positivos en pacientes
con cancer de mama, ya que independientemente del estado de los ganglios, se observé que la
supervivencia de las pacientes estaba disminuida de forma significativa en aquellas con una alta

expresion de HIF1a en sus muestras.
En un estudio reciente, se ha estandarizado ensayos inmunohistoquimicos cuantitativos, para

poder predecir el resultado en pacientes con ganglios negativos donde se identificé una firma

altamente predictiva que constaba de cinco marcadores y uno de ellos era HIFla, esto podria
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predecir en cierta medida el transcurso de la enfermedad en el 90% de las pacientes analizadas.

En un meta-analisis realizado por The Cancer Genome Atlas Network, el cual se centré en el
estudio de genes diana de HIFla, tanto en el inmunofenotipo basal como en el luminal y se

identificé un aumento en la expresién de HIF1a en el subtipo basal.

Existe evidencia que los HIFs estan involucrados en el desarrollo de metastasis en cancer de
mama. Las células tumorales que sobreviven y se reprograman en condiciones hipdxicas, tienen la
ventaja de sobrevivir en los lechos metastasicos. Desde un punto de vista clinico, ésto esta
respaldado por el hallazgo en pacientes con tumores primarios con una alta expresidn de HIFla,
las cuales van a recaer de manera temprana y con un tiempo de supervivencia mas corto (Danielle
M Gilkes, 2013). Recientemente se ha demostrado que los HIF juegan un papel muy importante
en las metastasis de cancer de mama a pulmén a través de moléculas de adhesién de tipo
angiopoyetina ya que facilitan la extravasacién de las células tumorales desde la vasculatura
pulmonar y los miembros de la familia de las lisil oxidasas (LOX), LOXL 2 y LOXL 4, promueven la

invasion y la formacién de nichos metastasicos (Gregg L. Semenza, 2012).

Actualmente es bastante complicado predecir cudles van a ser las pacientes diagnosticadas de
cancer de mama que van a desarrollar metastasis, sin embargo, parece ser que la expresién de
HIF1a, podria predecir el mal prondstico de la enfermedad. También se ha demostrado que la
firma genética dependiente de HIF, diferencia a los subtipos luminal y basal, siendo este ultimo el
gue mayor expresion tiene. De ahi que se contemple como nueva terapia para el tratamiento de

TNBC a los inhibidores de HIF.

También seria de gran utilidad este tratamiento, en pacientes con cancer de mama y ganglios
linfaticos negativos que desarrollan de forma temprana metastasis a distancia en el 30-40% de los
casos. Esto ayudaria a estratificar a las pacientes y evitar terapias mas agresivas e innecesarias (P.

Chaturvedi et al.,2013).
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2.5.4.3. NF-kB y su papel en cdncer de mama.

La activacion de este factor de transcripcion pro-inflamatorio es observado en cancer de mama.
Ademads se ha demostrado que la activacién de NF-kB esta asociada al desarrollo y progresion de
dicha enfermedad ya que se asocia con los subtipos mas agresivos, como el caracterizado por ER
negativo y HER2 positivo y el TNBC. La sobreexpresion de la via NF-kB sdla o asociada a otras vias
de senalizacion, promueve la angiogénesis, favorece la EMT, incrementa en nimero de CSC, todo
esto conduce a quimiorresistencia, radiorresistencia y resistencia endocrina, todo esto se asocia
con los inmunofenotipos agresivos mencionados anteriormente, que conducen a recaidas
tempranas, estadios avanzados de la enfermedad y por lo tanto un tiempo de supervivencia
reducido. Con todo lo expuesto, NF-kB podria ser un objetivo valido en el tratamiento del cancer

de mama (W. Wang et al.,2015).

Como se puede comprobar de todas las evidencias anteriormente comunicadas, existen multitud
de elementos que intervienen en la génesis y progresion del cancer de mama, gran parte de los
mismos relacionados con fendmenos de inmunoevasiéon. Uno de los desafios mas importantes en
una enfermedad como el cancer, es su diagndstico temprano y disponer lo antes posible de un
tratamiento adecuado. Hoy dia el método de eleccién para obtener informacién molecular del
tumor, es la biopsia del tejido, que se caracteriza por ser un método invasivo, un procedimiento de
mayor duracion, alto coste, informaciéon molecular limitada a las areas donde se ha obtenido la

muestra y no es compatible para monitorizar al paciente a lo largo del tratamiento.

Por lo tanto, uno de los retos en el diagndstico del cancer, sobre todo en etapas pre-invasivas,
seria encontrar biomarcadores a través de procedimientos no invasivos como es la “biopsia
liquida”, la cual presenta ventajas sobre la biopsia de tejido: es una técnica minimamente
invasiva, se emplea menos tiempo para la extraccion de la muestra, es de bajo coste, la
informacién molecular que aporta es superior y mas completa y podemos monitorizar al paciente

a lo largo del tratamiento.

Ademas la biopsia liquida utiliza diferentes biofluidos y permite estudiar de una manera mas
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completa las caracteristicas de la enfermedad extrayendo componentes tumorales como, ctDNA,
CTC, exosomas y/o ctRNA, entre otros. Con todo esto podemos decir que ésta técnica novedosa

tiene un futuro muy prometedor en el campo del cancer (A. Alba-Bernal et al.,2020).

Tanto en el contexto del cdncer en general, como en el cdncer de mama en particular, se esta
introduciendo la biopsia liquida como metodologia para evaluar los componentes circulantes del
tumor, tanto en estadios tempranos de la enfermedad como en etapas mas avanzadas y esto se
estd documentando a través de ensayos que utilizan el ctDNA para la determinacion del pérfil

genético del tumor y la respuesta a los tratamientos, incluida la resistencia a los mismos.

Se ha determinado que el ctDNA después de la cirugia con intencidn curativa en cancer de mama,
podria facilitar la deteccién temprana de enfermedad minima residual, lo que ayudaria a iniciar
terapia adyuvante para prevenir la recaida temprana. Y ademas con el recuento de las CTC en
plasma, podriamos evaluar tanto el estadio como el prondstico de esta enfermedad, ya que en
cancer de mama parece que es donde mas se ha estudiado el papel de las CTC (F-C Bidard.et al.,

2015).

Empieza también a adquirir mas interés en cancer de mama, el estudio del ctRNA ya que cada vez
se estdn obteniéndo resultados mds interesantes sobre éste. Mayoritariamente se estan
empleando miRNA para la estratificacién molecular del tumor, la respuesta a los tratamientos y la

prediccidn de recaidas. En otros tipos tumorales también se utilizan el IcnRNA o los circRNA.

El estudio de los exosomas en biopsia liquida cada vez es mas evidente en cancer en general, con

un enfoque especial en cancer de mama.

Los exosomas son particulas subcelulares que pueden ser detectadas en diferentes biofluidos, de
ahi que dependiendo del tipo tumoral podemos seleccionar un biofluido para detectar dichas
particulas de los pacientes. Estos contienen proteinas, RNA y DNA, los cuales podrian definir las
caracteristicas bioldgicas y patoldgicas del tumor a tiempo real. También ha sido demostrado el
papel de los exosomas para valorar la inhibicion de la proliferacién y la respuesta a la

quimioterapia (S. Halvaei et al., 2018).
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En nuestro trabajo utilizamos una especie de inmuno- biopsia liquida para determinar
biomarcadores como las MDSCs, Tregs, linfocitos T CD4+0X40+PD-1+ y linfocitosTCD8+0X40+PD-
1+, constituyendo una herramienta potencial para identificar biomarcadores inmunitarios vy
correlacionarlos con la respuesta al tratamiento. Estos subtipos celulares son detectables en la
sangre periférica de las pacientes y podemos obtener un pérfil inmunoldgico de cada paciente en
diferentes momentos de la enfermedad. Es importante destacar que éstos hallazgos pueden

revelar nuevas dianas terapéuticas que se podrian asociar a las modernas estrategias

inmunoterapéuticas.
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Hipotesis y Objetivos
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1. Hipdtesis

La hipdtesis principal de este estudio reside en la consideracion de que las pacientes con cancer de
mama localmente avanzado o metastasico irresecable, presentan un estado de inmunosupresién
basal que puede detectarse en sangre periférica a través de la medicién de una serie de elementos
claves como son los niveles de poblaciones celulares de MDSCs y de linfocitos Tregs,
principalmente. Asimismo, consideramos, que este estado puede revertirse a una situacion de
inmunocompetencia con el tratamiento sistémico de primera linea indicado para cancer de mama

metastasico.

2. Objetivos

2.1 Principales

e Analizar y comparar los niveles de MDSCs y linfocitos Tregs en sangre perférica de

pacientes con cancer de mama avanzado y poblacidon sana (estudio casos-controles).

e Analizar y comparar los niveles de MDSCs y de linfocitos Tregs en sangre periférica en el
grupo de pacientes que alcanzan beneficio clinico comparado con las pacientes que
progresan (estudio BC vs PE), tras tramiento sistémico de primera linea para cancer de

mama avanzado.

2.2 Secundarios

e Correlacionar los niveles en sangre periférica de otras subpoblaciones celulares (leucocitos,
monocitos, neutroéfilos, linfocitos T CD4+ CD8+) con la respuesta al tratamiento en las

pacientes (estudio BC vs PE).

e Comparar los niveles en sangre de las subpoblaciones celulares entre las pacientes y la

cohorte sana (estudio casos — controles).
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e Estudio de los marcadores de expresion co-activadores (OX-40) y co- supresores (PD-1) en
linfocitos CD4+ y CD8+, tanto en las dos poblaciones de estudio (pacientes y grupo

control), como en respuesta al tratamiento de primera linea.
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Materiales y Métodos
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Metodologia:

1. Diseno del estudio

Esta tesis doctoral ha sido desarrollada a partir del proyecto titulado “ Andlisis del perfil de
respuesta inmune en sangre periférica inducido por tratamiento sistémico en el carcinoma de
mama avanzado”. Es un estudio observacional prospectivo que ha sido llevado a cabo en el
Hospital Universitario Virgen Macarena, participando los servicios de Oncologia Médica y de
Bioquimica Clinica. Este proyecto ha sido financiado por la Fundacién Progreso y Salud: Proyectos

de investigacion 2014-PI1-0502-2014.

2. Sujetos del estudio

2.1. Pacientes

En este estudio han sido incluidas 51 pacientes diagnosticadas de cancer de mama de debut
metastasico o en recaida, en el H.U.Virgen Macarena. El periodo de inclusién comenzd en Enero
de 2016 hasta Febrero 2020, fecha de inclusion de la ultima paciente participante en los
resultados recogidos para la realizacidon de esta tesis, ya que el reclutamiento sigue activo. Las
pacientes incluidas, fueron Unicamente aquellas de nuevo diagndstico para cancer de mama
avanzado de manera prospectiva desde el inicio del estudio. Se excluyeron aquellas que habian

recibido tratamiento sistémico de primera linea.

A las pacientes se les realizaron tres determinaciones en sangre periférica, una basal antes del
comienzo del tratamiento de primera linea, otra a los dos meses (ciclo 3) y la ultima a los seis

meses o0 a progresion del tratamiento (ciclo 6).

Las pacientes incluidas en el estudio recibieron tratamiento elegido por el clinico responsable
(hormonoterapia, inhibidores de ciclinas mas hormonoterapia, terapia anti-Her2 mas
quimioterapia, quimioterapia, etc) siguiendo las directrices del Protocolo de Tratamiento del

Céncer de Mama de la UGC de Oncologia Médica del Hospital Universitario Virgen Macarena
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vigentes en cada momento y basados en las guias de practica clinica internacionales para cancer
de mama, National Comprehensive Cancer Network (NCCN) “Clinical Practice Guidelines Breast
Cancer” vy la guia de la European Society for Medical Oncology (ESMO) “Clinical Practice

Guidelines on Breast Cancer”.

2.2. Poblacion sana

Se incluyé un grupo de 20 mujeres sanas, sin antecedentes oncolégicos conocidos. Todas ellas
profesionales sanitarios del Servicio de Oncologia Médica y del Servicio de Radioterapia del
H.U.Virgen Macarena. Siguiendo las mismas directrices epidemioldgicas y demograficas de Ia

muestra de pacientes, en cuanto a sexo, raza y rango de edad.

3. Materiales

3.1. Determinaciones inmunoldgicas

De cada paciente se obtuvieron 2 tubos de EDTA-K3 refrigerados y 2 tubos de suero con gel
separador, los cuales fueron centrifugados para hacer las tres determinaciones correspondientes a

las pacientes y la correspondiente a la poblacién sana.
Los tubos de EDTA-K3 se procesaron en el laboratorio de referencia (Servicio de Bioquimica y
Biologia Molecular del Hospital Universitario Virgen Macarena) y se realizaron las siguientes

determinaciones:

Realizamos un hemograma para conocer el recuento absoluto de leucocitos totales, neutréfilos,

linfocitos totales y monocitos.

e Inmunofenotipo sérico: linfocitos CD3 (LT), CD19 (LB), CD3-CD16+CD56+ (NK), CD3CD4,
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CD3CD8,CD3CD4CD8(inmaduros),CD3CD8CD16+CD56+(CD8activados),
CD4+/CD25+CD3CD8CD16+CD56-, CD3-CD16+CD56+CD8+, CD3-CD16+CD56+CD8-, CD161.

e Analisis de la subpoblacién de linfocitos Treg.

e Antigenos de superficie (moduladores de la actividad de linfocitos T CD4 y CD8).

a. Expresion de coestimuladores: OX40.

b. Expresion de correpresores: PD-1.

¢ M-MDSCy G-MDSC.

Por cada muestra de sangre periférica se realizdé un hemograma y un marcaje celular con
anticuerpos monoclonales para su analisis por citometria de flujo. Se empled el citometro de flujo
BD FACSCantoTM Il (BD Biosciences, San José, USA) y los resultados obtenidos fueron analizados

con el software BD FACSDivaTM (BD Biosciences).

3.2 Determinacion de células supresoras de origen mieloide (MDSCs)

Para cuantificar la subpoblacidon de células supresoras de origen mieloide fueron marcadas con
anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

PerCP-CyTM5.5 Mouse Anti-Human CD 45 (Ref: 564105; BD PharmingenTM).

- PE-CyTM7 Mouse Anti-Human HLA-DR (Ref: 560651; BD PharmingenTM).
- -APC-CyTM7 Rat Anti-CD11b (Ref: 557657; BD PharmingenTM).

- -PE Mouse Anti-Human CD 33 (Ref: 555450; BD PharmingenTM).

- -FITC Mouse Anti-Human CD 14 (Ref: 555397; BD PharmingenTM).

- -APC Mouse Anti-Human CD 15 (Ref: 551376; BD PharmingenTM).

La seleccion de las subpoblaciones de células supresoras mieloides se realizd con estrategia de

gateo secuencial. Para la subpoblacion monocitica (M-MDSC) CD45+CD33+CD11b+HLA-DR-
CD14+CD15- y para la subpoblacidon granulocitica (G-MDSC) CD45+CD33+CD11b+HLA-DR-CD14-
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Figura 21 . Caracterizacion de las células MDSC, M-MDSC y G-MDSC. Laboratorio de Bioquimica Clinica
H.U.V.Macarena.

Como muestra la figura 21, en el gréfico de la izquierda, se representa FSC (Forward Scatter o
dispersion frontal) vs SSC (Side Scatter o dispersion lateral). FSC da informacién sobre el tamafio
celular y SSC sobre complejidad o granulosidad. En este grafico podemos observar que se
seleccionan dos poblaciones que son los granulocitos y los monocitos, y queda una pequefia nube
negra que si las gatearamos serian linfocitos. En el segundo grafico, representamos SSC
(granulosidad) vs CD45, la region que seleccionamos es positiva para CD45, porque queda a la
derecha del eje de CDA45, por lo tanto, aqui tenemos células CD45+. En el tercer grafico
representamos CD33 vs CD11b de las células CD45+, sabemos que las MDSC son CD33+ y CD11b+,
seleccionamos esa regiéon y tenemos células CD33+CD11b+CD45+. En el cuarto gréfico
representamos HLA-DR vs CD33 de las células anteriores, seleccionamos las que son CD33+HLA-
DR-, ya tenemos caracterizadas las células CD45+CD33+CD11b+HLA-DR-. Y en el ultimo grafico
representamos CD14 vs CD15, para seleccionar las subpoblacién monocitica y granulocitica,

obteniéndose: M-MDSC (CD45+CD33+CD11b+HLA-DR-CD14+CD15-) y G-MDSC
(CD45+CD33+CD11b+HLA-DR-CD14-CD15+).

El cdlculo para obtener el valor absoluto de M-MDSC, se multiplica “eventos de interés/eventos

totales” por el valor absoluto de leucocitos (obtenido en el hemograma). En este caso seria
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286/100.000= 0.00286 por recuento absoluto de leucocitos. Y el valor absoluto de las G-MDSC es
344/100.000= 0.00344 por el recuento absoluto de leucocitos.

3.3 Determinacion de los linfocitos T reguladores (Tregs)

Para el marcaje de los linfocitos T reguladores se utilizd el anticuerpo monoclonal Human
Regulatory T Cell Cocktail (Ref: 560249; BD Pharmingen™). Contiene FITC Anti-Human CD4; PE-
Cy™7 anti-Human CD25 y Alexa Fluor® 647 anti-Human CD127. Este cocktail no integra el factor de
transcripcién FOXP3, considerado como el principal regulador del desarrollo y de la funcién de
éstas células, ademas es el marcador fenotipico mas importante de esta subpoblacién celular

(Figura 22).
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Figura 22. Caracterizacion de linfocitos Treg. Laboratorio de Bioquimica Clinica H.U.Virgen Macarena

En la figura 22, podemos observar la caracterizacion de los linfocitos Treg, en el primer grafico
representamos FSC vs SSC, nos aparecen tres poblaciones celulares diferentes, abajo y a la
izquierda salen células con poca granulosidad y de pequefio tamario, son linfocitos (azul), los Treg
aparecen seleccionado en esta region, abajo y a la derecha, son células mas grandes y con poca
granulosidad, son monocitos (verde) y la nube que sale arriba en SSC, tiene mayor granulosidad,
son granulocitos (negro). En el segundo grafico, se representa SSC vs CD4 , aqui seleccionamos la
region correspondiente a positivos para CD4 y poca granulosidad, por tanto los Treg estan en esta

zona, abajo y a la derecha (azul). Y el ultimo grafico, representamos CD127 vs CD25, la region azul
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corresponde a aquellas células CD25+ y CD127-, con lo cual representan a los linfocitos Treg.

El calculo para obtener el recuento absoluto de Treg se obtiene multiplicando la proporcién de
eventos de interés/eventos totales” por el recuento absoluto leucocitos que obtenemos del
hemograma. En este caso particular se obtendria 513 Treg/100000 células totales= 0.00513 x

recuento absoluto de leucocitos, asi obtendriamos el recuento absoluto de Treg.

Hay otros grupos de investigacion que también utilizan CD127, en vez de FOXP3, ya que el
inconveniente de FOXP3 es que al ser una molécula intracelular su deteccidon requiere la
permeabilizacidon de la membrana celular con lo cual los linfocitos Treg no podrian ser utilizados
para estudios funcionales posteriores. Por todo esto se propone utilizar la molécula de superficie,
CD127 ( cadena a del receptor de la IL-7), permite la separacidon especifica de los Treg por
citometria de flujo y se pueden utilizar posteriormente en estudios funcionales. La ausencia o baja
expresion de CD127, se correlaciona con la expresion de FOXP3 y con la actividad

inmunomoduladora (CJ Montoya et al., 2010).

