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Resumen

La metéastasis supone un problema a la hora de tratar el cancer, siendo la responsable de la
mayoria de las muertes por este. Para que se lleve a cabo la metéstasis, es necesario que haya
un proceso de adaptacion al nuevo microambiente tumoral en los 6rganos diana, o también
Ilamados nichos premetastasicos. Gracias a esta, las células tumorales diseminadas (CTDs)
pueden sobrevivir y formar nuevos focos tumorales.

En la adaptacion de las CTDs, hay un proceso de latencia o “dormancy”, que es como se conoce
a la fase de quiescencia que tiene lugar.

Existen dos tipos de latencia, la latencia celular y la latencia de la masa tumoral, la cual se
divide en otros dos tipos, la latencia angiogénica y la latencia inmunomediada.

Se ha descrito el papel fundamental que tiene el sistema inmunitario en defender al organismo
de las células cancerosas. Se encarga de eliminarlas hasta el punto en el que estas, por haber
acumulado las mutaciones suficientes para evadir la respuesta del sistema inmunitario, no
pueden ser eliminadas. Es entonces cuando actta la inmunoterapia, que se utiliza para estimular
al sistema inmunitario para que luche contra las células cancerosas.

En la funcion de proteccion del organismo intervienen todas las células de este sistema.
También se ha estudiado la funcion de las mismas en la regulacion de la latencia celular y
tumoral. Estos mecanismos de latencia seran descritos a continuacion, de la misma manera que
se describiran las posibles estrategias terapéuticas dirigidas a las células que componen el
sistema inmunitario para terminar con la latencia celular y tumoral e impedir, de esta manera,
el desarrollo de metéstasis.

Palabras clave: metastasis, latencia tumoral, sistema inmunitario, inmunoterapia.

Abstract

Metastasis is a problem in the treatment of cancer, being responsible of the majority of cancer
deaths. It is necessary an adaptation to the new tumoral microenvironment in target organs, that
are known as premetastasic niches. This is the reason why disseminated tumor cells (DTCs)
can survive and form new tumor spotlights.

In the DTCs adaptation, there is a quiescence phase, also known as dormancy.

There are two dormancy types, cellular dormancy and tumor mass dormancy, which is divided
in other two types, angiogenic dormancy and immunomediated dormancy.

The fundamental role of the immune system in defending the body against cancer cells has been
described. It is responsible of eliminating cancer cells until they have accumulated enough
mutations needed to evade immune system response. Now is when immunotherapy, which is
used to stimulate the immune system to fight cancer cells, acts.

All the immune system cells are involved in the organism’s protection function. Their role in
regulating cellular and tumor dormancy has also been studied. These dormancy mechanisms
will be described below, in the same way that the possible therapeutic strategies targeting
immune system cells will be described to end cellular and tumor dormancy and, thus, prevent
the development of metastasis.

Key words: metastasis, tumor dormancy, immune system, immunotherapy.
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1 Introduccién

1.1 Metastasis

La metéstasis se define como la migracion de las células malignas que pertenecen a un tumor

primario, a otro érgano y su implantacién en el mismo, proliferando para formar nuevos focos

tumorales. Tienen la capacidad de infiltrarse y de invadir el tejido normal vecino al tumor,

escapando de las sefiales de control del organismo, con la finalidad de proliferar y de formar

nuevos focos secundarios, los cuales pueden ser multiples. (1)

La metéstasis es la responsable de la mayoria de las muertes por cancer, siendo este la segunda

causa de muerte mas frecuente del mundo, siguiendo a las enfermedades cardiovasculares.

1)

En el hombre, los tumores mas frecuentes son el de prostata, seguido del colorrectal, vejiga y

pulmon.

En la mujer, los tumores mas frecuentes son el de mama, seguido del colorrectal, el de Gtero y
el de la glandula tiroides. (2)

A continuacion, se adjunta una tabla donde se reflejan los datos de metastasis y supervivencia

segun el tipo de cancer entre 2008-2014: (3)

All stages  Local Regional Distant All stages  Local Regional  Distant

Breast (female) 90 99 85 27 Oral cavity & pharynx 65 84 65 39
Colon & rectum 65 90 7 4 Ovary 47 92 75 29