El grupo de W. Liu, 2006, demostré que FOXP3 interactia con el promotor de CD127, y por su
accion supresora hace que CD127 no se exprese o se exprese a la baja en las células Treg.
Determinan por lo tanto que que CD127 es un excelente marcador de Treg ya que se expresa a
niveles muy bajos en la mayoria de de éstas células y es capaz de distinguir hasta un 10% de las

células TCD4+ como células potenciales.

Ademas, reportan que puede utilizarse en ausencia de CD25, para separar un conjunto de células T
supresoras y por ello, seria una herramienta util para la seleccién y expansion de las células T para

diagndstico y aplicaciones terapéuticas.

A. L. Rodriguez-Perea y colaboradores, 2016, es otro grupo que utiliza la molécula CD127 en la
caracterizacion de los Treg. Ellos ademads utilizan otros receptores para la caracterizacién de éstas
células, tanto en humanos como en modelos murinos, los cuales son: CTLA-4, PD-1, OX40, GITR y

CD103. Establecen que estos receptores pueden ser expresados por otras células, de manera que

186X



hay que tener cuidado a la hora de seleccionar ésta combinacion de marcadores, sobre todo en
condiciones de inflamacion. Ademas, la frecuencia y el fenotipo de los Treg pueden discrepar

segun el tejido y la especie.

3.4 Determinacion de otras poblaciones linfocitarias

Para el andlisis de las poblaciones de linfocitos T, B y NK se empleé el anticuerpo monoclonal BD
Multitest™ 6-Color TBNK (Ref: 337166; BD Multitest™). Contiene CD45 marcado con PerCP-
Cy™5.5, CD3 marcado con FITC, CD4 marcado con PE-Cy™7, CD8 marcado con APC-Cy™7, CD19
marcado con APCy CD16 y CD56 marcado con PE.

3.5 Determinacidn de otras poblaciones celulares

Por cada muestra de sangre periférica se realizé6 un hemograma en el que se determind el
recuento absoluto de leucocitos totales, neutrofilos, plaquetas, linfocitos totales y monocitos
entre otros tipos celulares. Para su correspondiente analisis se utilizd el analizador hematoldégico

XN-1000 Pure (Sysmex Europe GMBH).

3.6 Determinacion de Antigenos de superficie (moduladores de la actividad de los

linfocitos T CD4+ y CD8+)

Los linfocitos T activados fueron determinados como CD3+CD4+0X40+ y CD3+CD8+0X40+. Y los
linfocitos T que expresaban el biomarcador inhibidor PD-1 se determinaron como CD3+CD4+PD-1+

y como CD3+CD8+PD-1+.

Los anticuerpos monoclonales utilizados para ello fueron: FITC Mouse Anti-Human OX40 (CD134)
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(Catalog.n? 555837), PE Mouse Anti-Human CTLA-4 (CD152) (Catalog. N2555853), PerCP-Cy 5.5
Mouse Anti-Human CD8 (Catalog n2565310), PE-Cy7 Mouse Anti-Human CD4 (Catalog n2557852),
APC Mouse Anti-Human PD-1 (CD279)(Catalog n2 558694), APC- H7 Mouse Anti-Human CD3
(Catalog n2 560176).

3.7 Otros reactivos

Otros reactivos empleados en el procesamiento de las muestras para su posterior andlisis por

citometria de flujo fueron:

- Sheath Fluid (Ref: 342003; BD FACSTM).
- Lysing Solution 10X Concentrate (Ref: 349202 ; BD FACSTM)

4. Analisis por citometria de flujo

Todas las muestras se analizaron por citometria de flujo . Fueron procesadas segun protocolo de
rutina empleado en el Laboratorio de Citometria de Flujo del Servicio de Bioquimica y Biologia

Molecular del Hospital Universitario Virgen Macarena. El procedimiento es el siguiente:

Pipetear 50uL de muestra de sangre periférica en 3 tubos de ensayo diferentes,
cada uno para una poblacion celular diferente y posterior andlisis citométrico

(MDSCs, Treg, subpoblaciones celulares, 0X40, PD-1 y CTLA-4).

¢ Afadir 5uL de los anticuerpos monoclonales correspondientes en cada tubo de

ensayo, como se describe en la seccién tercera de este capitulo.

e Agitar en vortex e incubar 15 minutos en oscuridad.

e Afadir en cada tubo de ensayo 2 ml de BD FACS™ Lysing Solution 10X

Concentrate para lisar los eritrocitos.
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e Agitar en vortex e incubar 3 minutos en oscuridad.

e Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm y desechar el sobrenadante.

e Llavar el pellet celular con 2 ml de BD FACS™ Sheath Fluid y agitar en vortex.

e Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm y desechar el sobrenadante.

e Afadir 0.5 ml de BD FACS™ Sheath Fluid y agitar en vortex.

e Adquirir 100.000 eventos en el citometro de flujo.

5. Analisis de datos

5.1 Calculo del tamafo muestral

Para la estimacion del tamafio minimo muestral y minimizar los errores aleatorios, nos basamos
en la variable de MDSC. Hay estudios que ponen de manifiesto que los niveles de MDSC en
poblacién sana es de 0.82%. En pacientes con cancer la cifra es mas elevada, 3.55%. Con lo cual
era esperable que en las pacientes participantes en nuestro estudio con cancer de mama
metastasico, las cifras de MDSC en basal fuesen mds elevadas y si nuestra hipdtesis se cumplia, a
lo largo del tratamiento estos niveles debian ir bajando hasta niveles parecidos a los de la
poblacién sana. Usando estas cifras como estimacidon con una diferencia de medias de 2.73 y una
desviacion estdndar total de 6.65, asumiendo un error a de 0.05 y un error 8 de 0.20, es decir una
potencia del 80% y aplicando el test de dos colas, el nimero minimo de participantes en este
estudio era de 45 nuevos casos de cancer de mama metastdsico, representando una cifra
razonable, segun la experiencia clinica y el volumen de pacientes atendidas en la UGC de

Oncologia Clinica del HUVirgen Macarena (300-350 casos nuevos de cancer de mama/ afio).

El tamafo muestral de la poblacién sana fue de 20 mujeres sin antecedentes oncoldgicos. No fue
ampliado ya que no habia diferencias importantes en sus niveles celulares, por lo que se considerd

representativo de una poblacién con las mismas caracteristicas.
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5.2 Analisis estadistico

Se elaboré una base de datos que contenia informacion clinico-patoldgica de las pacientes
participantes, como tipo de tratamiento, respuesta al tratamiento, inmunofenotipo tumoral,
localizacién de las metastasis, performance status y los resultados obtenidos por citometria de

flujo.

El analisis estadistico se realizé mediante el paquete de software SPSS 26.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL,
USA). La distribucidn normal de las variables analizadas se verificd por histogramas, box plot, Q-Q
plot y para el andlisis de normalidad de valores se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov (muestras
>50) y Shapiro-Wilk (muestras <50). Debido a la ausencia de normalidad, las distribuciones de los
linfocitos antes y después de las terapias sistémicas fueron comparadas usando el test no-
paramétrico Wilcoxon para muestras relacionadas. Las concentraciones celulares en respuesta al
tratamiento BC vs PE y las de |la poblacién de pacientes con CMA vs CS, se compararon usando el
test no-paramétrico de U-Mann-Whitney, para muestras independientes. Se consideré p< 0.05

gue indicaba diferencias estadisticamente significativas, con un intervalo de confianza del 95%.

6. Limitaciones del estudio

Por el disefio que hemos seguido en el estudio, a través de la base de datos que recoge tanto
informacién clinica como todos los resultados obtenidos en el laboratorio, ha generado un gran
volumen de datos. Entendemos que el pequeio tamafio muestral, 51 pacientes, puede ser un
problema para obtener resultados estadisticamente significativos, para los cuales necesitariamos

un tamafio muestral mucho mayor.
Otra limitacién de este estudio podria ser la heterogeneidad bioldgica del cancer de mama vy los

diferentes tratamientos utilizados, que podria generar sesgos para la obtencién de resultados

estadisticamente significativos adicionales al pequefio tamafio muestral ya comentado.
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7. Aspectos éticos

Antes de comenzar ningun procedimiento del estudio, tanto las pacientes diagnosticadas de
cancer de mama avanzado y la poblacién sana, sin diagnéstico oncolégico, firmaron
Consentimiento Informado (adjunto Anexo |) aprobado por el Comité de Etica (CE) de los H.U.

Virgen Macarena y Virgen del Rocio (Anexo ).

El estudio se ha llevado a cabo siguiendo los principios de la Declaracion de la Asociacién Médica
Mundial adoptada en la 182 Asamblea de Helsinki-Finlandia, junio de 1964. Enmendada 292
Asamblea Médica Mundial Tokio-Japén, octubre 1975. 352 Asamblea Médica Mundial Venecia-
Italia, octubre 1983. 412 Asamblea Médica Mundial Hong-Kong, septiembre 1989. 482 Asamblea
General Somerset West-Sudafrica, octubre 1996 y en octubre del 2000 en la 522 Asamblea General

de Edimburgo (Escocia).
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1. Caracteristicas principales de las poblaciones de estudio

La poblacién de pacientes estaba formada por 51 mujeres diagnosticadas de cancer de mama
avanzado de debut o recaida, con una media de edad de 54 ainos, las cuales fueron tratadas con

tratamiento sistémico de primera linea para enfermedad metastasica.

Para los estudios de casos-control, se recluté un grupo de 20 mujeres sanas, sin diagndstico de

enfermedad oncoldgica, con una media de edad de 35 afios.

Las principales caracteristicas de las pacientes se muestran en la tabla 1.

Caracteristicas CMA (N=51)
N (%)
Edad (afios)
Media 54 (30-81)
<50 18 (35.3)
250 33 (64.7)
ECOG- Performance Status
0 40 (78)
1 4 (8)
2 7 (14)
Inmunofenotipo
Luminal A 11 (21)
Luminal B 31 (61)
Luminal B HER2+ 3(6)
TNBC 6(12)
Numero metastasis
1 26 (51)
2 17 (33)
23 8 (16)
Metastasis a distancia
Visceral
> 24 (47)
No 27 (53)
Metdastasis Hepaticas
Si 18 (35)
No 33 (65)
Metastasis pulmonares
9(18)
Si 42 (82)

No
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Metastasis 6seas

Si 39 (77)
No 12 (23)
Tratamiento 12 linea mtx
Hormonoterapia 8(18)
Fulvestrant 6 (14)
Letrozol 2(4)
iCDK 4/6 + HT 31 (61)
Ribociclib+letrozol 19 (37)
Ribociclib+Fulvestrant 1(2)
Palbociclib+Fulvestrant 6(12)
Palbociclib+letrozol 3(6)
Abemaciclib+letrozol 2 (4)
Anti-HER2 3(6)
Pertuzumab+Trastuzumab+Taxanos 2(4)
Lapatinib+letrozol 1(2)
Quimioterapia 8 (16)
Capecitabina 2(4)
Paclitaxel+Bevacizumab 2 (4)
Paclitaxel+Carboplatino 1(2)
Paclitaxel semanal 3(6)
Inmunoterapia 1(2)
Pembrolizumab+Gemcitabina+Carboplatino 1(2)

Respuesta al tratamiento (RECISTv 1.1)

Beneficio clinico (BC) 36 (70)
Respuesta Completa (RC) 3(6)
Respuesta Parcial (RP) 13 (25)
Estabilidad Enfermedad (EE) 20 (39)
Progresion Enfermedad (PE)** 12 (23)

Tabla 1. Principales caracteristicas de las pacientes. *CMA: Cancer de mama avanzado. *Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) performance status escala de 0-5, 0 indica totalmente activo sin sintomas de la enfermedad y
5 muerte ; *CDKi 4/6, Inhibidores de las ciclcinas 4/6; *RECIST v1.1: Criterio de evaluacion de respuesta en tumores
sdlidos. **Dos pacientes fallecieron antes de la evaluacion radioldgica por progresion de la enfermedad.

2. Evaluacion y comparativa de las diferentes poblaciones celulares

En cada apartado representaremos las diferentes poblaciones celulares que hemos estudiado y los
diferentes analisis realizados, como el de casos-control y el de segun respuesta a los diferentes
tratamientos recibidos por las pacientes (Beneficio clinico vs Progresién de la enfermedad). En
todos los casos se representa la mediana y el intervalo de confianza del 95%, aplicando los test

estadisticos mencionados en el apartado 5.2 del capitulo de Materiales y Métodos.
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En el estudio casos-control se han analizado las 51 pacientes, de las cuales tenemos todas las
determinaciones basales y las 20 mujeres que componen la cohorte sana. Para el estudio de
respuesta a los tratamientos, hemos comparado las pacientes que han obtenido beneficio clinico,
gue son aquellas con respuesta completa, respuesta parcial y estabilidad de la enfermedad con las

gue han progresado.

Para el estudio comparador de respuesta al tratamiento, se siguieron los criterios RECIST 1.1. Un
total de 36 pacientes obtuvieron beneficio clinico. De estas, 3 tuvieron respuesta completa y se les
realizaron todas las determinaciones (basal, ciclo 3 y ciclo 6). 13 pacientes llegaron a obtener
respuesta parcial, de las cuales, a 11 se les realizaron todas las determinaciones sanguineas y de 2
pacientes faltaria la ultima extraccion (ciclo 6). En el caso de las que llegaron a obtener
estabilizacidon de la enfermedad, que fueron 20 pacientes, a 19 se les hizo todas las extracciones
del estudio y a 1 de ellas no se le pudo realizar la extraccién del ciclo 6, al haber sido reclutada en
el ultimo periodo del estudio y coincidir con la situaciéon de pandemia mundial por COVID-19. En el
transcurso del estudio, progresaron 10 pacientes, de 8 se obtuvieron todas las determinaciones y
de 2 faltaria la correspondiente al ciclo 6, 1 de ellas fallecié y la otra fue remitida a otro hospital a
recibir nuevo tratamiento tras confirmarse la progresion de la enfermedad. Se evaluaron
radiolégicamente a 46 pacientes del total de 51, quedando pendientes de evaluar 5 pacientes, 2
fallecieron antes de poder ser evaluadas y 3 no han sido evaluadas aun, ya que han sido reclutadas

en el Ultimo periodo de estudio.
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2.1 Leucocitos totales
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Figura 23. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales en sangre periférica de leucocitos totales

en pacientes y cohorte sana.

En la figura 23, se puede observar la comparativa entre las medianas de los niveles basales de las

pacientes, que son los obtenidos antes de comenzar el tratamiento y los de la poblacién sana. Para

las pacientes obtuvimos 6840 (RI=2655) leucocitos/ul y para la poblacién sana fueron 6780

(RI=1950)leucocitos/pl. Con estos

significativas entre ambos grupos de estudio.
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Figura 24. Mediana de los niveles de leucocitos totales en sangre perférica con respecto a la respuesta
al tratamiento sistémico. *** diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) con respecto a la

determinacion basal.
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En la figura 24, podemos ver como disminuyen los niveles de leucocitos en el contexto de
beneficio clinico a lo largo del tratamiento y como aumentan levemente en el grupo que progresa.
En las pacientes con beneficio clinico se obtuvieron los siguientes resultados: en la determinacién
basal 6245 (RI=2528), en el ciclo 3, 3670 (RI=2090) y en el ciclo 6, 4320 (RI=2206) leucocitos/pl.
Con estos resultados podemos observar que existen diferencias estadisticamente significativas en
los ciclos 3 y ciclo 6 con respecto al basal (p<0.001). Sin embargo, en la poblacién que progresa los
cambios en los niveles de estas células son mas moderados, obteniéndose en el nivel basal 7770

(RI=2210), en el ciclo 3, 3930 (RI=1827.5) y en el ciclo 6, 4010 (RI=5465) leucocitos/pl.

2.2 Neutrofilos
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Figura 25. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales de neutrdfilos en sangre
periférica en pacientes y poblacién sana.

La variacion en los niveles sanguineos basales de este tipo celular practicamente no varian entre la
poblacién enferma y la sana, se puede ver un leve descenso en la poblacién sana. Obteniéndose
para las pacientes un resultado de 4190 (RI=2320) células/ul y para la sana 3780 (RI=1370) células/

ul. No obteniéndose por tanto diferencias estadisticamente significativas (Figura 25).
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Figura 26. Medianas de los niveles de neutrdfilos totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento. ***diferencias estadisticamente significativas con respecto a la determinacion basal (p<0.001)

Para las pacientes con respuesta al tratamiento (BC), los niveles celulares obtenidos fueron, para
el basal 3570 (RI=2370), en el ciclo 3, 1830 (RI=1290) y en el ciclo 6, 2146.5 (RI=1780)
neutrofilos/ul. Como podemos observar hay un descenso bastante importante con la respuesta al
tratamiento, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 3 y en el ciclo 6
con respecto al basal (p<0.001). En el grupo que progresa no se obtienen diferencias
estadisticamente significativas, los resultados para la basal 4930 (RI=1650), ciclo 3, 2200 (RI=677.5)

y ciclo 6, 3825 (RI=3427) neutroéfilos/pl. (Figura 26)
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2.3 Monocitos
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Figura 27. Andlisis caso-control. Mediana de los niveles basales en sangre periférica de monocitos totales
en pacientes y poblacién sana.

En las pacientes se obtuvieron unos niveles de 460 (RI=250) y en la poblacién sana 540 (RI=147.5)

monocitos/ul. Con estos valores no se observaron por lo tanto diferencias estadisticamente

significativas en ambas poblaciones. (Figura 27)
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Figura 28. Mediana de los niveles totales de monocitos en sangre periférica con respecto a la
respuesta al tratamiento sistémico.

Con respecto a los grupos de respuesta al tratamiento los valores obtenidos son muy similares

tanto en el grupo de beneficio clinico como en el grupo que progresé. Los valores obtenidos para

200X



las pacientes con BC en basal 420 (RI=210), ciclo 3 395 (RI=235) y ciclo 6 470 (RI=230)
monocitos/ul. Y en el grupo con progresion fueron para basal 480 (RI1=400), ciclo 3 405 (RI=377.5)

y ciclo 6 310 (RI=230) monocitos/ul, sin alcanzarse diferencias estadisticamente significativas

(Figura 28).

2.4 Linfocitos totales
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Figura 29.Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales en sangre periférica de
linfocitos totales en poblacion enferma y sana. ## diferencias estadisticamente significativa

(p< 0.01) con respcto a la poblacién con CMA.

Los niveles de linfocitos totales en la poblacién de pacientes es inferior, 1660 (RI=775) con

respecto a la poblacidbn sana 2090 (RI=900) linfocitos/pl, se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas con respecto a la poblacion enferma, p=0.008. (Figura 29)
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Figura 30. Medianas de los niveles de linfocitos totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento. * diferencias estadisticamente significativas con respecto al basal (p<0.05). #diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo de BC en el ciclo 6 (p<0.05).

Cuando analizamos los niveles de esta poblacién celular con respecto a la respuesta al
tratamiento, obtuvimos los siguientes resultados en BC, basal 1625 (RI=730), ciclo 3 1380 (RI=520)
y 1360 (RI=465) células/pl. En PE, basal 1700 (RI=795), ciclo 3 1670 (RI=1270) y ciclo 6 1010
(RI=557.5) células/ul. Se vieron diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 3 para la
pacientes con BC con respecto al nivel basal (p= 0.038) y también en el ciclo 6 con respecto al
basal, p= 0.031. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 6 en los

grupos de respuesta al tratamiento (p=0.049).(Figura 30)
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2.5 Linfocitos T
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Figura 31. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales en sangre periférica de
linfocitos T en las pacientes y en la cohorte sana. ### diferencias estadisticamente significativas
con respecto a las pacientes (p<0.001).