Colon 64 90 i 4 Pancreas 9 34 12 3

Rectum 67 89 70 5 Prostate 98 >99 >99 30
Esophagus 19 45 24 5 Stomach N 68 31
Kidneyt 75 93 69 12 Tests a5 99 96 74
Larynx 61 78 46 4 Thyrod 98 >99 98 56
Liver ¥ 18 N 1" 2 Urinary bladder§ 77 69 35 5
Lung & bronchus 19 56 30 5 Uterine cervix 66 92 56 17
Melanoma of the skin 92 ag 64 23 COrpus 81 a5 69 16

agnosed in the SEER 18 areas from 2008-2014, all followed through 2015. tincludes renal pelvis

Tabla 1: Datos de metastasis y supervivencia segun el tipo de cancer. Tomada de Noone
AM, Howlader N, Krapcho M, et al. (eds). SEER Cancer Statistics Review, 1975-2015,
National Cancer Institute, Bethesda, MD, http://seer.cancer.gov/csr/1975 2015/, based on
November 2017 SEER data submission, posted to the SEER website April 2018.

En esta tabla se observan los datos de supervivencia de los diferentes tipos de tumores en tanto
por ciento en funcion del estadio y de su localizacién.

Incidiendo en la columna de tumores diseminados, se ve que la supervivencia es mucho menor
en comparacion con el resto de columnas, por lo que, a nivel de tratamiento del cancer, la
metastasis supone un gran problema.

En la actualidad, para el tratamiento del cancer, se continGan usando terapias como la cirugia,
la radioterapia y la quimioterapia. Esta Ultima es capaz de destruir al tumor primario, pero su
accion es limitada sobre la metéstasis. Por ello se continta buscando nuevos marcadores de
prondstico y otras dianas terapéuticas que indiquen el desarrollo de metéstasis, pues si se detecta
pronto, el tratamiento se aplicard exclusivamente en aquellos pacientes con riesgo de
desarrollarla. (4)

La metéastasis comprende varias etapas:
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1. Activacion de la transicion epitelio/mesénquima: las células cancerosas dejan de estar
en contacto entre si y con el sustrato, por lo que pueden moverse.

Invasion local: las células malignas degradan la lamina basal.

Intravasacion: las células tumorales acceden a la circulacién sanguinea.

Las células tumorales sobreviven en la circulacion.

Extravasacion: cuando las células tumorales llegan a un 6rgano en particular, salen de
la circulacion.

6. Paraque se produzca el crecimiento de las células tumorales en el nuevo 6rgano y se dé
la metéastasis, es necesario que se forme un nicho premetastasico, es decir, un ambiente
favorable para este fin. (5)

Cualquier tumor tiene la capacidad de diseminarse. Segun la hipétesis de “la semilla y la tierra”
(seed and soil) propuesta por Stephen Paget, se destaca que la metastasis no se debe al azar,
sino que las células tumorales (la “semilla’) presentan una afinidad o tropismo y dependencia
especifica por el ambiente de sus érganos blanco (la “tierra”). (6)

aswn

Por tanto, la metastasis se va a dar como consecuencia de las caracteristicas del tumor primario,
de la interaccion de las células cancerosas con el nuevo microambiente y de la supervivencia
de las mismas en el 6rgano donde van a continuar proliferando.

Hay una seleccion en el tumor primario de fenotipos tumorales capaces de metastatizar. Este
hecho junto con la capacidad de secrecion de factores solubles y vesiculas extracelulares
permite que se formen nichos premetastasicos. Una vez formados, las células tumorales se
establecen en el nuevo 6rgano y forman la metastasis de manera més efectiva. (2) Esto es
posible gracias a que las células tumorales diseminadas (CTDs) modifican el microambiente
del nuevo 6rgano una vez que ya se han establecido en el mismo, gracias a que disponen de una
serie de mecanismos. Para lograrlo establecen, junto con las células del estroma, “una red de
sefializacion para promover su crecimiento, satisfacer las necesidades metabdlicas para
sintetizar proteinas pro-angiogénicas para formar nuevas redes vasculares y facilitar la
supervivencia inicial en la nueva localizacion ectopica”. (7) En la formacion del nicho
premetastasico se dan una serie de eventos donde destacan:

Cambio de las propiedades de la matriz extracelular, MEC.
La reorganizacion del conjunto de vasos sanguineos
La intervencion de las células de la médula 6sea
La hipoxia
e Laexpresion de moléculas de sefializacion(4)
La adaptacion de las CTDs a los érganos metastasicos incluye una fase de quiescencia o
latencia, conocida como dormancy que es el objeto de estudio de este trabajo.