En la figura 31, podemos observar que existen diferencias estadisticamente significativas entre las
dos poblaciones de estudio (p<0.001). Para la poblacién con CMA se obtuvieron 1071.3 (RI=526.2)
y para la cohorte sana 1630.2 (RI=813.2) linfocitos T/ul.
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Figura 32. Medianas de los niveles de linfocitos T totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento sistémico. ** diferencias estadisticamente significativas con respcto al basal (p<0.01). #
diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 6 en los dos grupos de tratamiento (p<0.05).
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En la figura 32, observamos las diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 3, 900
(RI=353.3) células/ul de las pacientes que obtuvieron BC con respecto al nivel basal, 1065.4
(RI=533.1) células/ul, (p= 0.004). También se alcanzan diferencias estadisticamente significativas
en el ciclo 6 de las pacientes con BC, 900.7 (RI=424.1) células/ul con el nivel basal (p=0.007). En las
pacientes que progresaron los resultados obtenidos fueron en estado basal 1077.3
(RI=831.15)células/ul, ciclo 3 1040.3 (RI=823.1) células/ul y ciclo 6 684.4 (RI=324.3)células/ul.
Obtuvimos diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 6 para los dos grupos de

respuesta al tratamiento (BC vs PE), p=0.05.

2.6 Linfocitos B
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Figura 33. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales en sangre periférica de linfocitos
B en pacientes de CMA y poblacién sana.

Como podemos observar en el andlisis caso-control (Figura 33), no hay practicamente diferencias
en los niveles de linfocitos B entre la poblaciéon enferma 205.6 (RI=93.9) y la poblacién sana 199

(RI=157) linfocitos B/ul.
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Figura 34. Medianas de los niveles de linfocitos B totales en sangre periférica segun la respuesta al
tratamiento sistémico.

En la figura 34, podemos observar para las pacientes que obtuvieron BC, que las medianas de los
niveles para este subtipo celular disminuyen ligeramente con el tratamiento, los resultados
obtenidos fueron, basal 198.4 (R1=81.1) células/pl, ciclo 3, 136.9 (RI=106.8) células/ul y en el ciclo
6 132.5 (RI=122.3) células/ul, respectivamente. En las pacientes que progresan practicamente no
hay variacién entre los niveles obtenidos en basal 193.5 (RI=175.7) células/ul, ciclo 3, 172.6
(RI=89.6) células/ul y ciclo 6, 184 (RI=117) células/ul. No se alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas en ningln escenario de los estudiados.
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2.7 Linfocitos NK
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Figura 35. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales en sangre periférica de
linfocitos NK en pacientes y cohorte sana.

Tanto las pacientes con un nivel basal de 236.4 (RI=221.5) linfocitos NK/ul como las mujeres sanas
con un resultado de 245.3 (RI=151.9) linfocitos NK/ul, no se obtuvieron diferencias entre ambos

rgrupos. (Figura 35).
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Figura 36. Niveles de linfocitos NK totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento sistémico. ## diferencias estadisticamente significativa con respecto a BC (p<0.01)

En el analisis BC vs PE que muestra la figura 36, en el grupo que obtuvo BC se vio que los niveles de

las células NK, practicamente no cambiaron con el tratamiento. En basal 229.6 (RI=186.6)
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células/ul, ciclo 3, 220.8 (RI=151.8) células/ul y en el ciclo 6, 197.8 (RI=115.5) células/ul. En el
grupo que progresé hubo una disminucién leve en los niveles celulares a lo largo del tratamiento,
obteniéndose en basal 203.2 (RI=106.4) células/pul, ciclo 3, 300.6 (RI=175.6) células/ul y en el ciclo

6, 193.8 (RI=136.8) células/pul. En este escenario, no se alcanzaron diferencias estadisticamente

significativas.

2.8 Linfocitos T CD4
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Figura 37. Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales de linfocitos T CD4 en la poblacién
enferma y sana.tt diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de CMA
(p<0.001).
Se puede observar en la figura 37 que existen diferencias evidentes entre los niveles basales de
linfocitos T CD4 entre la poblacién con CMA, 660.7 (RI=414.4) y la poblacién sana 1024.1

(RI=423.5) linfocitos T CD4/ul. Obteniéndose diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos de estudio (p<0.001).
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Figura 38. Mediana de los niveles de linfocitos T CD4 totales en sangre periférica con respecto a la
respuesta al tratamiento sistémico. **diferencias estadisticamente significativas con respecto al basal
(p<0.01). # diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de BC en el mismo ciclo
(p<0.05).

En el estudio comparativo entre los grupos segun respuesta al tratamiento se observa que en BC
los niveles obtenidos en basal 688.8 (RI=439.2) y a lo largo del tratamiento, ciclo 3, 566 (RI=322.2)
y ciclo 6, 623.6 (RI=301.4) linfocitos T CD4/ul. En las pacientes que progresaron los datos
obtenidos fueron en basal 647 (RI=622.5), ciclo 3 646.6 (RI=969.6) y en ciclo 6 419.4 (RI=333.42)
linfocitos T CD4/ul. Alcanzdndose diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 6 con
respecto al basal, p=0.008. Y también se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de BC vs PE para el mismo ciclo de tratamiento, ciclo 6, p=0.043.(Fifura38)
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Figura 39.Andlisis caso-control. Medianas de los niveles basales de linfocitos T CD8 en sangre
periférica en poblacién enferma y sana. # diferencias estadisticamente significativas respecto a la
poblacion con CMA (p<0.05).
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Como se puede apreciar en la figura 39, en la poblacidn sana los niveles de esta poblacién celular
son algo mas altos en la poblacién sana 467.1 (RI=90.6) linfocitos TCD8/ul que en la enferma
donde se registra un valor de 410.3 (RI=258.8) linfocitos TCD8/ul, obteniéndose diferencias

estadisticamente significativas (p=0.041).
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Figura 40. Medianas de los niveles de linfocitos TCD8 totales en sangre periférica segun la
respuesta al tratamiento sistémico.

En cuanto al grupo de pacientes que tienen BC, podemos observar que hubo un descenso con
respecto a la respuesta al tratamiento tanto en el ciclo 3 como en el 6. Obtuvimos en el nivel basal
365.2 (RI1=288.1), en el ciclo 3, 279.3 (RI=161.4) y en el 6, 272.4 (RI=161.2) linfocitos TCD8/ul. En el
grupo de progresién los valores obtenidos se mantienen practicamente constantes siendo el basal
355.2 (RI=256.9), ciclo 3, 319.5 (RI=284.3) y en el 6, 333.4 (RI=197,2)linfocitos TCD8/ul. Sin obtener

diferencias estadisticamente significativas. (Figura 40)
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2.10 Linfocitos T reguladores
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Figura 41. Andlisis caso-control. Mediana de los niveles basales en sangre periférica de linfocitos T
reguladores en pacientes y cohorte sana. ### diferencias estadisticamente significativas (p=0.001) con
respecto a las pacientes.

En el analisis de caso-control observamos en la poblacién sana la mediana de los niveles basales
de linfocitos T reguladores, es 22.61 (RI=13.57) células/ul, es menor que en la poblacion enferma
donde se obtuvo un valor mas elevado de 32.05 (RI=29.84)células/ul, alcanzandose diferencias

estadisticamente significativas (p=0.001).(Figura 41)
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Figura 42. Medianas de los niveles de linfocitos T reguladores en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento sistémico. ***diferencias estadisticamente significativas con respecto al basal (p<0.001).

En la figura 42, se puede objetivar que en la poblacién con CMA que alcanzé BC, las medianas de
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los niveles de Treg fueron bajando a lo largo del tratamiento sistémico, obteniéndose en basal
31.87 (RI=27.87), ciclo 3, 20.79 (RI=15.01) y ciclo 6, 19.01 (RI=16.64) células/pl. Con estos
resultados se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en el ciclo 6 con respecto al

basal (p<0.001).

Para las pacientes que progresaron, los valores obtenidos para las medianas de los niveles
celulares, fueron para el basal 39.30 (RI=52.24), ciclo 3, 17.63 (RI=38.37) y en ciclo 6, 28.36
(R1=32.03) células/ul, no habiendo diferencias estadisticamente significativas entre el ciclo 6 y el
nivel basal, (p=0.866). Tampoco se alcanzaron diferencias entre los dos grupos de pacientes
estudiados, aunque en el ciclo 6 podemos ver que en el grupo de BC el nivel de estas células fue
19.01 células/ul y en el grupo que progreso se alcanzd un nivel mucho mayor de 28.36 células/ul,

aun asi no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p=0.680).

2.11 Células supresoras de origen mieloide
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Figura 43. Analisis Caso-control. Medianas de niveles basales de MDSC totales, M-MDSC y G-MDSC en
poblacidon con CMA y poblacion sana. #, ## y ### diferencias estadisticamente significativas entre las
determinaciones basales de las pacientes y la poblacion sana (p<0.05, p<0.01 y p<0.001 respectivamente).

En la figura 43, observamos diferencias bastante llamativas en los resultados obtenidos para las
medianas de los niveles de células supresoras mieloides entre enfermas y mujeres sanas. La

mediana de los niveles de MDSC totales antes del tratamiento en las pacientes son bastantes mas
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altos que en la poblacién sana, alcanzando una mediana de 35.43 (RI=180,73)células/pl para las
pacientes y 17.53 (RI=16.96) células/pl para las mujeres sanas, con diferencias estadisticamente

significativas (p=0.001).

Lo mismo ocurre para los dos subgrupos de mieloides, M-MDSC y G-MDSC. Para las M-MDSC en el
caso de las pacientes se obtuvieron valores de las medianas de 18.46 (RI=30.67)células/ul y para la
poblacion sana 10.28 (RI=17.48) células/ul, con diferencias estadisticamente significativas
(p=0.035). Y en el caso de las G-MDSC, en las pacientes se alcanzaron unos valores para la mediana
de 11.38 (RI=57.60)células/ul y para la cohorte sana fue de 4.99 (RI=16.96) células/ul, con

diferencias estadisticamente significativas (p=0.004).
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Figura 44. Medianas de los niveles de MDSC totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al tratamiento.
***diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la determinacion basal (p<0.001). ##diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de respuesta en el mismo grupo de tratamiento (p<0.001) .

Podemos ver en la figura 44, que las medianas de los niveles de MDSC totales en sangre periférica
en las pacientes que alcanzaron BC disminuyen a lo largo del tratamiento, basal 33.63 (RI=39.64),
ciclo 3, 16.54 (RI=12.88) y ciclo 6, 10.36 (RI=15.84) células/ul, obteniéndose diferencias

estadisticamente significativas en el ciclo 6 con respecto a la determinacién basal (p<0.001). Sin

212X



embargo, observamos un aumento significativo en los resultados de los niveles de MDSC totales
en el grupo que progresé obteniéndose en basal 37.48 (RI1=20.63), en el ciclo 3, 25.32 (RI=31.26) vy
en el ciclo 6, 78.54 (RI=128.63) células/ul, no llegdndose a alcanzar diferencias estadisticamente
significativas (p=0.176). Si se encuentran diferencias estadisticamente significativas (p=0.003) para

ambos grupos de tratamiento (BC vs PE) en el ciclo 6.
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Figura 45. Medianas de los niveles de M-MDSC totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento. ***diferencias estadisticamente significativas con respecto a la determinacion basal (p<0.001).
##diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupo de respuesta en el mismo ciclo de
tratamiento (p<0.001)

En las pacientes con BC hubo una disminucion estadisticamente significativa de M-MDSC, en el
ciclo 6 (p<0.001) de tratamiento, con respecto al nivel basal. Los resultados obtenidos fueron:
basal 18.46 (RI=33.49), ciclo 3, 7.09 (RI=12.90) y en ciclo 6, 4.15 (RI=6.48) células/ul,
respectivamente. Para el grupo de PE se obtuvo un aumento de la mediana de los niveles totales
de M-MDSC, basal 16.20 (RI=33.49), ciclo 3, 7.50 (RI=12.24) y ciclo 6, 42.04 (RI=86.99) células/pl.
Cuando comparamos los grupos de respuesta al tratamiento también se obtienen diferencias

estadisticamente significativas en el ciclo 6 (p=0.004). (Figura 45).
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Figura 46. Medianas de los niveles de G-MDSC totales en sangre periférica con respecto a la respuesta al
tratamiento. ***diferencias estadisticamente significativas con respecto a la determinacion basal (p<0.001).
##diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupo de respuesta en el mismo ciclo de
tratamiento (p<0.001)

En el caso de la determinacién de los niveles de G-MDSC, en la figura 46, podemos observar que
en las pacientes con BC los niveles de estas células fueron disminuyendo progresivamente a lo
largo del tratamiento, obteniéndose unos valores de 12.74 (RI=18.14) para la determinacién basal,
3.23 (RI=6.70) en el ciclo 3 y 3.36 (RI=7.03)células/ul en el ciclo 6. Se obtuvieron diferencias
estaditicamente significativas en el ciclo 6 (p<0.001) con respecto a la determinacién basal. En las
pacientes que progresaron estos niveles celulares fueron para la determinacion basal 14.20
(RI=28.56), en el ciclo 3, 5.63 (RI=20.09) y en el ciclo 6, 10.00 (RI=24.23) células/ul,
respectivamente. También vimos diferencias entre ambos grupos de respuesta que fueron

significativas en el ciclo 6 (p=0.002).
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3. Estudio de las ratios celulares.

3.1 Ratio CD4/CDS8

Ratio CD4/CDG

Figura 47. Ratio CD4/CD8 basal y comparacién con la cohorte sana.

En la figura 47, podemos ver que la ratio CD4/CD8 es algo menor para las pacientes que para la
poblacion sana. Los valores obtenidos fueron para las pacientes 1.77 (RI= 1.06) y para la cohorte

sana 2.14 (RI=0.91). No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Ratio CD4/CD8
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Figura 48. Ratio CD4/CD8 segun respuesta al tratamiento BC vs PE. * diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los niveles basales (p<0.05).

Segun la figura 48, los resultados obtenidos para la ratio CD4/CD8 en los dos grupos de respuesta
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al tratamiento se mantuvo con pocas variaciones dentro del mismo grupo. Siendo los valores
obtenidos para las pacientes con BC, basal 1.84 (RI= 1.13), ciclo 3 1.83 (RI= 1.31) y ciclo 6 2 (RI=
0.81). En el grupo con progresion de la enfermedad los valores fueron, basal 1.45 (RI=1.01), ciclo 3
1.62 (RI=1.5) y ciclo 6 1.6 (RI= 2.26). Se obtuvo un p = 0.028 entre el ciclo 6 y la determinacién

basal, en las pacientes que progresaron.

3.2 Ratio CD8/Treg
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Figura 49. Ratio CD8/Treg basal y comparativa con cohorte sana.

En la figura 49, se puede observar una leve disminucién de la ratio en las pacientes con respecto a
las mujeres sanas. El valor de la ratio obtenido para las pacientes fue 10.22 (RI= 9.72) y para la

cohorte sana 11.4 (RI= 10.7). No obteniéndose diferencias estadisticamente significativas.

216X



N
o
]

15 A
[=T4]
[19]
=
P
8 10 +
o Hit
Z 5 -
0
Basal Ciclo 3 Ciclo 6

OBC MPE

Figura 50. Ratio CD8/Treg en respuesta al tratamiento. *diferencias estadisticamente significativa con
respecto al nivel basal (p<0.05). ## diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
respuesta en el mismo ciclo de tratamiento (p<0.01).

Cuando se analizé la ratio CD8/Treg con respecto a la respuesta al tratamiento, observamos que
en las pacientes con BC, esta ratio aumentd con la administracion de los diferentes tratamientos
con respecto al valor basal. Los valores obtenidos en estas pacientes fueron para el basal 10.37
(RI= 9.02), ciclo 3 12.46 (RI= 9.95) y ciclo 6 10.17 (RI= 7.07). En el caso de las pacientes que
progresaron los valores alcanzados fueron, para el basal 10.96 (Rl= 8.42), ciclo 3 9.16 (RI=5.31) y
ciclo 6 4.53 (RI= 2.74). Con estos valores se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas
en el ciclo 6 con respecto al basal en el grupo que progresé, p= 0.018. Y también hubo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de respuesta (BC vs PE) en el ciclo 6, p= 0.002.

(Figura 50).
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3.3 Ratio linfocitos/monocitos

Ratio infocitas/manocitos

Figura 51. Ratio linfocitos/monocitos basal en pacientes con CMA comparado con la cohorte
sana.

Cuando comparamos los valores obtenidos para la ratio linfocitos/monocitos en ambas
poblaciones estudiadas, observamos que la poblacidon diagnosticada de CMA tenia valores mas

bajos 3.25 (Rl= 2) que la poblacién sana 4.34 (Rl= 1.53), con un p value= 0.06. (Figura 51)

Ratio linfocitos/monocitos
*
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Figura 52. Ratio linfocitos/monocitos segun respuesta al tratamiento. *diferencias estadiaticamente significativas
con respecto al basal (p<0.05). # diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de BC (p<0.05).
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Segun la figura 52, en el grupo con BC, los valores para la ratio linfocitos/monocitos fueron en
basal 3.23 (Rl= 2.15), ciclo 3 3.17 (RI= 2.17) y ciclo 6 3.11 (Rl= 1.4), respectivamente. Y para las
pacientes que progresaron en el basal 3.11 (RI= 1.86), ciclo 3 3 (RI=1.1) y ciclo 6 2.08 (RI= 1.46). Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en el grupo que progresé en el ciclo 6 con
respecto al basal, p= 0.043 y también en el ciclo 6 en los dos grupos de respuesta (BC vs PE),

p=0.038.

3.4 Ratio neutréfilos/linfocitos

Ratio neutrofilos/linfocitos

CIVLA cs

Figura 53. Ratio neutréfilos/linfocitos basal y comparativa con cohorte sana. ##diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las pacientes (p<0.01).

La figura 53, muestra que la ratio neutroéfilos/linfocitos en las pacientes diagnosticadas de CMA es
mayor, obteniéndose un valor de 2.34 (RI= 1.19), que en la cohorte sana 1.76 (RI=0.93),

alcanzandose diferencias estadisticamente significativas con respecto a las pacientes p=0.003.
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Figura 54. Ratio neutréfilos/linfocitos seglin respuesta al tratamiento. ***diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el basal (p<0.001). ##diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos de respuesta (BC vs PE), en el mismo ciclo de tratamiento (p<0.01).

La ratio neutrdfilos/linfocitos en el grupo de BC disminuye a lo largo del tratamiento. Los valores
obtenidos para este grupo de respuesta fueron en basal 2.41 (2.20-2.81), en ciclo 3, 1.39 (1.13-
1.63) y en ciclo 6, 1.64 (1.36-2.03), respectivamente. Con estos valores obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas tanto en el ciclo 3 como en el ciclo 6 con respecto al basal
(p<0.001). Para el grupo de PE los valores que se obtuvieron fueron en basal 2.26 (1.43-3.62), en el
ciclo 3, 1.39 (0.84-2.30) y en el ciclo 6, 3.55 (2.06-6.24), con diferencias estadisticamente

significativas en el ciclo 6 con respecto a BC (p=0.016). (Figura 54).
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4. Expresion del biomarcador co-estimulador 0X40 (CD134). Modulador
positivo de la actividad de linfocitos T CD4+ y CD8+:

4.1 Expresion de OX40+ en linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes con CMA en
comparacion con la cohorte sana.
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Figura 55. Analisis caso-control: Mediana de los niveles basales en sangre periférica de linfocitos T totalesOX40+,
LTCD4+ OX40+ y LTCD8+ OX40+, en pacientes de CMA y poblacidn sana. ### diferencias estadisticamente significaticas
(p<0.001)

En la figura 55, podemos observar que tanto los resultados obtenidos para las medianas de los
niveles basales de linfocitos totales, como para los subtipos de linfocitos T CD4+ y CD8+ que
expresan el marcador co-estimulador OX40, antes de la administracion del tratamiento, son mas
altos en las pacientes que en la poblacién sana. El valor para los linfocitos T totales OX40+ en las
pacientes fue 9.89 (RI=28.71)células/ul y en la poblacion sana 3.01 (RI=3.01) células/ul. Para los
linfocitos TCD4+0X40+, el resultado en las pacientes fue de 7.36 (RI=26.33) células/ul y en la
cohorte sana de 2.81 (RI= 2.83) células/ul y en el caso de los linfocitos T CD8+0X40+, para las
pacientes 1.64 (Rl= 2.14) células/pl y en las mujeres sanas 0.28 (RI= 0.26) células/ul, siendo la

diferencia estadisticamente significativa de p<0.001, en los tres conjuntos de linfocitos T.
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4.2 Correlacion de la respuesta al tratamiento con la expresion de OX40+ en
linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes con CMA.
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Figura 56. Medianas de los niveles a lo largo del tratamiento, en sangre periférica de linfocitos T totales OX40+ en
pacientes con BC vs PE. ***diferencias estadisticamente significativas p<0.001.

En la figura 56, se observa como las medianas de los niveles de linfocitos T totales que expresan
OX40+, aumentan a lo largo del tratamiento en pacientes que han obtenido BC, siendo el
resultado basal de 9.89 (RI= 28.64) células/ul, en el ciclo 3 de 15.23 (RI= 26.78) células/ul y en el
ciclo 6 de 37.28 (RI= 43.54) células/ul, alcanzandose diferencias estadisticamente significativas
entre el nivel basal y el ciclo 6, p<0.001. Y para las pacientes que progresaron los resultados
obtenidos fueron: basal 11.71 (RI= 36.9) células/pl, ciclo 3 4.57 (Rl= 12.9) células/ul y ciclo 6 5.91

(RI=57.62) células/ul, donde no se alcanzaron diferencias estdisticamente significativas.
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Figura 57. Medianas de los niveles a lo largo del tratamiento, en sangre periférica de linfocitos T CD4+ OX40+ en
pacientes con BC vs PE. ***diferencias estadisticamente significativas p<0.001.

En el caso de los linfocitos TCD4+ que expresan OX40+, observamos en la figura 57, que las
medianas de los niveles sanguineos de estas células a lo largo del tratamiento aumentan en el
grupo de pacientes con BC y disminuye en las pacientes que progresan. Siendo los resultados
obtenidos en el grupo de pacientes con BC los siguientes: basal 8.32 (Rl= 25.46) células/ul, ciclo 3
12.93 (RI= 25.02) y ciclo 6 33.22 (Rl= 40.49), con estos resultados se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores alcanzados en estado basal y los obtenidos en el
ciclo 6 p<0.001. Y los resultados para el grupo que progreso fueron: basal 6.14 (RI= 35.77) células/
ul, ciclo 3 4.00 (RI= 10.97) células/ul y ciclo 6 2.22 (RI= 45.44) células/ul, donde no se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas.

15 -
+
(=]
=t
>
? =
oo = 10 A
5%
=
g8 _
= .
o
E * %
oL [ ' - .
Basal Ciclo 3 Ciclo 6
OBC mPE

Figura 58. Medianas de los niveles a lo largo del tratamiento, en sangre periférica, de linfocitos T CD8+0X40+ en
pacientes con BC vs PE. **diferencias estadisticamente significativas p<0.01.
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En cuanto a los linfocitos TCD8+0X40+, observamos la misma tendencia que en los dos casos
anteriores. Segin muestra la figura x31, las medianas de los niveles de linfocitos TCD8+0X40+ a lo
largo del tratamiento aumentan, aunque no de forma tan llamativa como en el caso de los
linfocitos T totales y de los linfocitos TCD4+. Los valores obtenidos para el grupo de pacientes con
BC fueron: basal 1.85 (RI= 2.37) células/pl, ciclo 3 1.24 (RI= 2.29) células/ul y ciclo 6 2.63 (RI=5.72),
encontrando diferencias estadisticamente significativas entre el nivel basal y el ciclo 6 p<0.01. En
el grupo que progresé los valores que obtuvimos fueron: basal 1.40 (RI= 1.75)células/ul, ciclo 3
1.20 (RI= 1.29) células/ul y ciclo 6 1.75 (Rl= 3.33) células/ul, no encontrandose diferencias

estadisticamente significativas. (Figura 58).

Podemos concluir con estos resultados, que los niveles de los linfocitos T totales OX40+, linfocitos
TCD4+0X40+ y linfocitos TCD8+0X40+, aumentan a lo largo del tratamiento en las pacientes que
alcanzaron BC mientras que disminuyeron en las que progresaron. Ademas, obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas entre los valores basales y los alcanzados en el ciclo 6, p<0.009, en

las pacientes con BC, pero no en las pacientes con PE.
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5. Expresion del biomarcador co-inhibidor PD-1. Modulador negativo de
la actividad de los linfocitos T CD4+ y CD8+.

5.1 Expresion de PD-1 en linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes con CMA en
comparacion con la cohorte sana.
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Figura 59. Andlisis caso-control: Mediana de los niveles basales en sangre periférica de linfocitos T totalesPD-1+, LTCD4+
PD-1+y LTCD8+ PD-1+, en pacientes de CMA y poblacién sana.

En la figura 59, se observa que los niveles basales de linfocitos T totales PD-1+, CD4+PD-1+ y
CD8+PD-1+, en pacientes con CMA son ligeramente mas bajos antes de comenzar el tratamiento,
en comparacién con la poblacidn sana. Los resultados obtenidos para la poblacién de linfocitos T
totales PD-1+ en la poblacién con CMA fueron 10.77 (Rl= 8.55) células/ul y para la cohorte sana
13.00 (RI= 6.19) células/pl. En el caso de los linfocitos TCD4+PD-1+, para las pacientes se obtuvo
un valor de 6.95 (RI= 5.14) y en las mujeres sanas de 10.04 (Rl= 5.27) células/ul y por ultimo para
los linfocitos TCD8+PD-1+, en las pacientes se obtuvo el valor de 3.63 (RI= 2.57) y para las mujeres

sanas, 3.18 (RI= 2.47) células/ul. Con estos datos no se alcanzaron diferencias estadisticamente

significativas.
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5.2 Correlacion entre la respuesta al tratamiento y la expresion de PD-1+ en
linfocitos T CD4+ y CD8+, en pacientes con CMA.
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Figura 60. Medianas de los niveles a lo largo del tratamiento, en sangre periférica de linfocitos T totales PD-1+ en
pacientes con BC vs PE. ***dliferencias estadisticamente significativas p<0.001.

La figura 60, refleja la disminucién de los niveles de linfocitos T totales PD-1+ a lo largo del
tratamiento en pacientes que alcanzaron BC, siendo los resultados: basal 11.16 (RI= 8.99) células/
ul, ciclo 3 5.02 (RI= 3.99) células/ul y ciclo 6 4.82 (RI= 3.74) células/pul, alcanzandose diferencias
estadisticamente significativas en el ciclo 6 con respecto al basal, p<0.001. Para las pacientes que
progresaron se obtuvieron los siguientes: basal 11.03 (RI= 11.18), ciclo 3 4.96 (RI= 14.81) y ciclo 6
7.64 (RI= 4.55) células/pl.
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Figura 61. Medianas de los niveles, a lo largo del tratamiento, en sangre periférica de linfocitos T CD4+ PD-1+ en
pacientes con BC vs PE. ***dliferencias estadisticamente significativas p<0.001.
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Podemos objetivar en la figura 61, que en las pacientes que alcanzaron BC durante el tratamiento
de primera linea, los niveles de linfocitos TCD4+PD-1+ disminuyeron de manera importante,
siendo los valores para el basal 6.95 (RI= 5.08) células/pl, ciclo 3 3.51 (RI= 3.28) células/ul y ciclo 6
2.93 (RI= 2.93) células/ul, alcanzddose diferencias estaditicamente significativas, p<0.001. Para las
pacientes que progresaron los datos obtenidos fueron para basal 5.95 (RI=8.58) células/pl, en ciclo
3 2.16 (RI= 8.11) células/ul y en ciclo 6 5.98 (Rl= 4.86) células/ul, sin obtenerse diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 62. Medianas de los niveles, a lo largo del tratamiento, en sangre periférica de linfocitos T CD8+ PD-1+ en
pacientes con BC vs PE. ***diferencias estadisticamente significativas p<0.001.

Como podemos ver en la figura 62, la tendencia es la misma que en los dos casos anteriores,
disminucién de los niveles celulares en sangre periférica para esta subpoblacién de linfocitos T,
para las pacientes que consiguieron BC con el tratamiento. Los valores obtenidos fueron en basal
3.62 (RI= 2.45) células/pl, ciclo 3 1.63 (RI= 1.62) células/ul y ciclo 6 1.51 (RI= 1.05) células/pul, con
diferencias estadisticamente significativa, p<0.001. Para las pacientes en progresién los valores
fueron, en basal 4.51 (RI= 4.34) células/pl, ciclo 3 2.24 (RI= 6.66) células/ul y ciclo 6 1.80 (Rl= 3.72)

células/pl, sin alcanzarse diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION DE RESULTADOS
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Gracias a la investigacion llevada a cabo en cancer de mama, hoy dia tenemos datos consolidados
y concluyentes que demuestran, que la composicién inmune de dichos tumores juega un papel
muy importante tanto en el inicio como en el desarrollo de metastasis a distancia y ademas parece
observarse que en cancer de mama invasivo, un mayor recuento de células inmunes, predice el

prondstico y la respuesta a la quimioterapia.

Las nuevas investigaciones en este campo, se estdn centrando en el estudio de las células
inmunitarias especificas que forman parte tanto de la respuesta inmune innata como de la
respuesta adaptativa en cancer de mama y su papel no sélo en cdmo intervienen en el desarrollo
de la progresion de la enfermedad, si no también como actuan en el estado pre-invasivo y la

transicion a lesiones malignas (Hellen Tower et al.,2019).

Es bien sabido, que los tumores tienen la capacidad de ejercer sefiales inmunosupresoras que les
sirven para evadirse de la vigilancia inmune y con ello promover la inflamacién para impulsar la
progresidon tumoral. Esto da lugar a lo que conocemos como “Hipdtesis de Inmunoedicion del

cancer”. De hecho se ha establecido la inmunoedicién como un hallmark en cdncer de mama.

Con todo esto, podemos decir que el “hablar” de microambiente inmunoldgico en cancer de
mama estd cada vez mas establecido. Han sido descritos varios grupos de células inmunes que
componen este microambiente inmunolégico en cancer de mama. Los TlLs, se ha observado que
estan mayoritariamente elevados en el tumor primario en cdncer de mama invasivo en
comparacién con las metastasis. Estos TILs se componen de linfocitos T, en particular de linfocitos
TCD8+ citotdxicos (CTL), de ahi que este subtipo de linfocito T se haya convertido en un marcador
prondstico inmune en pacientes con cancer de mama, sobre todo en los subtipos TNBC y HER2
positivo (S.E. Stanton et al.,2016), ya que llevan a cabo una respuesta inmune adaptativa a los
neoantigenos de la superficie de las células tumorales que se correlaciona a su vez con una mayor
supervivencia (De la Cruz-Merino et al.,2017). Los CTL tienen la capacidad de diferenciarse a las
llamadas células T de memoria residente en tejido (TRM). Estas células expresan altos niveles de
moléculas de puntos de control inmunolégico que eliminan al tumor y que participan en la

vigilancia inmune en cancer de mama. Ha sido demostrado que las células TRM son mejores como
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marcador pronodstico que los linfocitos T CD8+ sélos y se asocia a una mayor supervivencia en las

pacientes diagnosticadas de TNBC.

Los Tregs, son linfocitos TCD4+ FoxP3+, con caracteristicas inmunosupresoras con lo cual
contribuyen a una respuesta inmunitaria pro-tumoral ayudando al escape inmunoldgico, por lo
gue su presencia augura un mal prondstico de la enfermedad, ademds permiten la progresion

tumoral por inhibicién de la respuesta inmune de tipo Th1 antitumoral.

Las MDSCs, representan una poblacion heterogénea de células inmaduras de estipe mieloide, de
las cuales se distinguen dos tipos principales segun su funcidn y morfologia: las G-MDSC, son de
naturaleza granulocitica y las M-MDSC que son de naturaleza monocitica. Se ha establecido la
relacidn entre niveles elevados de MDSCs en sangre periférica de pacientes con cancer de mamay
el prondstico de la enfermedad, ya que se asocia con estadios avanzados, mayor carga tumoral y
menor SLP y SG, asi como una menor respuesta a los tratamientos de quimioterapia, radioterapia,

inmunoterapia y otras terapias dirigidas.

Los Macrofagos, estan presentes a lo largo del sistema ductal de la mama, por lo tanto antes del
desarrollo tumoral. De manera que son las primeras células inmunes que atacan a las células
tumorales al comienzo del crecimiento hiperplasico o neoplasico. La infiltracion tumoral por TAMs,
se acompafia de un peor prondstico. En cadncer de mama invasivo hay una alta expresién de HIF2a
por parte de los TAMs, esto junto a la expresion de HIFla por parte de las células tumorales da
lugar a la activaciéon de VEGF y con ello al desarrollo de la angiogénesis. En CDI se ha encontrado
que la densidad de microvasos y la expresion de VEFG estan significativamente correlacionados
con la densidad de TAMs en dicho tipo tumoral. Las citocinas del microambiente tumoral provocan
cambios en los macréfagos, como la IL-10 y el TGFR, favorecen la polarizacién al subtipo M2. En
muestras de pacientes con cancer de mama donde en el estroma abundan los M2, estd
relacionado con mal pronédstico tanto en tumores con expresién de ER+ como sin expresion del

mismo, ER- (Damya Laoui et al., 2011).

La supervivencia y la maduracion de las DC disminuyen en tumores de mama invasivos aunque se
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observa mayor infiltracién de células DC de tipo plasmocitoides (pDC), lo que indica que estas pDC
participan en la progresién del cdncer de mama.

Las NK, participan tanto en la respuesta innata como en la adaptativa. Tienen funcién antitumoral
mediante la produccién de citocinas por lo que reclutan e inducen la proliferacidon de otras células
inmunes. También pueden matar a las células tumorales sin sensibilizacién previa, por lo que
desempefian un papel importante en la inmunovigilancia del cancer. En pacientes con cancer de

mama, una disminucién de las NK se correlaciona con progresién e invasividad tumoral.

Tantos los linfocitos B, como las firmas de expresién de genes que codifican para las
inmunoglobulinas en CDI, se han asociado a un prondstico favorable, en estudios retrospectivos.
Esto le confiere un papel antitumoral a éstas células y a las inmunoglobulinas. Sin embargo, hay
otros estudios que reportan todo lo contrario, lo asocian a mal prondstico en cancer de mama,
esto parece ser debido a que las células tumorales de la mama pueden inducir un fenotipo
regulador en los linfocitos B, favoreciendo la produccién de TGFR que favorece la conversién de

los linfocitos CD4+ a Tregs.

Hay que mencionar otro componente importante del microambiente tumoral en cancer de mama,
los fibroblastos, no son células inmunes propiamente dichas, se encuentran formando parte del
microambiente estromal y producen proteinas de la matriz extracelular, particularmente
colageno. Responden a la senalizacion de las citocinas en el microambiente estromal lo que
favorece su cooperacion con las células inmunes que componen dicho microambiente. Pueden
controlar la polaridad de las células epiteliales, su proliferacion y su potencial tumorogénico. Los
CAFs dan lugar a mayor crecimiento tumoral en comparacion con los fibroblastos normales, ya que
contribuyen a la supervivencia y progresion de las células cancerosas al secretar altos niveles de
proteinas de la ECM, promueven la inflamacidén crdnica y favorecen la EMT de las células
cancerigenas. Promueven la tumorogénesis por la produccidon de citocinas proinflamatorias IL-1,

IL-8, IL-10, TNFa, CCL2, CXCL12 e INFR, la angiogénesis y la inhibicién de los CTLs.

Los pérfiles de expresidon génica son muy diferentes entre los CAFs y los fibroblastos que

conforman el tejido mamario sano. Ademas se ha demostrado, que los pérfiles de expresién
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génica entre pacientes de cdncer de mama, con buenos vs malos resultados en cuanto a la
recurrencia y a la supervivencia libre de progresidn, también son diferentes. En el grupo donde se
obtuvieron mejores resultados, el microambiente estromal expresaba moduladores involucrados
en la respuesta inmune de tipo Th1, como la expresién de complejos del receptor T (CD8a, CD247,
CD3D), MHC clase | y actividad granzima A/B. El estroma de mal prondstico se caracterizd por
niveles elevados de hipoxia, promociéon de la angiogénesis y disminucidon de quimiocinas que

estimulan la migracion de las NK y la supervivencia de los linfocitos T (R.McCuaig et al.,2017).

En resumen, en el tumor mamario, el microambiente tumoral estd compuesto por linfocitos
TCDA4+, linfocitos TCD8+ CTL, NK, macréfagos M1 y DC, todas ellas protegen contra el crecimiento
tumoral, mientras que los linfocitos Tregs, Th2, macréfagos M2 y MDSC, estimulan el crecimiento
del tumor. Todas éstas caracteristicas le aportan al tumor mamario un cardcter inmunogénico y las
células inmunes que forman el microambiente tumoral permiten informacion prondstica de la
enfermedad. Disponemos de ensayos clinicos con vacunas que aportan seguridad en la
inmunoterapia contra el cdncer de mama. Existen también terapias para modular a los Treg, MDSC
y a las vias de control inmunitario (CTLA-4 y PD-1). Las terapias combinadas parecen ser las mas

esperanzadoras en el tratamiento con inmunoterapia del cdncer de mama (L. Emens, 2012).
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1. Perfil de Respuesta Inmune en sangre periférica inducido por
tratamiento sistémico de primera linea.

1.1 Células mieloides supresoras (MDSCs)

En los ultimos afos se han desarrollado multitud de estudios, que han reportado la relacion de las
MDSC con el cancer de mama. Las células cancerigenas reclutan elementos como las MDSC, los
Tregs y los macréfagos tipo 2, lo que da lugar a la formacion de un microambiente
protumorogénico que desregula la respuesta inmune antitumoral. Desde un punto de vista clinico,
los niveles de MDSC circulantes en sangre periférica se correlacionan con el estadio tumoral y Ia

carga de enfermedad metastdsica de las pacientes (Dawei Shou et al.,2017).

Las células tumorales de mama favorecen el reclutamiento de las MDSCs desde la médula ésea al
sitio del tumor. Esto lo pueden hacer por varias vias, una de ellas es por accién de las citocinas y
guimiocinas secretadas por las células tumorales. Las citocinas en cancer de mama relacionadas
con la diferenciacién de las MDSCs son G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-6, MIF, IL-18 y TGFR1. En el
modelo 4T1 Balb/c, parece ser que la IL-1R puede tener un doble papel sobre la migracién de las
MDSCs, dependiendo de su concentracion en el microambiente tumoral. Puede aumentar el
reclutamiento de las MDSCs a una concentracidon adecuada, sin embargo, cuando estd a una

concentracion demasiado baja o demasiado alta, reduce el reclutamiento de las MDSCs.