1.2 Relacion entre metastasis y latencia

En la mayoria de los casos, las metéstasis y los tumores primarios no ocurren a la vez. La
mayoria de los pacientes desarrollan metastasis, meses, afios o incluso décadas después del
tratamiento del tumor primario. Este periodo de tiempo entre ambos acontecimientos se
caracteriza por una inactividad clinica, lo que ha llevado a preguntarse sobre la mejor manera
de tratar a los pacientes para prevenir las recurrencias tardias.

La idea de latencia o “dormancy” se origino a partir de hallazgos clinicos que demostraban que
la recurrencia del cancer en algunos pacientes ocurre tiempo después del tratamiento del tumor
primario. (8)

Se conocen varios tipos de latencia:
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1. Latencia celular: Se define con la entrada en quiescencia de células tumorales
diseminadas. Estas células activan sefiales de quiescencia y supervivencia y
permanecen en este estado “dormant” (latente/inactivo) hasta que algo las “despierta”
y hace que vuelvan a proliferar. La principal diferencia entre esta latencia y la
senescencia es que la latencia es reversible. Estas células dormidas mantienen la
capacidad de reactivarse.

2. Latencia de la masa tumoral: La latencia de la masa tumoral se propuso como modelo,
donde hay un equilibrio entre el aumento del nimero de células cancerosas por
proliferacion y la disminucion del mismo como resultado de la muerte celular. Se
distinguen dos tipos, la latencia angiogénica y la latencia mediada por el sistema
inmunitario. (9)

En esta imagen se representa la relevancia clinica y los mecanismos subyacentes a la latencia
tumoral:

Muerte

- ”" Crecimiento tumoral

|Crecimiento

Crecimiento Muerte Latencia de masa tumoral
n n Latencia angiogénica
- - . .
Latencia mediada por el
— sistema inmune
Crecimiento Muerte Latencia celular
n - ™ Modificacién de la matriz

extracelular
T— Formacién del nicho
metastdsico

Hipoxia

Figura 1: Latencia de la masa tumoral y latencia celular. Se ilustra el balance entre el
crecimiento y la muerte de las células tumorales. Adaptada de Hiroko Endo, Masahiro Inoue

©9)

Las vias oncogénicas necesarias para que las células cancerosas activas permanezcan vivas y
crezcan, se suprimen en estado latente. (10) La latencia o dormancy es un mecanismo de
resistencia contra las diferentes terapias contra el cancer, por lo que el estudio de la misma
puede implicar futuras estrategias terapéuticas.

1.3 Sistema inmune e inmunoterapia

El sistema inmunitario se encarga de proteger al organismo de las infecciones y de las células
tumorales. Para prevenir la formacion de tumores, ejerce 3 funciones:

1. Elimina o suprime las infecciones virales producidas por virus capaces de causar
tumores.

2. Los patogenos pueden causar inflamacion, por lo que el sistema inmune se encarga de
eliminarlos para evitar que se forme un entorno favorable para el crecimiento de los
tumores.

3. Reconoce a los antigenos expresados en las células tumorales para que estas sean
identificadas y eliminadas. (3)

Se ha demostrado que todos aquellos pacientes que tienen en sus tumores células inmunolégicas
presentan un mejor pronoéstico frente a aquellos pacientes que no disponen de las mismas.

La inmunovigilancia es la funcion que ejercen las células inmunoldgicas, donde se incluyen las
células T, buscando alguna anormalidad.

-6-
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Cuando una célula muta, el sistema inmunitario no la reconoce como propia, por lo que, por
una serie de mecanismos, se eliminan y, de esta manera, estamos protegidos frente al cancer.
Hay un reconocimiento de los péptidos antigenos que se expresan en la superficie de las células
cancerosas por parte de las células T. Por otro lado, las células Natural Killer (NK) se encargan
de destruir a aquellas células que han sido reconocidas como extrafias.

Es posible que, si estas células han acumulado un nimero suficiente de mutaciones, pueden
evadir al sistema inmune gracias a que producen mensajeros quimicos que inhiben las funciones
de estas células componentes del sistema mencionado, entre otros mecanismos. ES en este
momento cuando se da una proliferacion descontrolada, la supervivencia y la formacion del
tumor.