En cuanto a las quimiocinas que participan en el reclutamiento de las MDSCs incluyen CXCLS5,
CCL1, CCL2 (MCP-1) y CCL5. En el modelo murino 4T1 Balb/c, se observé que CXCL5 interactia con
CXCR2 y que tiene un papel fundamental en el reclutamiento de MDSCs. Ademas. CCL5 junto con
GM-CSF y G-CSF, afectan a la expansion de las MDSCs. CCL1 y CCL2, también promueven la

acumulacién de MDSCs y el reclutamiento de éstas.

En cancer de mama, la produccion de MDSCs ademds de estar modulada por citocinas y
guimiocinas, parece estar condicionada por otras vias. Un estudio realizado por el equipo de
investigacion de Tanaka T. y colegas, (2015), que utilizaron la linea celular de cancer de mama 4T1

de raton Balb/c, puso de manifiesto que la ERO-1a en cancer de mama, estimula la transcripcion
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de G-CSF y CXCL1/2 de sus formas inmaduras a sus formas post-transcripcionales maduras. Otro
estudio reveld que el factor de transcripcion KLF4, podria inducir la produccién de GM-CSF a través

de CXCLS5. Esto contribuiria al mantenimiento de las MDSCs en cancer de mama. (Y. Fu et.al.,2013)

Hay otros factores que estan implicados en el reclutamiento de las MDSCs, como es el estrés
psicoldgico de las pacientes con esta enfermedad. En un estudio llevado a cabo por Mundy-Bosse
y colaboradores, se midid el estrés de las pacientes basdandose en la Escala Likert de 5 eventos
potencialmente estresantes (muerte de un familiar o amigo, dificultad econdmica, divorcio,

conflictos familiares, robos y accidentes).

Este estudio reveld que un alto nivel de estrés se asociaba a un aumento de los niveles de MDSCs.
El mecanismo de este efecto probablemente implique a las hormonas del estrés en la modulacidn

de las funciones y la expansion de las MDSCs.

En las metdstasis de cancer de mama, pulmadn, higado y cerebro, principalmente, el reclutamiento
de las MDSCs se debe a la expresion de S100A8 (una de las subunidades del heterodimero
Calprotectina, formada por S100A8 y S100A9), por parte de las células de estos érganos. En un
trabajo realizado por el equipo de investigacion de C.N. Vrakas y colaboradores (2014), se utilizd
el modelo murino 4T1, que representa un modelo de cancer de mama en estadio IV. Centrandose
en los principales sitios de metastasis (pulmdn, higado y cerebro), encontraron que habia una alta
expresion de S100A8 en estos nichos metastdsicos y las células CD11+ exhibian caracteristicas
inmunosupresoras y ademas expresaban el receptor RAGE para S100A8. Todos estos datos ponen
de manifiesto que S100A8 contribuye a la creacidn de un nicho metastdsico mediante el
reclutamiento de MDSCs. En relacidon a esto, también hay que destacar los trabajos de otros
investigadores como Mckierman et al., (2011), que analizaron la expresion del gen S100 en
muestras de pacientes con cancer de mama y encontraron que los tumores de alto grado también
tenian una alta expresiéon de S100A8/A9. Arai et al., (2008), examinaron 101 muestras de
carcinoma ductal invasivo y encontraron relacion entre la sobreexpresion de S100A8/A9, la
sobreexpresién del HER2, metdastasis ganglionar y el estadio tumoral. Luego, en pacientes con

cancer de mama, S100A8/A9, podria considerarse como biomarcador de mal prondstico.
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Otro lugar preferido por las células tumorales para metastatizar es el hueso. Zhuang y
colaboradores, observaron que las MDSCs podian diferenciarse a osteoclastos y contribuir a la
destruccién ésea en el caso de los mielomas. El equipo de Sawant, encontrd que un alto nimero
de MDSCs en cancer de mama podrian impulsar la metdstasis ésea durante la progresion tumoral
en modelos animales. Ellos vieron que, durante la colonizacidon 6sea por las células tumorales
mamarias, se llevaba a cabo un proceso de activacion de los osteoclastos y osteolisis. Adema3s, si
aislaban MDSCs de un ambiente 6seo con metastasis dseas, éstas se diferenciaban a osteoclastos
maduros y funcionales, mientras ocurria lo contrario cuando se aislaban de un ambiente sin la
formacién de estas metdstasis. Como consecuencia de estos efectos sobre el hueso, las MDSC

podrian constituir un objetivo terapéutico para el tratamiento de las metdstasis dseas.

Por lo tanto, después de lo expuesto anteriormente, en referencia a las funciones
inmunosupresoras de las MDSCs y su implicacion en la formacién de metastasis, en nuestro
trabajo, con los resultados obtenidos, corroboramos su posible participacién en el cancer de
mama avanzado. En nuestro estudio, observamos que las pacientes diagnosticadas de CMA
presentaban un aumento de los niveles en sangre periférica, tanto de las MDSC totales, como de
los dos subtipos M-MDSC y G-MDCS (Fig.43), siendo los niveles del subtipo M-MDSC ligeramente
mas altos que los de las G-MDSC . Las M-MDSC parecen tener un caracter mds inmunosupresor a
través de la producciéon de NO, comparadas con las G-MDSC. Con ello, se pone de manifiesto, que
el perfil inmunoldgico de las pacientes se encuentra alterado, facilitando un microambiente
inmunosupresor que favorece el desarrollo de metastasis y progresion tumoral, como propone la

fase de escape de la teoria de inmunoedicion del cancer.

Cuando determinamos los niveles de este subtipo celular en sangre periférica en las pacientes a lo
largo del tratamiento de primera linea, observamos que las pacientes que habian alcazado BC,
considerando RP, RC y EE, experimentaban una caida drastica de los niveles de MDSC totales, M-
MDSC y G-MDSC, llegando los niveles de las pacientes que obtuvieron RC al tratamiento, a

alcanzar niveles de MDSC totales parecidos a los de la poblacién sana. (Fig. 44, 45 y 46).
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Las pacientes que progresaron mostraban un aumento en los niveles de MDSC totales, M-MDSC y
G-MDSC (Fig. 44, 45 y 46). En los dos grupos de respuesta al tratamiento también observamos que

es el subtipo M-MDSC el que sufre los cambios mas llamativos.

J. Markowitz et al., 2013, también demuestran en su estudio que el nivel de MDSC se asocia a la
carga tumoral de las pacientes con cdncer de mama metatdsico. Ademas, inhiben la respuesta
inmune del huésped por lo que la disminucién de los niveles celulares de MDSC mejoran los

resultados terapéuticos.

Un estudio realizado por Bergenfelz et al., (2015), informa sobre el aumento de los monocitos y de
las M-MDSC en pacientes con cancer de mama. En su estudio analizan estas poblaciones celulares
en sangre periférica de pacientes con cancer de mama primario, pacientes con recidiva
locorregional, pacientes metastdsicas, pacientes con sepsis y controles sanos. Encuentran que los
niveles de las M-MDSC estdn mas altos en pacientes con cancer de mama y en particular en las
gue tienen enfermedad diseminada. Los niveles de monocitos estaban alterados en las pacientes
con cancer de mama en estadios tempranos. Esto pone de manifiesto que los tumores pequefios y
localizados muestran una respuesta sistémica que afecta a las células mieloides circulantes
durante el desarrollo tumoral. Ademas la proliferacion de las células T estaba suprimida tanto en
pacientes con cancer de mama temprano como en pacientes con enfermedad mads avanzada y
esto se correlacionaba con los niveles de M-MDSC. Sin embargo, en controles sanos, la proporcién
monocitos/linfocitos T era menor que en las pacientes con cancer de mama avanzado. En este
estudio destacaron que la alta frecuencia de M-MDSC se relacionaba con enfermedad de peor
prondstico ya que se observd en pacientes metastasicas con mayor nimero de metdstasis,
metastasis en ganglios linfaticos y érganos viscerales. Estudios anteriores habian reportado que los
monocitos aumentaban el potencial invasivo y metastasico de las células de cancer de mama. Con
estos hallazgos, este grupo de investigacion, propuso que las M-MDSC podian ser monitorizadas
en sangre periférica por lo que podria ser un biomarcador interesante para evaluar la progresion

de la enfermedad en pacientes con cancer de mama, asi como un posible objetivo terapéutico.

Este grupo también concluye que el cancer y la sepsis no sdlo generan respuestas inmunes
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similares, sino que ademas las alteraciones moleculares en los monocitos circulantes también son

parecidas.

Finalmente sugieren que el tratamiento dirigido al bloqueo inmunosupresor de estas células
podria tenerse en cuenta en pacientes con cancer de mama temprano y no sélo en enfermedad

metastasica.

Nuestros hallazgos, junto con la informacidn reportada por otros grupos de investigacion, como el
grupo de Gabrilovich y colaboradores, entre otros mencionados en este trabajo, asientan las bases
que las MDSC pueden aportar informacidén prondstica y predictiva en pacientes con cancer de

mama.

El estudio de las MDSC como biomarcadores de enfermedad, se ha llevado a cabo en numerosas
investigaciones, en las cuales se han medido los niveles de estas células en sangre periférica de

pacientes con cancer de mama y otros tipos tumorales.

En los primeros experimentos que se realizaron por parte de Bond Almand y colegas (2001), en la
determinacién de los niveles de diferentes células inmunes en sangre periférica de pacientes con
cancer de cabeza y cuello, mama y pulmédn, se observaron que los niveles de DC maduras eran
bajos, mientras que los de MDSC inmaduras eran mas altos, en comparacion con la poblacién
sana. Estos altos niveles de MDSC se correlacionaban muy estrechamente con la carga tumoral.
Ademads, también observaron que, tras la extirpacidén de los tumores a dichos pacientes, los niveles
de MDSC en sangre periférica disminuian, de forma paralela. Desarrollaron un trabajo adicional y
establecieron que aproximadamente el 30% de las células mieloides representaban células
dendriticas inmaduras, otras eran células inmaduras de linaje macréfago, que suprimian la
actividad de los linfocitos T y el resto eran células de estirpe mieloide en etapas tempranas de
maduracién, como por ejemplo las MDSC. Este trabajo apoyd la hipdtesis de que los niveles de
MDSC se correspondian con el estado clinico y la carga de enfermedad en pacientes con cancer de

mama metastasico.
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Otro estudio realizado por el grupo de Diaz-Montero et al., cuantificd por citometria de flujo el
porcentaje de MDSC en sangre periférica y objetivaron que estaban incrementados en pacientes
con cancer de mama en estadios avanzados de la enfermedad. Los resultados de los niveles
promedios de MDSC que obtuvieron para cancer de mama en estadios tempranos I/Il fue de
1.96%, en estadios Ill/IV fue de 2.46% y 3.47%, respectivamente y en pacientes en estadio IV que
ademas tenian 3 o mas lesiones metastasicas los valores obtenidos fueron de 4.37%. Otro estudio
similar con 25 pacientes con cancer de mama metastasico que después de la terapia sistémica,
tenian niveles superiores al promedio de MDSC en sangre periférica, alcanzaban menor tasa de
supervivencia. Ademas, en este estudio los niveles de MDSC se relacionaron con las de CTC, otro

marcador prondstico interesante.

Todos estos estudios vienen a proponer que los niveles de MDSC se correlacionan con la carga de

enfermedad y podria ser un biomarcador prondstico prometedor en cdncer de mama.

Anteriormente se ha hecho referencia a los resultados de los niveles de MDSC en sangre periférica
en las pacientes segun su respuesta al tratamiento, obtenidos por nuestro equipo de
investigacion, lo cual ha puesto de manifiesto que los niveles de estas células disminuyen cuando
las pacientes obtienen BC (RP+RC+EE) y aumentan cuando las pacientes progresan. Esto sugiere no
sélo un valor prondstico, sino que podrian participar en el estado de inmunosupresion en el que se
encuentran las pacientes antes del comienzo del tratamiento y en su recuperacién de la
inmunocompetencia, una vez que se trata la enfermedad. Lo contrario ocurriria en las pacientes

que progresan.

Desde un punto de vista clinico, el tratamiento de estas pacientes parece influir en los niveles de
MDSC en sangre periférica, pero hay que tener en cuenta que hay factores de confusién en este
sentido, como es el uso de factores estimulantes de colonias (G-CSF) muy empleados para
aumentar los niveles de glébulos blancos, de neutrdfilos, principalmente, los corticoides, para
tratar las reacciones adversas a los citostaticos, asi como la inclusién de pacientes de varios tipos
histoldgicos y estadios tumorales. Todos ellos podrian dificultar el efecto de los diferentes

tratamientos en los niveles de MDSC en sangre periférica.
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El grupo de trabajo de Diaz Montero y colaboradores, evaluaron a 17 pacientes con cancer de
mama estadios Il/1ll, que recibieron quimioterapia adyuvante, esquema AC (ddAC) seguido de
paclitaxel (ddT), ademas recibieron G-CSF. Al finalizar el tratamiento de ddAC, analizaron los
niveles de MDSC y observaron que el nimero de éstas parecia aumentar a costa del subtipo G-
MDSC, en comparacidn con los niveles basales, obteniéndose un porcentaje promedio de MDSC al
inicio del tratamiento de 2.2% vy al finalizar la quimioterapia ese porcentaje habia aumentado
hasta obtenerse 11.7%. Sin embargo, después del tratamiento de ddT, este % habia aumentado

solo el 1.45% comparado con el valor inicial.

Segun estos resultados, hay que tener en cuenta que los diferentes esquemas de tratamiento
pueden repercutir de forma diferente en los niveles de MDSC, de manera que por un lado estan
destinados a eliminar los focos microscépicos que hayan podido quedar de la enfermedad, pero,
por otro lado, pueden favorecer un entorno inmunosupresor en el cual las MDSC podrian ayudar a

gue si queda enfermedad residual, ésta persista.

Dada la importancia emergente de las MDSCs en cdncer de mama las convierte en un objetivo

atractivo para seguir investigando su funcionalidad como diana terapéutica en dicha enfermedad.

1.2 Linfocitos T reguladores

Son un grupo de linfocitos T que juegan un papel muy importante en el control de la respuesta
inmune ya que ejercen funcién inmunosupresora sobre los linfocitos T efectores y suprimen la
produccién de citocinas. Estan implicados en enfermedades autoinmunes, enfermedad de injerto
contra huésped, rechazo de aloinjertos, alergias y en cancer. En cdncer, permiten la evasién
tumoral, cumpliéndose la hipdtesis de la inmunoedicién del cancer, participan por lo tanto en la
progresion y formacién de metdstasis a distancia, creando un microambiente tumoral
inmunosupresor. Esta acciéon inmunosupresora es la responsable de inhibir la respuesta inmune

(Tanaka y Sakaguchi, 2017; C. M. Paluskievicz, 2019).
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Uno de los mecanismos de inmunosupresion de las MDSCs es el reclutamiento y diferenciacién de

linfocitos T hacia un fenotipo inmunosupresor, las células Treg.

Nuestro grupo ya puso de manifiesto el cardcter inmunosupresor de los Treg en un estudio con
pacientes diagndsticadas de cdncer de mama, que recibieron quimioterapia neoadyuvante, donde
las pacientes tenia unos niveles basales mas altos que el grupo de pacientes sanas, sin diagndstico
oncoldgico (Sanchez- Margalet et al., 2019). Con esta nueva investigacion, volvemos a corroborar
la funcién inmunosupresora de dicho subtipo celular. En este caso nuestras pacientes estdn
diagndsticadas de CMA y efectivamente a nivel basal, comparandolas con una cohorte de mujeres
sanas (sin enfermedad oncoldgica), volvemos a observar que los niveles de Treg en sangre
periférica de las pacientes es mads alto que en las mujeres sanas (Fig.41), e incluso mas altos que

en mujeres con cancer de mama no avanzado de inicio, antes de la neoadyuvancia.

Estos resultados también han sido comunicados por otros grupos de investigacién, en articulos
donde informan de un alto nimero de Treg en sangre periférica de pacientes con cancer de
mama (Liyanage UK et al., 2002), higado (Ormandy LA et al., 2005), gastrico y eséfago (Ichihara F.
et al., 2003) comparado con un grupo control sano. Esto también ha sido observado en pacientes
con cancer de ovario (Curiel TJ et al., 2004) y en pacientes con leucemia linfocitica crénica (Beyer

M. et al., 2005), entre otros tipos tumorales.

Hay investigaciones que asocian los niveles de Treg con algunos parametros clinico-patoldgicos,

como la expresién de HER2, los ganglios linfaticos y la expresidén o no, de los receptores ER y PR.

En una investigacion llevada a cabo por el grupo de Dziobek K., evaluaron el % de Treg en sangre
periférica de pacientes con carcinoma ductal invasivo y con PR negativo, que son un grupo de
pacientes con caracteristicas de mal prondstico, ya que la no expresion del receptor de
progesterona podria reflejar un cardcter mas agresivo del tumor. Ademds, en pacientes
metastasicas con un patron de expresion ER+/PR-, es un tumor asociado a una reducida

supervivencia global, comparado con el grupo donde PR era positivo. Por lo tanto, ellos detectaron
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un alto % de Treg en pacientes cuyo tumor era PR negativo en comparacion con los tumores PR
positivos. Otro estudio que vino a corroborar esto, fue el llevado a cabo por Wang y cols o et al,
ellos evidencian que los tumores PR negativos, son tumores agresivos con una tasa de
supervivencia global baja y tienen una alta inflitracién de linfocitos Treg. Sahar M. A. et al,,
reportaron que los tumores HER2 positivos tenian mayor nivel de Treg. Todos estos estudios lo
gue concluyen es que un nivel elevado de Treg se correlaciona con una deficiente supervivencia

global en las pacientes.

Por lo tanto, la infiltracion de Treg se considera en cancer de mama como un factor de mal
prondstico. Sin embargo, existen controversias en cuanto a su papel positivo o negativo en cancer
de mama. En un estudio llevado a cabo por West et al., en una cohorte de 175 pacientes con
cancer de mama ER negativo, se encontrd que los Treg eran un factor prondstico positivo. En otras

investigaciones se pone de manifiesto el resultado contrario.

Tylor y colaboradores, demostraron que el reclutamiento de Treg al microambiente tumoral,
inhibe la respuesta inmune y en pacientes con tumores claudin-low, se encontré que era un tipo

tumoral enriquecido con Treg.

Gaynor J. Bates y colaboradores (2006), llevaron a cabo un estudio para evaluar la importancia
clinica de los Treg en pacientes diagnosticadas de cancer de mama en seguimiento a largo plazo.
Determinaron los Treg en muestras de CDIS (n=62), en carcinoma invasivo(n=237) y en tejido
mamario sano (n=10). Observaron que el nimero de Treg era mas alto en las muestras de CDIS y
de carcinoma invasivo y menor en el tejido sano y ademas en las muestras de tumor invasivo era
mas alto que en las de CDIS, con lo cual eran pacientes con una alta tasa de recaida y por lo tanto
supervivencia mas corta. Ademas hay que resaltar, que este alto nimero de Treg se identificaba
en tumores de alto grado, afectacion ganglionar y no expresaban ER, aunque también habia
tumores que expresaban ER. Estos hallazgos son importantes para evaluar el prondstico y la
progresion de la enfermedad y ademas que los Treg son una interesante diana terapéutica en
cancer de mama. Segun este trabajo, los Treg pueden ser valiosos para identificar pacientes con

recaida tardia que puedan beneficiarse de la terapia con |IA después del tratamiento con
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tamoxifeno.

En un meta-andlisis llevado a cabo por J. Shou y colaboradores (2016),compuesto por 15 estudios
con 8666 pacientes de cdncer de mama, sus resultados mostraron que niveles altos de Treg se
asociaba con mal prondstico en términos de SG. Esto a su vez se correlacionaba con tumores HER2
positivo, ganglios positivos, mientras que hubo una relacién negativa para ER positivo y PR
positivo. Con estos resultados, ellos concluyeron que los Treg podria ser una factor prondstico en

cancer de mama.

En el presente trabajo, nuestro grupo ha demostrado como los niveles de Treg disminuyen de una
manera considerable, con el tratamiento sistémico en las pacientes que alcanzan BC (RC+RP+EE)
comparado con el estado basal y aumentan ligeramente en las pacientes que progresan (Fig.42).
Por lo que estas células podrian como las MDSC, no sélo ser marcadores prondsticos, sino que

podrian participar en la respuesta inmune al cdncer de mama.

Segun todo lo expuesto, este grupo celular puede ser un prometedor objetivo terapéutico. Ayala
et al., disefiaron un experimento, donde inhibieron los linfocitos Treg y vieron que el efecto de las
vacunas compuestas por DC mejoraban su eficacia y el efecto antitumoral. Por ello, se propuso
esta inhibicién para neutralizar el microambiente inmunosupresor tumoral y favorecer asi la

repuesta inmunitaria antitumoral.

Clark y colaboradores (2020), utilizando el modelo murino de cancer de mama modificado
genéticamente, MMTV-PyMT, caracterizado como subtipo luminal B, ER postivo (Herschkowitz et
al., 2007), plantearon la inhibicion de forma transitoria de los Treg y observaron que habia una
reduccion significativa en el crecimiento tanto del tumor primario como de las metastasis
pulmonares, debido a un aumento en el numero de células tumorales que morian por apoptosis.
Ademas, esto reveld que habia una fuerte regulacién positiva del INFy sobre las células T y sobre
CXCL9, CXCL10, iNOS en la poblacidon mieloide (Bos et al., 2013). Ulteriormente, trabajaron sobre
la hipdtesis de que los linfocitos Treg tienen una funcidn critica en cdncer de mama, que consiste

en suprimir la activacién de monocitos y TAM dependientes de INFy, previniendo su funcién
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antitumoral y facilitando asi la progresion tumoral. Estas observaciones apoyaron el hecho de que
los Treg impedian la activacion de monocitos y macréfagos que se encontraban en el
microambiente tumoral por el INFy, suprimiendo la produccion de citocinas por los linfocitos T
CD4+, por lo que esto conduce al aumento del tumor primario y de la metastasis. Ellos plantean
también que los monocitos de las pacientes se reprogramen, ex vivo, bajo tratamiento con INFy
para luego reintroducirlos a la circulacidn de la paciente, ya que contribuyen a generar respuestas

antitumorales.

También estudiaron el efecto de la inyeccién intratumoral de INFy, que podria tener efectos
antitumorales. El grupo de Parker y colegas, 2016, habian publicado que probablemente esta
inyeccidn tendria efectos secundarios no deseados y el grupo de Benci, 2016, informd sobre la

generacion de mecanismos de resistencia que anularian el efecto.

Hay un trabajo llevado a cabo por A. Rathinasamy et al., 2017, donde estudian el papel del
receptor de esfingosina-1-fosfato (S1P1), en la regulacion de la salida de los Treg desde médula
Osea a sangre periférica en pacientes con cancer de mama. La médula ésea juega un papel muy

importante en la acumulacién y re-circulacion de los linfocitos Treg.

Por lo tanto, es una fuente interesante de Treg que se infiltran en el tumor. S1P1 media la salida
de células inmunes, principalmente de las células T del timo y los ganglios linfaticos. Trabajos
anteriores como el de Peter y colaboradores, ya propusieron que la migracién de Treg desde
6ganos linfoides al tumor podria verse alterado en pacientes con tumores sélidos. El papel
potencial que involucra a la médula dsea en la recirculacion de los Treg en pacientes con cancer ya
habia sido sugerido por Zhaho et al. Por lo tanto, el grupo de investigacion de Rathisanamy,
demuestran por primera vez cambios importantes en la redistribucion de los linfocitos Treg entre
médula ésea, sangre periférica y tejido tumoral. De hecho habia un aumento de Treg en sangre
periférica, disminucion en médula dsea y aumento en el tejido tumoral. Observaron que, en
pacientes con cancer de mama, la distribucién de los Treg se correlacionaba de forma inversa
entre la médula dsea y el tejido tumoral. Evaluaron el patréon de distribucién de los Treg en 50

pacientes diagndsticadas de cancer de mama y vieron que se correlacionaba con los diferentes
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grados de enfermedad (I, I, lll). Los niveles de Treg especificos de antigenos tumorales eran
inferiores en médula 6sea en comparacion con los de sangre periférica, lo que puede suponer que

haya un vinculo entre la estimulacién del TCR y el agotamiento de las células Treg en médula ésea.

Este estudio sugiere que la médula dsea puede ser un lugar importante para la activacion de Treg
especificos de antigeno tumoral, que se movilizan preferentemente desde médula dsea a sangre

periférica a través de S1P1.

Tanto el aumento de los niveles de S1P en sangre, como la capacidad de las APC para inducir la
expresidon de S1P1 en los Treg, a través de la estimulacién del TCR, podrian generar el mecanismo

de tolerancia periférica.

En pacientes con céncer, la movilizacidén de los Treg especificos de antigeno tumoral mediado por
S1P1 en médula ésea podria dar lugar a su acumulacién en el tumor dando esto lugar a pobres
respuestas clinicas. Ademas, el efecto de S1P1 sobre los Treg podria estar en parte mediado por el

efecto de reclutamiento de las MDSC.
Asi que este estudio viene a proponer que disminuir los niveles de S1P en sangre de pacientes con
cancer, podria ser una futura estrategia terapéutica, reteniendo asi a los Treg en médula désea y

por tanto reduciendo la infiltracién de los mismos en el tumor.

Por tanto, las pacientes con cancer de mama podrian beneficiarse de la eliminacién de las células

Treg, tanto en sangre periférica como en el tejido tumoral.

1.3 Expresion de la molécula co-estimuladora OX40 (CD134) en linfocitos CD4+ y

CD8+ en pacientes con CMA tratadas en primera linea.

Para comprobar que los cambios en las células inmunosupresoras (MDSC y Treg) se traducian en

cambios en el estado de activacion de los linfocitos T y por tanto de la inmunocompetencia en las

245X



pacientes con cancer de mama avanzado y en respuesta al tratamiento, estudiamos la expresién

del marcador de activacién de superficie, OX40.

En cancer, hay estudios que ponen de manifiesto que OX40 se expresa en los TlLs en carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (Bell RB et al., 2016), cancer de ovario (Guo Z. et al.,2014),
carcinoma cutaneo de células escamosas (Lai C et al., 2016) , cancer de mama (Hamidinia M et al.,

2013) y colon (Weisler B et al., 2015).

En nuestra investigacion, hemos obtenido niveles en sangre periférica mejorados de linfocitos T
CD4+ y CD8+ con expresidon de OX40+ en pacientes con CMA de debut o recaida, en comparacién
con una cohorte de mujeres sanas (Fig. 55). Asi como en las pacientes que alcanzaron BC a lo largo
del tratamiento, lo cual se puede observar en las figuras 56, 57 y 58, se han alcanzado niveles
mucho mas altos de estos linfocitos T con expresidon de OX40, a medida que pasaba mas tiempo de
la administraciéon del tratamiento, unos 6 meses aproximadamente. Y lo contrario observamos en
las pacientes que progresaron. Por tanto los linfocitos T OX40+ pueden ser no sélo un buen
marcador de respuesta al tratamiento, sino que pueden participar en la fisiopatologia del cancer

de mama, y por tanto podrian ser una importante diana terapéutica.

El grupo de Morris A y colaboradores (2001), demostré que tanto en tumores murinos como
humanos, habia una regulacién positiva del receptor de OX40 tanto en los TILs como en las células
de los ganglios linfaticos que drenan los tumores (TDLNC). Para ello plantearon un experimento
con 28 ratones, a los cuales les inocularon una linea de cancer de mama murino, SM1, y luego los
trataron con la forma soluble de OX40L, inoculdndoles dos inyecciones intraperitoneales de 100ug

de ésta forma soluble.

Observaron que 7 de los 28 ratones tratados, habian desarrollado tumor y habian sobrevivido
demostrando ademads de forma significativa beneficio en la supervivencia. El resto que no habia
desarrollado tumor, se les inoculd otra linea de celulas de cancer de mama, 4T1 y se volvieron a
tratar con la forma soluble de OX40L. Observaron que los linfocitos T CD4+ que expresaban OX40+

ejercian actividad antitumoral y ésto dié como resultado una supervivencia mejorada e inmunidad
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protectora antitumoral. Después de obtener estos resultados, ellos proponen que estos deberian

tener aplicacidn terapéutica en pacientes con cancer de mama.

En otro trabajo llevado a cabo por el grupo de Hamidinia M. et al., 2013, plantean evaluar los
transcritos de FOXP3 y OX40 en sangre periférica de mujeres diagndsticadas de cancer de mama
frente a una cohorte de mujeres sanas. Reclutaron 40 mujeres con carcinoma ductal infiltrante, en
diferentes estadios (I-1V), tumores tanto de bajo como de alto grado, entre otras caracteristicas y

40 mujeres sanas sin antecedentes oncoldgicos.

La cuantificacidn de los niveles de los genes transcritos de FOXP3 y OX40, se cuantificd por PCR a
tiempo real (QRT-PCR). Los resultados obtenidos mostraron un aumento de la expresion de OX40
en sangre periférica en las pacientes y que ademds se correlacionaba con el estadio de la
enfermedad. Demuestran con ello que se puede revertir la funcidon inmunosupesora de los Treg a
través de OX40, que mejora ademas, la funcidn de las células T efectoras, manteniendo un
equilibrio entre ambos tipos de linfocitos T con lo cual ayudaria a generar inmunidad tumoral.
Estos hallazgos parecen prometedores para su aplicacion terapéutica en cancer de mama. El
estudio de OX40 en los Treg podria conducir al desarrollo de nuevas estrategias para aumentar o
disminuir situaciones de inmunosupresion en las que nos interesara disminuir la tolerancia

inmunoldgica tumoral o bien aumentar la respuesta inmune contra el tumor (Yu Fu et al.,2020).

En la actualidad hay en marcha ensayos clinicos centrados en el estudio de moléculas dirigidas a
OX40 (J. Deng et al.,2019). Una de ellas es MEDI6469 (anticuerpo agonista IgG1l anti-OX40
murino). Esta siendo ampliamente estudiada en pacientes con cancer colorrectal metastdsico en el
ensayo clinico NCT02559024 (Fase 1) y en cancer de cabeza y cuello en el ensayo NCT02274155
(Fase 1)

También se estan llevando a cabo estrategias de combinacidon de anticuerpos agonistas anti-OX40
con otros tipos de tratamientos, a través de ensayos clinicos. En el ensayo clinico NCT01862900
(Fase 2), se ha probado la seguridad y eficacia de la combinacién de MEDI6469 con SBRT en

pacientes con cancer de mama metastdsico, se espera de ello una respuesta inmune amplificada y
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dirigida. El ensayo NCT02315066 (Fase 1), evalua la seguridad y la dosis maxima tolerada de PF-
04518600, un anticuerpo IgG2 agonista anti-OX40 humano, sélo o en combinacién con PF-

05082566, anticuerpo agonista anti-4-1BB, en pacientes con carcinoma avanzado o metastasico.

Otro ensayo clinico en curso, NCT02410512 (Fase 1), evalua la seguridad y farmacocinética de
MOXR0916, anticuerpo monoclonal agonista humanizado anti-OX40, con MPDL3280A, un

anticuerpo anti-PDL1, en pacientes con tumores sélidos metastdsicos.

Existen numerosos ensayos clinicos en fases 1 y 2 en curso, puesto que se considera la terapia
anti-OX40 una estrategia prometedora en la inmunoterapia contra en cancer. A pesar de ello
existen todavia considerables limitaciones e incertidumbres a la hora de actuar sobre este
biomarcador, ya que aun se desconoce el momento éptimo de la administracién, efectos
secundarios inesperados, la necesidad de administracién con otras terapias y las diferencias en la
expresion de OX40 entre el ratén y el humano. Por lo tanto se necesita investigacion clinico-

traslacional en el desarrollo de terapias relacionadas con OX40.

1.4 Expresion de la molécula co-inhibidora PD-1 en linfocitos CD4+ y CD8+ en

pacientes con CMA tratadas en primera linea.

A principios de 1990, el inmundlogo japonés Tasuku Honjo, identificé la proteina PD-1 (del inglés
Programmed Cell Death-1), que se expresa en la superficie de los linfocitos T, después de la
activacion de los mismos por antigenos extrafios presentados por el MHC y su unién al TCR. Por
este gran descubrimiento fue galardonado en 2018 con el premio Nobel en Medicina y Fisiologia
junto a otro gran cientifico, James Allison, descubridor de la molécula CTLA-4 ( del inglés Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen 4). Estos grandes descubrimientos han permitido el disefio de farmacos que
destruyen el tumor por medio de la activacion del sistema inmunoldgico. De ahi que se les conozca

como los “padres de la moderna inmunoterapia”.

La via de PD-1 juega un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia de los linfocitos T
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periféricos. No induce muerte celular programada directamente, parece que reduce los factores
de crecimiento celular y las sefiales de supervivencia. Se une a dos ligandos, PD-L1 (B7-H1) y PD-L2
(B7-DC). La activacion de PD-1 a través de su union a PD-L1 o PD-L2, tiene como resultado la
regulacidn negativa de la actividad de los linfocitos T, produccion de citocinas, lisis de células Ty
favorece la tolerancia a antigenos. Cuando las células T se activan, PD-1 se expresa
simultdneamente para que la célula atacada pueda escaparse de la respuesta inmunoldgica. La

expresion de PD-1 disminuye una vez que el antigeno es eliminado.

La via PD-1/PD-L1 juega un papel importante en, diabetes , miocardiopatia, VIH, lupus y otras

enfermedades autoinmunes y también en tumores sdlidos.

En tumores sélidos, como el cancer de mama, la expresidon de PD-L1 se asocia a tumores de gran

tamafo y alto grado de proliferacion, como los inmunofenotipos TNBC y HER2 positivo.

Se ha demostrado, in vivo, que PD-L1 aumenta la tumorogénesis y la invasividad y favorece que la
célula tumoral sea menos susceptible a la accién de los linfocitos T CD8+ especificos. En modelos

murinos knockout para PD-1, el crecimiento del melanoma estda drasticamente disminuido.

In vivo, se ha observado que el bloqueo del eje PD-1/PD-L1, utilizando anticuerpos especificos,
anti-PD-1/anti-PD-L1, conduce a una regresidon tumoral bastante evidente, por activacién de las

células T.

En nuestro estudio, para completar el andlisis del estado de inmunocompetencia de las pacientes
con cancer de mama avanzado, medimos los niveles de linfocitos que expresan este marcador de
tolerancia o de célula exhausta. Nuestro trabajo consistié en evaluar los niveles celulares en
sangre periférica de linfocitos TCD4+ y CD8+ que expresaban PD-1+, en pacientes con CMA en
comparacion con una cohorte de mujeres sanas, donde pudimos objetivar que esos niveles
celulares eran ligeramente mas altos en la poblacién sana en comparacidn con las pacientes, antes

de comenzar el tratamiento sistémico de primera linea (Fig.59).
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Esto podria deberse a la gran complejidad de los mecanismos de interrelacién entre los elementos
gue componen el sistema inmunoldgico mas alld de los descritos en este trabajo, liberacidon de
citocinas inhibidoras, expansién de los linfocitos Treg y TAM, la expresién de puntos de control
inmunolégico y la presencia de MDSC, trabajando todos juntos para crear un ambiente
inmunosupresor. A pesar de este resultado, en la pacientes que obtuvieron BC a lo largo del
tratamiento, los niveles de linfocitos TCD4+PD-1+ y CD8+PD-1+ disminuyeron de forma

significativa, lo contrario ocurrid en las pacientes que progresaron. (Fig.60, 61y 62)

Hay otros grupos de investigacidn estudiando la expresidn de este biomarcador en linfocitos T CD4

y CD8 en sangre periférica en pacientes con cancer avanzado/metastasico.

Uno de ellos es el grupo de Bian Shi y colaboradores (2018), que disefiaron un estudio para
explorar la expresion de PD-1 en células T (CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/C8+) en sangre periférica y
su relacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas y con el prondstico en pacientes con cancer
gastrico metastdsico y se analizd por citometria de flujo. Reclutaron 100 pacientes diagnosticados
de cancer gastrico metastdsico, los resultados que obtuvieron dilucidaron que habia una alta
expresion de PD-1 en pacientes con cancer gastrico en estadios avanzados, CD3+ (20.4%),
CD3+/CD4+ ( 13.0%) y CD3+/CD8+ (9.4%), respectivamente. Los resultados obtenidos para la OS y
para la PFS fueron de 12.2 vs 3.9 meses, por lo tanto se confirma una tasa de supervivencia
general mas baja en pacientes con cancer gastrico en estadios avanzados. Por lo tanto, este grupo
propone con estos resultados que la alta expresion de PD-1 en las células T puede ser un

biomarcador prondstico para estos pacientes.

Otro estudio fue llevado a cabo por Witold Zgodzinski et al., 2019. Este grupo determind
determinaron la expresién de PD-1/PD-L1 en linfocitos T CD4+ y CD8+ en sangre periférica de 40
pacientes diagnosticados de cancer gdstrico avanzado. Las caracteristicas principales del tumor a
tener en cuenta fueron: tumores de histologia adenocarcinoma difuso vs intestinal, segun la
clasificacion de Lauren, estadiaje (I-1V) y grado (I-Ill) . Como grupo control, 20 donantes sanos. El
analisis se hizo por citometria de flujo. Sus resultados revelaron que el % de linfocitos CD4+PD-1+y

CD8+PD-1+ es mas alto en los pacientes que en la poblacidén sana, también ocurre lo mismo con la
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expresion de PD-L1. En el andlisis por subtipos, el tipo difuso fue el que reflejaba un alto % de

linfocitos CD4+PD-1+, comparado con los de tipo intestinal.

Un alto % de CD8+PD-1+ se encontré en los tumores pobremente diferenciados (Grado Ill),

comparados con los de grado I-Il.

Sin embargo, no encontraron diferencias estadisticamente significativas en el % de células que

expresaban PD-1+/PD-L1+.

Con todo ello, demostraron que, en cancer gastrico avanzado, PD-1 y PD-L1, se expresan en un
alto % en los linfocitos TCD4+ y CD8+ en sangre periférica, comparado con una cohorte sana y que
ademds hay mayor expresion en el tipo difuso vs intestinal, lo cual se asocia a un pobre
prondstico. Estos resultados, podrian contribuir a una mejor comprensién de las funciones de los

linfocitos T efectores en la respuesta inmune en esta patologia.