La inmunoterapia estimula al sistema inmune para combatir el cancer, mediante la utilizacion
de sustancias producidas por el organismo o en los laboratorios. Detiene o retrasa el crecimiento
de las células cancerosas, con la finalidad de que el cancer no se disemine y de mejorar el
funcionamiento del sistema inmune. Se pueden usar diferentes tipos de inmunoterapia, como
anticuerpos monoclonales, terapias con celulas T, entre otras. (11)

Todas las células del organismo en su superficie presentan puntos de control inmunitarios. Son
una serie de moléculas que se encargan de inhibir la actividad de las células T para evitar ser
destruidas.

Las células cancerosas se aprovechan de esta capacidad para evitar ser igualmente destruidas
por el sistema inmunitario y asi permitir el desarrollo de tumores. Hay dos puntos de control
inmunitarios que se encuentran bien descritos y son conocidos como el receptor del antigeno 4
del linfocito T citotoxico (CTLA-4) y el receptor de la proteina 1 de muerte celular programada
(PD-1).

Para favorecer que las células cancerosas sean detectadas y destruidas por el sistema
inmunitario, se utilizan los inhibidores de los puntos de control inmunitario, que son antiCTLA-
4, como ipilimumab; antiPD-1, como nivolumab; y antiPD-L1 (ligando del receptor de la
proteina 1 de muerte celular programada).

La union de PD-1, que se encuentra en la célula T, a PD-L1, que se encuentra en la célula
tumoral, hace que la célula T sea incapaz de destruir a la célula tumoral. La utilizacién de
inhibidores de puntos de control inmunitarios anti PD-1 y anti PD-L1 evita que se produzca la
unién anteriormente comentada, lo que hace que la célula T sea capaz de ejercer su funcion.

Por otro lado, B7-1/B7-2 son proteinas de control inmunitario localizadas en las células
presentadoras de antigenos y CTLA-4 en las células T. La unidn de estas proteinas impide que
las células T se activen. La utilizacion de inhibidores de CTLA-4 junto con la unién del receptor
de las células T (TCR) al antigeno y al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de la
célula presentadora de antigeno y junto con la unién de CD28 (célula T) a B7-1/B7-2, hacen
que la célula T permanezca activa y se destruya a la célula tumoral. (4)

Se sabe, como hemos mencionado anteriormente y como explicaremos mas adelante que el
sistema inmune juega un papel en la regulacion de la latencia celular y tumoral. Sin embargo,
a dia de hoy aun no se sabe si la inmunoterapia podria ser efectiva en el reconocimiento y
destruccion de las CTDs latentes previniendo asi el desarrollo de metastasis.
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2 Objetivos

El objetivo propuesto en este trabajo es el de realizar una revision bibliografica actualizada
sobre los mecanismos moleculares que controlan la latencia celular y tumoral prestando
especial atencion al papel del sistema inmune y al posible uso de la inmunoterapia para tratar
el cancer durante la fase de latencia tumoral para prevenir el desarrollo de metéstasis.

3 Material y métodos

Para la consecucién de los objetivos de este trabajo se ha llevado a cabo una revision
bibliogréafica entre los meses de febrero a junio de 2020.

Para ello se ha llevado una busqueda exhaustiva en las bases de datos de Pub-Med (NCBI) con
las siguientes palabras clave “metastasis”, “tumor dormancy”, “immune system”,
“immunotherapy”, Organizacion Mundial de la Salud, cancer.gov, instituto roche,
cancerquest.org.

4 Resultados y discusion

Como se definid anteriormente, la latencia tumoral se corresponde con un periodo de tiempo
de inactividad clinica en el que los pacientes, tras varios afios después del tratamiento
aparentemente exitoso del tumor primario, presentan recurrencia del cAncer o metéastasis.

Hay varios tipos de latencia: latencia celular y latencia de la masa tumoral. Esta Gltima incluye
la latencia angiogénica y la latencia mediada por el sistema inmune.

A continuacién, se describiran los mecanismos por los cuales se produce la latencia y su posible
terapia.

4.1 Mecanismos de latencia celular

En la latencia celular, las células se encuentran en estado de reposo (fase GO0). Esta detencion
del crecimiento es reversible, y podria darse de nuevo bajo determinadas condiciones como la
induccién por factores de crecimiento, citoquinas, nutrientes o agentes quimicos. De esta
manera, las células entrarian de nuevo en el ciclo celular para proliferar de nuevo. Es posible
que el reposo de las células contribuya a que el cancer sea resistente a los agentes
anticancerigenos y a la radioterapia que se dan en adyuvancia, por lo que tendria lugar la
recurrencia de la enfermedad.