Otro estudio destacable, es el de Hong Zheng y colaboradores (2016), en cancer de pulmdén no
microcitico avanzado(NSCLC), estadios IlIB-IV. En este caso se reclutaron 42 pacientes y 25
donantes sanos, se llevd a cabo el estudio en sangre periférica y se analizaron las células por
citometria de flujo. En este trabajo se observd, que habia mayor expresion de linfocitos TCD4+PD-
1+ en pacientes que la poblacién sana. Sin embargo, la expresion de linfocitos TCD8+PD-1+, fue
comparable entre ambos grupos de estudio. Para los investigadores, este dato sugiere que los
linfocitos CD4+ juegan un papel fundamental en la tolerancia inmune dependiente de PD-1 en
pacientes con NSCLC, y no asi los linfocitos CD8+. También lo correlacionaron con el resultado
clinico. De hecho, la alta expresién de PD-1+ en CD4+, se asocid a un pobre resultado clinico con
una corta tasa de OS y PFS para estos pacientes. Este grupo de investigacion ademas llevo a cabo
el analisis de la expresién de PD-1+ después del tratamiento con anti-PD-L1 y concluyeron que la
expresion de PD-1+ en linfocitos CD4+ tiene un alto valor predictivo en este grupo de pacientes ya
gue se asocia con mal resultado clinico después del tratamiento. Por lo tanto, proponen que su

estudio podria determinar el prondstico de los pacientes con NSCLC.
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Con todos estos resultados, PD-1 se revela como una importante diana terapéutica, y como se ha
hecho mencién anteriormente, ya se dispone de farmacos aprobados por la FDA como nivolumab
o pembrolizumab y numerosos ensayos clinicos en marcha en distintas patologias tumorales como
melanoma, cancer de pulmén, cancer renal y cancer de mama entre otros. Algunos estudios han
demostrado la eficacia del bloqueo PD-1 o PD-L1 con pembrolizumab o atezolizumab en cancer de

mama triple negativo metastasico (F. Shitz et al., 2017).

1.5 Niveles en sangre periférica de las diferentes subpoblaciones celulares en

pacientes con CMA tratadas en primera linea.

Diferentes estudios epidemioldgicos y clinicos han evidenciado que el tumor mamario y la
inflamacién estan interrelacionados. La inflamacién forma parte del microambiente tumoral

favoreciendo la progresion, proliferacién, migracién, invasién y metastasis.

El andlisis en sangre periférica de parametros, como los leucocitos, neutrdfilos, linfocitos,
monocitos y plaquetas, asi como la ratio neutroéfilos/linfocitos (NLR), linfocitos/monocitos (LMR),
plaquetas/linfocitos (PLR), son indicadores de respuesta inflamatoria y han sido propuestos como

factores prondsticos en muchos tipos de neoplasias (C. Van Berckelaer et al., 2020).

El estudio de la relacién entre los parametros en sangre periférica, el prondstico y el tratamiento
del cdncer de mama sera de una gran importancia clinica ya que proporciona informacién para su

aplicacién médica.

A. Pacientes vs cohorte sana

En nuestro estudio medimos los niveles en sangre periférica de: Leucocitos, neutrdfilos,
monocitos, linfocitos (linfocitos totales, linfocitos T CD4, linfocitos T CDS8, linfocitos B y NK), y la
ratio CD4/CDS8, ratio linfocitos/monocitos, ratio CD8/Treg y ratio neutrofilos/linfocitos, tanto en

pacientes diagndsticadas de CMA y lo comparamos con una cohorte de mujeres sanas.

252X



En las pacientes obtuvimos niveles ligeramente mas altos de leucocitos totales (Fig.23) y de
neutrofilos (Fig.25) comparado con la poblacién sana, sin obtenerse diferencias estadisticamente
significativas. La ratio neutrofilos/linfocitos también es mas alta en las pacientes que en la
poblacion sana, alcanzandose diferencias estadisticamente significativas (Fig.53). Sin embargo, en
la cohorte sana, se alcanzaron niveles mas altos que en las pacientes, para los linfocitos totales
(Fig.29) linfocitos T (Fig.31), linfocitos TCD4 (Fig.37), linfocitos TCD8 (Fig.39), obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas. La ratio CD4/CD8 (Fig.47) y la ratio CD8/Treg (Fig.49),
también es mas alta en las mujeres sanas que en las pacientes, pero no se alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas.

Con estos resultados se pone de manifiesto el estado inflamatorio y de inmunodepresién en el que
se encuentran las pacientes antes de comenzar el tratamiento y el estado de inmunocompetencia
de la poblacién sana. Como se ha puesto de manifiesto al principio, los leucocitos y dentro de
ellos, los neutrdfilos y la ratio neutroéfilos/linfocitos, son parametros involucrados en el proceso
inflamatorio del desarrollo y metastasis tumoral (K.A.Mouchemore et al.,2018). Mientras que la
poblacién de linfocitos forma parte de las respuestas inmunitarias especificas y juega un papel

primordial en la vigilancia inmune.

B. BC vs PE

En nuestra investigaciéon también medimos los niveles de los pardmetros en sangre periférica
expuestos en el apartado anterior, en las pacientes a lo largo del tratamiento. Con los resultados
obtenidos demostramos que la poblacién de leucocitos y netréfilos, principalmente, fue
disminuyendo de forma drastica a lo largo del tratamiento en las pacientes que alcanzaron BC (RC,
RP, EE), obteniéndose diferencias estadisticamente significativas con respecto al estado basal
(Fig.24 y 26). En las pacientes que progresaron ocurrid lo contrario. En cuanto a la poblacién de
linfocitos nos encontramos un aumento de los linfocitos totales (Fig.30), linfocitos T (Fig.32),
linfocitos TCD4 (fig.38) y linfocitos TCD8 (Fig.40), junto con la ratio CD4/CD8 (Fig.48), ratio
CD8/Treg (Fig.50), ratio linfocitos/monocitos (Fig.52) y la ratio neutrdfilos/linfocitos diminuyd en

las pacientes con BC a lo largo del tratamiento, alcanzandose diferencias estadisticamente
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significativas (Fig.54). Interesante destacar los resultados obtenidos para la ratio CD8/Treg y la
ratio linfocitos/monocitos donde podemos ver una disminucion bastante pronunciada en el grupo
de pacientes que progresa, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas. En las
pacientes con BC el resultado de la ratio a destacar es la ratio neutrdfilo/linfocitos, donde se

alcanzaron valores mucho mas bajos que en la poblacién que progresa.

Con los resultados alcanzados, volvemos a dilucidar las poblaciones celulares que estan
involucradas tanto en el estado de inmunocompetencia, que seria el alcanzado por las pacientes
gue obtienen BC con el tratamiento y en el estado de inmunosupresién donde estarian las

pacientes con PE.

Hay diferentes grupos de investigacién dedicados al estudio de estos pardmetros hematolégicos y

su implicacién en el prondstico del cancer de mama, que vienen a confirmar nuestros resultados.

Xu et al., encontraron en su investigacidon que la elevacién de neutréfilos en pacientes con cancer
de mama antes de someterse a cirugia, venia a predecir pacientes con mal prondstico y un corto

tiempo de supervivencia.

En el estudio de Li Sen, demostraron que los neutréfilos favorecian la invasivisidad y la EMT en

células de cancer gastrico por accion de la IL-17.

El grupo de Huang JJ., propone que las células mononucleares de sangre periférica pueden

contribuir a la progresidon en tumores malignos y es un factor relacionado con la tumorogénesis.
Gotow et al., reportaron que los cambios observados en sangre periférica de los niveles de
monocitos y linfocitos y la ratio linfocitos/monocitos, es un factor prondstico en cancer de mamay

puede afectar a la SLE.

J. Wen vy et al.,(2015), evaluaron el valor prondstico del recuento absoluto de linfocitos, de

monocitos y de la proporcidn linfocitos/monocitos, en pacientes con cancer de mama. Los analisis

254X



por subgrupos reveld que el valor absoluto de monocitos era un factor prondstico desfavorable en

pacientes con cancer de mama en estadios II/11l y luminal B con sobreexpresion de Her 2 y TNBC.

En cuanto a la ratio neutréfilos/ linfocitos , Elyasinia y colaboradores, han demostrado que esta
asociada a la estadificacion tumoral segin el TNM en cancer de mama y tiene valor prondstico, ya

gue un alto valor indica mal prondstico.

En un meta-andlisis llevado a cabo por el grupo de Ethier J-L (2017), mostraron que esta ratio estd
asociada al prondstico en cancer de mama, valores altos de la misma dan lugar a un menor tiempo
de SLE y SG y mal prondstico. Ademas, un alto valor de la ratio neutrdfilos/linfocitos estd
relacionado con el nimero de metdstasis y observaron que la incidencia de metastasis a ganglios

linfaticos aumentaba 1.7 veces.

Otros estudios centrados en la valoracién de esta ratio con respecto al prondstico en cancer de
mama, es el llevado a cabo por Atak lbrahim et al., 2019, investigan la relacién entre NLR y la
metdstasis en ganglios linfaticos no centinela en cancer de mama temprano. Las principales
conclusiones del estudio fueron: 1. la invasidn linfovascular, la extension extracapsular y NLR son
parametros predictivos de positividad en galnglios linfaticos no centinela y 2. NLR pre-cirugia era

una herramienta de diagndstico para predecir metastasis en ganglios linfaticos no centinela.

Fujimoto Y et al., 2019, analizaron la relacion entre NLR y el recuento absoluto de linfocitos (WBC)
en pacientes con cancer de mama. Los resultados obtenidos fueron: 1. NLR es un factor prondstico
para valorar la SLE en pacientes con cancer de mama con alto recuento absoluto de linfocitos. 2.
Tanto NLR como el recuento absoluto de linfocitos pueden ser utiles para comprender mejor los
mecanismos e identificar a las pacientes con alto riesgo de recurrencia que necesiten tratamientos

adicionales.
En cuanto a la ratio linfocitos/monocitos en pacientes con cancer de mama, encontramos varios

estudios que ponen de manifiesto la correlacién de dicho pardmetro con un mejor prondstico de

la enfermedad. Marin Herndndez C. y colaboradores, han reportado que LMR pre-cirugia esta
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asociada a las pacientes con cancer de mama que recibieron quimioterapia neoadyuvante. Cuanto
mayor es el valor de este parametro, mayor es el tiempo de supervivencia y mejor el prondstico.

Hu RJ y colegas en su estudio llegan a la misma conclusién que el grupo de Marin Hernandez.

Otros estudios publicados recientemente como el de Zenan H et al.,, 2019, analiza de forma
retrospectiva la relacién entre los parametros en sangre periférica preoperatorios y los resultados
clinicos postoperatorios en pacientes con diferentes subtipos moleculares de cancer de mama. Las
conclusiones obtenidas por este grupo fueron: 1. LMR es un buen predictor en cancer de mama
Luminal A y sobreexpresion de HER2. 2. WBC Y NLR fueron predictores adversos para el subtipo
TNBC. 3. Estos parametros en sangre periférica juegan un papel importante en el diagndstico y

tratamiento de pacientes con diferentes subtipos moleculares de cancer de mama.

Lee KH et al., 2018, investigaron el significado clinico y la relacién entre los TILs y los pardmetros
hematoldgicos en pacientes con cancer de mama. Los resultados obtenidos:

1.Demostraron que hay una relevancia importante entre los TlLs y los parametros hematoldgicos
en pacientes con cancer de mama. 2. La influencia del sistema inmune en la progresién en cancer

de mama difiere entre los diferentes subtipos.

A pesar de todos los estudios publicados referentes a la relacién entre los pardmetros
hematoldgicos y su implicacion en el prondstico del cdncer de mama,que parece bastante
esperanzador en cuanto al prondstico en cancer de mama, aln se necesita mas investigacion en

este campo para alcanzar conclusiones definitivas (L. Chen et al., 2020).

Consideraciones Finales.

En base a todo lo expuesto con anterioridad, nuestros hallazgos parecen prometedores, ya que
sugieren fuertemente el cardcter inmunosupresor de las MDSC en conjuncién con los Tregs vy la
funcidon co-estimuladora y co-inhibidora de OX40 y PD-1, respectivamente. La disminucién en
sangre periférica de las MDSC y de los Tregs junto con el aumento de la expresién de OX40 en los

linfocitos TCD4+ vy linfocitos TCD8+, a lo largo del tratamiento antineoplasico de nuestras
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pacientes, tratadas con HT en monoterapia, quimioterapia, HT+ i CDK4/6, inmunoterapia o
estrategias combinadas, sugieren que existe una mejoria del perfil inmunoldgico de las pacientes
revirtiéndose el estado de inmunosupresion. Estas determinaciones podrian convertirse en
potenciales biomarcadores para monitorizar de forma sencilla, mediante una extracciéon de

sangre, la respuesta al tratamiento.

Se estan llevando a cabo estudios preclinicos, para disefiar combinaciones de tratamientos que se
dirigen hacia las MDSC y a los puntos de control inmunolégico, lo que aumenta la actividad
efectora inmunitaria contra las células tumorales. Recientemente se ha reportado que la
inhibicion de las vias PI3K, JAK/AKT y CDK4/6, mejora la infiltracién de TILs citotdxicos de tipo
linfocitos TCD8+ en modelos de ratén que han desarrollado cdncer de mama triple negativo. Este
efecto parece estar estrechamente relacionado con la disminucidn de los niveles de MDSC, lo que
facilita la accion de las células T efectoras. Ademds de eso, este efecto puede potenciarse

bloqueando algunos inhibidores de puntos de control inmunitarios especificos.

En consecuencia, dirigirse a las MDSC para reducir sus niveles, puede aumentar potencialmente la
eficacia de los inhibidores de puntos de control inmunitarios que se utilizan en la actualidad para

varias enfermedades oncoldgicas.

Los resultados de este estudio se centraron en biomarcadores potenciales facilmente detectables
en sangre periférica para controlar la respuesta a los diferentes tratamientos antineoplasicos en
CMA. Asi mismo, permite prever nuevas dianas inmunomoduladoras para aplicar en cancer de

mama.

Existen innumerables posibilidades terapéuticas en este sentido, ya que hay diferentes opciones
para potenciar la respuesta inmune del huésped, ya sea empleando agentes clasicos como
doxorrubicina, ciclofosfamida, gemcitabina, etc o agentes mas novedosos como los inhibidores del
punto del control inmunolégico, los anti-PD-1, que bloquean el efecto inhibidor y pro-apoptético
de las células T y los anti-OX40 o anti-CD40, que estimulan la activacion de la sefializacion de los

linfocitos Ty combinaciones del tipo de la bioquimioterapia.
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Aunque consideramos que los datos comunicados en este trabajo de Tesis son relevantes y
robustos, se necesitan estudios confirmatorios adicionales con un tamano muestral mayor y/o con
otros tipos tumorales. No obstante, se pueden sugerir nuevas vias de investigacion a partir de
estos hallazgos, ya que una especie de biopsia liquida inmunitaria podria proporcionar
informacién extraordinariamente valiosa y complementaria en cancer de mama, no sélo en el
contexto de enfermedad avanzada, sino también durante el seguimiento de pacientes con cancer

de mama previamente tratadas con fines curativos.
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Conclusiones
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Segun los resultados obtenidos podremos identificar un “inmuno score” o partir de una serie de
biomarcadores inmunoldgicos claves que nos permitan conocer qué grupos de pacientes son de
peor o mejor prondstico y cuales son los efectos inmunes de las diferentes terapia sistémicas . Con

éstos hallazgos podemos concluir:

1. El perfil inmunitario de las pacientes con cancer de mama avanzado, es diferente al de la

poblacién sana.

2. El estado de inmunocompetencia de la poblacién sana se caracteriza por bajos niveles en sangre

periférica de MDSC, Treg vy altos niveles de linfocitos TCD4+ y CD8+.
3. En las pacientes con cancer de mama avanzado en estado basal, antes de comenzar el
tratamiento, observamos en sangre periférica, altos niveles de MDSC, Treg, leucocitos, neutroéfilos

y bajos niveles de linfocitos TCD4+ y CD8+.

4. El estudio comparador con la cohorte sana, pone de manifiesto el estado inmunosupresor de las

pacientes con cancer de mama avanzado.

5. En las pacientes que obtienen beneficio clinico, con el tratamiento de primera linea, se objetiva
un marcado descenso de los niveles de MDSC, Tregs y de los linfocitos T CD4+PD-1+ y CD8+PD-1+
y un marcado aumento de los linfocitos T CD4+ OX40+ y CD8+0X40+. Lo contrario observamos en

la pacientes que progresaron.

6. El tratamiento de primera linea, parace tener un cierto cardcter inmunomodulador, capaz de

revertir el estado de inmunosupresion de las pacientes.

7. Las MDSC vy los Treg, prometen ser un potencial marcador de respuesta a los tratamientos.

8. Las MIDSC, principalmente, podrian considerarse como posible diana terapéutica.
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9. Los biomarcadores, OX40+ y PD-1+, tendrian utilidad para monitorizar la respuesta a los

tratamientos.

10. La biopsia liquida como método ventajoso sobre la biopsia tumoral, en la determinacién de los
componentes circulantes del tumor, de manera que podemos obtener el perfil inmunoldgico de

cada paciente en diferentes momentos de la enfermedad.

A la luz de los resultados arrojados en esta Tesis Doctoral, podemos decir, que en cancer de
mama avanzado, en principio se cumpliria la “Hipétesis de la inmunoedicidén”. Aunque harian falta
mas estudios con mayor tamafio muestral y mayor poder estadistico para poder asentar a las
diferentes poblaciones celulares que forman parte del sistema inmunitario, tanto como

marcadores predictivos como prondsticos en cancer de mama, principalmente a las MDSC.
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Anexo 2. Consentimieno Informado. Hoja de informacion al
paciente.

CONSENTIMIENTO INFORMADO-INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacién

que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

TITULO: “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA
INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.
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Participacion:
Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacidon en el que se le

invita a participar. Su inclusidén en el estudio esta sujeta a los procedimientos de seleccién
que se describen a continuacidn, y a otros criterios de entrada. Antes de que usted pueda
formar parte en este estudio, es importante que entienda qué implica. Por favor lea
detenidamente este documento y haga todas las preguntas que le puedan surgir; ademas,
puede consultar con las personas que considere oportuno. El estudio ha sido aprobado por

el Comité Etico de Investigacion Clinica correspondiente.

Objetivo:
El objetivo de este estudio es analizar el perfil inmunolégico basal de las pacientes con

debut metastasico de cancer de mama, asi como la evolucion durante el tratamiento
antineopldsico de primera linea. Estos datos se compararan con una cohorte de pacientes
sanas que serviran de control.

Los pardmetros inmunolégicos a estudiar seran correlacionados con la respuesta
antitumoral especifica, con la intencion de elaborar una puntuacién inmunoldgica
mediante la cual se pueda reconocer el eventual impacto que su sistema inmune pueda

tener sobre la evolucion de su enfermedad.

Importancia:
Este estudio puede ayudar a conocer mas y mejor su enfermedad, lo que puede ayudar a

diseifar mejor los tratamientos en un futuro inmediato.



Su participacion en este estudio no supone ningun beneficio directo para usted, si bien

otros pacientes en el futuro podrian beneficiarse de los resultados de su colaboracién.