En pacientes con latencia clinica prolongada, la presencia de células latentes a menudo se
identifica por su falta del marcador de proliferacion celular Ki-67, asi como por la falta de
marcadores apoptéticos. (12-14)

Se han descrito una serie de sefiales mediante las cuales se induce la latencia en las células
tumorales.

Sefiales intracelulares

Vias de la proteina quinasa activada por mitégeno o0 MAPK:

En lineas celulares procedentes de pacientes con cancer de mama, al igual que en muchos tipos
de cancer, se determind que los procesos de proliferacion y latencia celular estaban regulados
por el balance de actividad entre las ERKs y p38 MAPKSs. (15)

-8-
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La familia MAPK (también conocida como via Ras-Raf-MEK-ERK) es importante a la hora de
convertir las sefiales extracelulares en respuestas celulares, y sus funciones en el desarrollo del
cancer son complejas. La sefializacion por p38 MAPK participa en el crecimiento de las células
cancerosas. p38a y p38y regulan negativamente la progresion del ciclo celular, mientras que
p386 induce la proliferacion celular en el carcinoma de células escamosas. (16)

La subfamilia de MAPKs, ERKSs, esta implicada en la division y proliferacion celular. Sin
embargo, cuando p38 MAPKS presenta una actividad mayor que la de ERKSs, se induce el estado
de latencia en las células tumorales. El receptor del activador de plasmindgeno de tipo
uroquinasa (UPAR) regula la expresion de su ligando, el activador de plasminogeno de tipo
uroquinasa (UPA). La expresion del ligando regula el balance entre los niveles de ERK/p38.
Diferentes estudios han determinado que cuando los niveles de expresion de uPAR disminuyen,
disminuye la activacion de las ERKSs. (17)

Esto se confirma con estudios que afirman que una inhibicion genética o farmacolégica de p38
MAPKSs, in vivo, provoca la interrupcion de la latencia, restableciendo el crecimiento del tumor.
(18)

La via Jun N-terminal quinasa (JNK) participa en la proliferacion del tumor, pero puede
también inducir el estado de latencia, segun unos estudios, en el cancer de mama. La proteina
quinasa 4 activada por mitégenos (MKK4) induce el estado de latencia de manera transitoria.
(19-21)

Vias de la proteina quinasa inositol trifosfato (PI13K) / proteina quinasa B (AKT):

Una sefializacion reducida de la via PI3K-AKT-Mtor se consigue mediante la reduccién de la
expresion de algunos de sus sustratos, tales como la cremallera de leucina inducida por
glucocorticoides (GILZ) y FOXO3 (factor de transcripcion), lo que hace que aumente p21
(inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina, CDK). De esta manera, se logra que la célula
entre en estado de latencia. (22-24)

Otras vias requieren la participacién del complejo ubiquitin-ligasa APC/CDH1, que se encarga
de realzar la expresion de p21y p27Kipl (inhibidores dependientes de ciclina). Esto se consigue
mediante el aumento de la degradacién de Skp2, que es una subunidad que conforma SCF
(inhibidor de p21 y p27). De esta manera, se logra que la célula entre en estado de latencia. (25)

La dltima via requiere la participacion del complejo DREAM, conformado por una serie de
subunidades. DYRK, que es una serina-treonina quinasa, fosforila la subunidad MuvB del
complejo, por lo que se logra la activacion del mismo. Esto hace que se desencadene el estado
de latencia celular. A su vez, DYRK fosforila y estabiliza a p27Kip1, lo que hace que la célula
no entre en la fase G1 del ciclo manteniéndose, de esta forma, en estado de latencia. (26)

Sefiales extracelulares

La familia de citoquinas TGF-B modula una serie de procesos celulares como la proliferacion,
morfogenesis, produccion de ECM y migracion. También se ha descrito que se encarga de
regular el proceso de EMT, la angiogénesis y la latencia de las células cancerosas.