¢ Implicaciones para la paciente:

©  Su participacién es totalmente voluntaria.

o Usted podra retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y sin
gue esto repercuta en sus cuidados médicos.

o Con el fin de garantizar la fiabilidad de los datos recogidos en este estudio y de dar
cumplimiento a la normativa vigente, puede ser necesario que miembros del equipo
investigador, Autoridades Sanitarias, o miembros del Comité Etico de Investigacidn
Clinica tengan acceso a sus propios datos personales, comprometiéndose a la mas
estricta confidencialidad.

o Toda su informacién de caracter personal se tratara con arreglo a la Directiva 95/46/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la
proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales, a la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y a su normativa de desarrollo

o Lainformacion que se solicita es necesaria para el desarrollo del estudio cientifico y se
encontrara referida por medio de un cédigo numérico asignado por orden de entrada
en el estudio, no vinculados en ningln caso con su nombre y apellidos. Los resultados
del estudio podran ser dados a conocer a la comunidad cientifica a través de congresos
o publicaciones, de forma que no sea posible la identificacidn de los participantes en el
mismo. La informacidon obtenida se utilizard exclusivamente para los fines especificos
de este estudio.

o De acuerdo con la Ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales y
a su rectificacion, cancelacion y oposicion, que podrd ejercer dirigiéndose al médico

gue le atiende en este estudio.

e Riesgo de la investigacion para la paciente:

© Para participar en el estudio necesitamos que nos permita obtener dos muestras de
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sangre periférica que se recogerdn en 2 tubos de EDTA-K3 y otras dos muestras que se
recogeran en 2 tubos de suero con gel separador centrifugados para analizar una serie
de determinaciones inmunolégicas medidas antes , al 22 y 62 mes (o a la finalizacion)
del tratamiento oncoldgico.

o Este procedimiento no supondrd ningun riesgo ni molestia para usted, ya que la
extraccidn se hara coincidir con una venopuncién prevista en las pruebas de vigilancia
gue su oncélogo indicara y que son las habituales para el seguimiento de su
enfermedad, por lo que no serd necesario realizar ningun procedimiento adicional ni
exploracién.

© Tampoco hay programada ninguna visita especifica para este estudio, ya que se llevara
a cabo coincidiendo con las visitas de vigilancia habituales de su enfermedad.

o Adicionalmente a la extraccion de la muestra, se recogerdn datos relativos a la

evolucidén de su enfermedad durante los primeros tres afios.

Informacion adicional:
Su médico estard encantado de contestar cualquier pregunta adicional que usted pudiera

tener.

Si las investigaciones adicionales hacen surgir nuevas circunstancias que hagan necesario
obtener su consentimiento para continuar en el estudio, su médico le informard a la mayor
brevedad.

Se le proporcionara una copia de esta hoja de informacién y de su consentimiento

informado firmado, para que lo guarde.

El médico que proporciona la informacién es:

Nombre: Teléfono:



TITULO: “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA
INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.

YO (NOMBIE Y APEHIAOS): oottt st et r et b sbesan e s aeraes e e s

He leido el documento informativo que acompaiia a este consentimiento
(Informacidn al paciente).
He podido hacer preguntas sobre el estudio “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA
INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL
CARCINOMA DE MAMA AVANZADO".
He recibido suficiente informacién sobre el estudio “ANALISIS DEL PERFIL DE
RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO
SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.
He hablado con el profesional sanitario informador:
Comprendo que mi participacidn es voluntaria y soy libre de participar o no en el
estudio.
Se me ha informado de que la donacién/informacion obtenida sélo se utilizara
para los fines especificos del estudio.
Deseo ser informado de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se
obtengan en el curso de la investigacidn, incluidos los descubrimientos
inesperados que se puedan producir, siempre que esta informacion sea necesaria
para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis familiares bioldgicos.

o S| NO
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
Cuando quiera.
Sin tener que dar explicaciones.
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio titulado “ANALISIS DEL PERFIL DE
RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL
CARCINOMA DE MAMA AVANZADO".

Firma de la paciente Firma del profesional sanitario

informador

(O representante legal en su caso)

Nombre y Apellidos:.........cccovvvervennenes Nombre y Apellidos:
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Anexo 3. Consentimieno Informado. Hoja de informacion al
voluntario sano.

CONSENTIMIENTO INFORMADO-INFORMACION VOLUNTARIO SANO

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacién

gue a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

TITULO: “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA
INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.
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Participacion:
Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le

invita a participar. Su inclusion en el estudio esta sujeta a los procedimientos de seleccién
gue se describen a continuacién, y a otros criterios de entrada. Antes de que usted pueda
formar parte en este estudio, es importante que entienda qué implica. Por favor lea
detenidamente este documento y haga todas las preguntas que le puedan surgir; ademas,
puede consultar con las personas que considere oportuno. El estudio ha sido aprobado por

el Comité Etico de Investigacién Clinica correspondiente.

Objetivo:
El objetivo de este estudio es analizar el perfil inmunolégico basal de las pacientes con

debut metastasico de cancer de mama, asi como la evolucion durante el tratamiento
antineopldsico de primera linea. Estos datos se compararan con una cohorte de voluntarias
sanas, de la cual usted formaria parte, que servirdan de control, para poder comparar la
informacién generada por las mujeres de su grupo y el de las mujeres con cancer de mama

metastasico.

Importancia:
Este estudio puede ayudar a conocer mas y mejor esta enfermedad, lo que puede ayudar a



disefiar mejor los tratamientos en un futuro inmediato.
Su participacién en este estudio no supone ningun beneficio directo para usted, pero las
pacientes en el futuro podrian beneficiarse de los resultados de su colaboracién.

¢ Implicaciones para usted:

e Su participacion es totalmente voluntaria.

e Usted podra retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones.

e Con el fin de garantizar la fiabilidad de los datos recogidos en este estudio y de
dar cumplimiento a la normativa vigente, puede ser necesario que miembros del
equipo investigador, Autoridades Sanitarias, o miembros del Comité Etico de
Investigacion Clinica tengan acceso a sus propios datos personales,
comprometiéndose a la mas estricta confidencialidad.

e Toda su informacidn de caracter personal se tratard con arreglo a la Directiva
95/46/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995,
relativa a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento
de datos personales, a la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de
Proteccién de Datos de Caracter Personal y a su normativa de desarrollo.

e La informacion que se solicita es necesaria para el desarrollo del estudio
cientifico y se encontrara referida por medio de un cédigo numérico asignado
por orden de entrada en el estudio, no vinculados en ningln caso con su nombre
y apellidos. Los resultados del estudio podran ser dados a conocer a la
comunidad cientifica a través de congresos o publicaciones, de forma que no sea
posible la identificacion de los participantes en el mismo. La informacién
obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de este estudio.

e De acuerdo con la Ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos
personales y a su rectificacion, cancelaciéon y oposicién, que podra ejercer
dirigiéndose al médico que le atiende en este estudio.

¢ Riesgo de la investigacion para usted:
© Para participar en el estudio necesitamos que nos permita obtener dos muestras de
sangre periférica que se recogeran en 1 tubo de EDTA-K3 y otra muestra que se

recogeran en 1 tubo de suero con gel separador centrifugados para analizar una serie
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de determinaciones inmunoldgicas.

o Este procedimiento no supondra ningun riesgo ni molestia para usted.

o Adicionalmente a la extraccion de la muestra, se recogeran datos relativos a su historia
clinica, como, por ejemplo: Diabetes, Hipertensidon, Enfermedad del tiroides,
Cardiopatias, entre otras. Otros datos que se le pediran son de tipo demografico como

(edad, sexo, etc).

Informacion adicional:

El personal investigador estara encantado de contestar cualquier pregunta adicional que
usted pudiera tener.

Si las investigaciones adicionales hacen surgir nuevas circunstancias que hagan necesario
obtener su consentimiento para continuar en el estudio, se le informard a la mayor
brevedad.

Se le proporcionara una copia de esta hoja de informacidon y de su consentimiento

informado firmado, para que lo guarde.

El médico que proporciona la informacién es:

Nombre: Teléfono:



TITULO: “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR
TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.

YO (NOMDBIre Yy APEHIAOS): oottt ettt st st st s e e nnenns

e He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento
(Informacion al paciente).

e He podido hacer preguntas sobre el estudio “ANALISIS DEL PERFIL DE RESPUESTA
INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL
CARCINOMA DE MAMA AVANZADOQO”.

e He recibido suficiente informacién sobre el estudio “ANALISIS DEL PERFIL DE
RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO
SISTEMICO EN EL CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”".

e He hablado con el profesional sanitario informador :

e Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el
estudio.

e Se me hainformado de que la donacién/informacion obtenida sélo se utilizara
para los fines especificos del estudio.

e Deseo ser informado de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se
obtengan en el curso de la investigacidn, incluidos los descubrimientos
inesperados que se puedan producir, siempre que esta informacion sea necesaria
para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis familiares biolégicos.

o S| NO

e Comprendo que puedo retirarme del estudio:

e Cuando quiera.

e Sin tener que dar explicaciones.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio titulado “ANALISIS DEL PERFIL DE
RESPUESTA INMUNE EN SANGRE PERIFERICA INDUCIDO POR TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL
CARCINOMA DE MAMA AVANZADO”.

Firma de la participante Firma del profesional sanitario
informador
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Actividades cientificas relacionadas
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PREMIOS CONCEDIDOS

* N. Palazén Carrién, C. Jiménez Cortegana, E. Holgado, J. Cruz, JL. Alonso, ML.Sanchez Ledn, et al.
Myeloid-derived suppressor cells evolution in advanced breast cancer and comparative analysis
with a healthy population cohort. Primer Premio Comunicacidon oral 122 Simposio Internacional

GEICAM. Toledo, 29 Marzo 2019.

PUBLICACIONES

* Palazon Carrion N, Jimenez Cortegana C, Sanchez Ledn ML, Henao Carrasco F, Nogales

Fernandez E, Sanchez Margalet V, de la Cruz Merino.

“L. Evolution of cytotoxic and regulatory T cells in blood and in tissueafterneoadjuvanttreatment in
breast carcinoma”. Annals of Oncology. Volume 31, Supplement 2. May 2020.

https://doi.org/10.1016/j.annonc.2020.03.150.

* Palazén Carridon N, Jimenez Cortegana C, Holgado E, Cruz J., Alonso JL., Sdnchez Le6én ML, et al.
“Evolution of the myeloid-derived suppressor cells in advanced breast cancer and comparative
analysis with a healthy population cohort”. Journal of Clinical Oncology 37, no. 15_suppl (May 20
2019) 2543-2543. Published online May 26, 2019. doi:10.1200/JC0.2019.37.15_suppl.2543.

* Palazon Carrion N, Sanchez Ledn ML, Jimenez Cortegana C, et al. “Myeloid derived-suppressor

cells in healthy women and in advanced breast cancer patients”. Annals of Oncology. Volume 30,

Supplement 3. May 2019. doi:10.1093/annonc/mdz095.
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COMUNICACIONES A CONGRESOS

Autores: M2Luisa Sanchez Leén, Omar Saavedra Santa Gadea, Carlos Jimenez Cortegana, Isabel

Araujo Fernandez, Victor Sdnchez Margalet, Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “Cambios inmunogénicos acontecidos en sangre periférica de pacientes con carcinoma de
mama metastasico en tratamiento sistémico”.

Tipo de participacion: Péster

Congreso: lll FORO de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer (GETICA). Sevilla 9-11

de Marzo de 2017.

Autores: Isabel Araujo Fernandez, Victor Sdnchez Margalet, Pedro Berraondo Lépez, Juan José

Lasarte, Carlos Jiménez Cortegana, M2Luisa Sanchez Ledn, Sara Benito Casado, Massimo Chiesa,

Ana Blach Leyenda, Eva Carrasco Carrascal, Rosalia Caballero Velazquez, Lorenzo Galluzi, Federico
Rojo, Luis de la Cruz Merino.

Titulo: Perfil de respuesta Inmune en tejido y sangre periférica de pacientes con cdncer de mama
avanzado tratadas con terapia sistémica combinada del Ensayo GEICAM/2015-04 PANGEA-BREAST

Tipo de participacién: Pdster
Congreso: lll FORO de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer (GETICA). Sevilla 9-11

de Marzo de 2017.

Autores: M2 Luisa Sanchez Ledn, Omar Saavedra Santa Gadea; Carlos Jimenez Cortegana; Victor

Sanchez Margalet; Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “Cambios inmunogénicos acontecidos en sangre periférica de pacientes con carcinoma de
mama metastdsico en tratamiento sistémico”.

Tipo de participacion: Péster

Congreso: 112 Simposio Internacional GEICAM (Grupo Espafiol de Investigacion en cancer de

mama). Zarargoza Abril 2017
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Autores:_M2Luisa Sanchez Ledn, Isabel Araujo Fernandez; Maria Canddn Fernandez; M2 Angustias

Diaz Santos, Irene Junco Vicente; Eduardo Jesus Montilla Burgos.

Titulo: “Analisis del perfil de respuesta inmune en sangre periférica inducido por tratamiento
sistémico en carcinoma de mama avanzado”.

Tipo de participacion: Péster

Congreso: lll Congreso Internacional en Contextos Clinicos y de Salud”. Almeria Marzo 2017.

Autores: M2Luisa SanchezLedn; Omar Saavedra Santa Gadea; Carlos Jiménez Cortegana; Isabel

Araujo Fernandez; Victor Sanchez Margalet, Fernando Henao Carrasco, Luis de la Cruz Merino.
Titulo: “Cambios inmunogénicos acontecidos en sangre periférica de pacientes con carcinoma de
mama metastasico en tratamiento sistémico”.

Tipo de participacién: Pdster

Congreso: Congreso de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica. SEOM 24, 25, 26 y 27 de
Octubre de 2017 en Madrid.

Autores: Araujo Fernandez Isabel; Vallejo Benitez Ana; Rodriguez Zarco Enrique; Macias Garcia
Laura; Alamo de la Gala Maria del Carmen; Virizuela Echaburu Juan Antonio; Vicente Baz David;

Henao Carrasco Fernando; Garcia Manrique Teresa; _M2Luisa Sanchez Ledn; Nogales Fernandez

Esteban; Marcos Rodriguez Jose Antonio; Rios Martin Juan José; Nieto Garcia Adoracion Sanchez
Margalet Victor; De la Cruz Merino Luis.

Titulo: “Analisis retrospectivo para evaluar el valor predictivo de los biomarcadores inmunolégicos
PD-L1 y TILs en pacientes tratados con anticuerpos monoclonales inmunomoduladores en la
practica asistencial”.

Tipo de participacion: Pdster

Congreso: IV FORO de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer- FITCancer 4. Real

Fabrica de Tapices de Madrid. 8, 9 y 10 de Marzo de 2018.
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Autores: Natalia Palazén Carrién, Carlos Jiménez Cortegana, Esther Holgado, Josefina Cruz, Jose

Luis Alonso, Maria Luisa Sanchez Ledn, Victor Sdnchez Margalet, Esteban Nogales Fernandez,

Fernando Moreno, Vanesa Quiroga, Raquel Andrés, Marta Santisteban, Javier Cortés, Luz Milva
Rodriguez Rodriguez, Asuncién Soto, Maria Gién, Maria Adoracién Nieto-Garcia, Massimo Chiesa,
Susana Bezares, Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “Evolution of the Myeloid-derived Suppressor cells in advanced breast cancer and
comparative analysis with a healthy population cohort”.

Tipo de participacion: Péster.

Congreso: 552 Reunidn Anual de la American Society of Clinical Oncology (55th ASCO Annual
Meeting). Chicago 2019.

Autores: Natalia Palazén Carrion, Maria Luisa Sanchez Ledn, Carlos Jiménez Cortegana; Francisco

J. Valdivia Garcia; Isabel Araujo Fernandez; Fernando Henao Carrasco; Adoraciéon Nieto;Victor
Sanchez Margalet; Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “ Myeloid-derived Suppressor cells in healthy women and in advanced breast cancer
patients”.

Tipo de participacion: Péster.

Congreso:European Society for Medical Oncology ( ESMO BREAST). Celebrado en Berlin (Alemania)
del 2-4 de Mayo de 20109.

Autores: M2Luisa SanchezlLedn; Natalia Palazén Carridn; Carlos Jiménez Cortegana; Francisco J.

Valdivia Garcia; Isabel Araujo Fernandez; Fernando Henao Carrasco;Victor Sdnchez Margalet; Luis
de la Cruz Merino.

Titulo: “Cambios inmunogénicos acontecidos en sangre periférica de pacientes con carcinoma de
mama metastdsico en tratamiento sistémico”.

Tipo de participacion: Péster

Congreso: 122 Simposio Internacional del Grupo Espafiol de Investigacién en Cancer de mama

(GEICAM). Toledo 27-29 Marzo 2019.
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Autores: M2Luisa SanchezlLedn; Natalia Palazén Carridn; Carlos Jiménez Cortegana; Francisco J.

Valdivia Garcia; Isabel Araujo Fernandez; Fernando Henao Carrasco;Victor Sdnchez Margalet; Luis
de la Cruz Merino.

Titulo: “Cambios inmunogénicos acontecidos en sangre periférica de pacientes con carcinoma de
mama metastdsico en tratamiento sistémico”.

Tipo de participacién: Pdster

Congreso: V Foro de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer -FIT Céancer 5.

Celebrado en la Real Fabrica de Tapices de Madrid 7, 8 y 9 de Marzo de 2019.

Autores: Natalia Palazon Carrién, Carlos Jiménez Cortegana, Esther Holgado, Josefina Cruz, Jose

Luis Alonso, Maria Luisa Sanchez Ledn, Victor Sdnchez Margalet, Esteban Nogales Fernandez,

Fernando Moreno, Vanesa Quiroga, Raquel Andrés, Marta Santisteban, Javier Cortés, Luz Milva
Rodriguez Rodriguez, Asuncién Soto, Maria Gién, Maria Adoracién Nieto-Garcia, Massimo Chiesa,
Susana Bezares, Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “ Evolucién de las células supresoras derivadas de linea mieloide (MDSC) en céncer de
mama avanzado y comparativa con cohorte sana”.

Tipo de participacidn: Péster.

Congreso: V Foro de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer -FIT Cancer 5.

Celebrado en la Real Fabrica de Tapices de Madrid 7, 8 y 9 de Marzo de 2019.

Autores: MZ2Luisa SanchezLedn; Carlos Jiménez Cortegana; Natalia Palazon Carrién; Fernando

Henao Carrasco; Esteban Nogales Ferndndez; M. Carmen Alamo de la Gala;Victor Sanchez
Margalet; Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “ Evolucién de los niveles de células mieloides supresoras en sangre periférica en Cancer de
Mama Avanzado y en Linfoma Difuso de células B grandes refractarios o en recaida”.

Tipo de participacion: Péster

Congreso: VI Congreso de la Sociedad Andaluza de Oncologia Médica (SAOM). Celebrado en Sevilla
27y 28 de Junio de 2019.
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Autores: Natalia Palazon Carrion, Carlos Jiménez Cortegana, Esther Holgado, Josefina Cruz, Jose

Luis Alonso, Maria Luisa Sanchez Ledn, Victor Sdnchez Margalet, Esteban Nogales Fernandez,

Fernando Moreno, Vanesa Quiroga, Raquel Andrés, Marta Santisteban, Javier Cortés, Luz Milva
Rodriguez Rodriguez, Asuncién Soto, Maria Gién, Maria Adoracién Nieto-Garcia, Massimo Chiesa,
Susana Bezares, Luis de la Cruz Merino.

Titulo: “ Evolucién de las células supresoras derivadas de linea mieloide (MDSC) en céncer de
mama avanzado y comparativa con cohorte sana”.

Tipo de participacién: Comunicacion Oral.

Congreso: Congreso de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM). Celebrado en

Pamplona 22, 23, 24 y 25 de Octubre de 2019.

Autores: MZ2Luisa SanchezLedn; Carlos Jiménez Cortegana; Natalia Palazon Carrion; Fernando

Henao Carrasco; Esteban Nogales Fernandez; Victor Sdnchez Margalet; Luis de la Cruz Merino.
Titulo: “Cambios observados en las poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ con expresion de
biomarcadores de respuesta inmune estimuladores OX40 (CD134) e inhibidores PD-1, en cancer de
mama avanzado o metastasico en tratamiento sistémico de primera linea”.

Tipo de participacién: Comunicacién Oral.

Congreso: VI Foro de Inmunologia Traslacional e Inmunoterapia del Cancer -FIT Cancer 6.

Celebrado en formato online, del 22 de Septiembre al 1 de Diciembre.
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