Existen 3 isoformas del TGF-f:

TGF-B1 puede suprimir la progresion tumoral en lesiones pre-cancerosas, mientras que, en los
estadios mas avanzados de la enfermedad, promueve el crecimiento tumoral. (16) Se ha visto
gue también induce la proliferacion de las CTDs, mediante la regulacion de la trombospondina
y de la angiogenesis, por lo que esta implicado en el desarrollo de la metastasis. (27)

-9-
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Ademas, en un modelo de cancer de mama en ratones, se observo que un aumento de los niveles
de TGF-B1, supuso un aumento en la sefializacion de integrina 1, por lo que se produjo el
cambio de estado de latencia a estado proliferativo de las CTDs. (28)

TGF-B3 acelera el crecimiento, migracion y la invasion del cancer de cabeza y cuello (HNC)
mediante la induccion de la periostatina, que es una proteina especifica de la matriz.

Sin embargo, el TGF-B2 esta regulado por ¢l acido retinoico trans (atRA) en el nicho de la
médula 6sea e induce un fenotipo latente en las CTDs de cancer de cabeza y cuello escamoso
(HNSCC). Cuando Coco, un antagonista de los ligandos de TGF-B, en particular BMP4, se
sobreexpresa en el sitio metastasico, las células cancerosas pueden escapar de la latencia. (16)

Recientemente, se ha descubierto que la proteina 2 de union al TGF-B (LTBP-2) puede
promover la latencia y restringir la proliferacion celular en el carcinoma nasofaringeo y el
carcinoma de células escamosas (ESCC), pero, al mismo tiempo en el melanoma, aumenta la
adhesion de las células cancerosas y la migracion del mismo, por lo que la funcion de LTBP-2
esta relacionada con el tipo y el entorno tumoral.

La sefializacion de la proteina morfogenética dsea (BMP), en concreto, TGF-p/BMP media el
equilibrio entre la latencia de las células cancerosas y la metéstasis. BMP7 interacciona con el
receptor BMP2 de las células PC; esta interaccion activa a p38, p21 y NDRGL1, lo que induce
la latencia. (16)

4.2 Mecanismos de latencia angiogénica

La angiogénesis es un proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos. Este
acontecimiento es necesario para el crecimiento de la masa tumoral, pues debe estar bien
irrigado para adquirir los nutrientes y compuestos necesarios para ello. Hay una serie de factores
pro-angiogenicos [factor de crecimiento endotelial (VEGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas, el factor de crecimiento de fibroblastos y la angiopoetina] que se encargan de
estimular este proceso, mientras que los factores anti-angiogénicos [trombospondina (TSP),
endostatina, vasculostatina y angiostatina] se encargan de evitar que se produzca. En la latencia
angiogénica existe un equilibrio entre ambos tipos de factores, lo que hace que no se produzca
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos necesario para que las células tumorales adquieran
los nutrientes requeridos para la progresién del tumor. De esta manera, se consigue que haya
un equilibrio entre el crecimiento tumoral y su muerte.

En un estudio reciente que preciso de la utilizacion de un modelo de xenoinjerto con células de
glioblastoma humano en ratones SCID indicé que el equilibrio entre los factores pro-
angiogenicos y anti-angiogénicos est4 asociado con la latencia o agresividad del crecimiento
tumoral. Los clones més agresivos formaron masas tumorales mas grandes y vascularizadas,
mientras que los inactivos presentaron altos niveles de TSP, angiomotina y de receptor del
factor de crecimiento epitelial, por lo que permanecen estos Ultimos en estado de latencia. (26)

4.3 Mecanismos de latencia inmunomediada

El sistema inmune tiene la capacidad de protegernos frente a la formacion de tumores. En la
inmunoedicion, que es donde se describe esta funcion, hay un mecanismo donde existe un
equilibrio entre factores antitumorales y factores promotores de los tumores, por lo que las
células tumorales entran en estado de latencia. A partir de entonces, las células tumorales dejan
de responder a las sefiales procedentes del sistema inmunitario, por lo que se crea el
microambiente tumoral que suprime la actividad del sistema inmunitario y las enfermedades se
vuelven clinicamente aparentes. (29)
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El control de los CTDs latentes se puede dar gracias a que participan numerosos componentes
del sistema inmune que se describiran a continuacion.

Mecanismos implicados en la latencia
Células T efectoras:

Las células T efectoras son los linfocitos T CD8+ (LTCD8+) y los linfocitos T CD4+ (LT
CD4+). Los LTCD8+ se encargan de reconocer a los antigenos intracelulares que se expresan
en las células tumorales y de eliminarlas gracias a su accion citotoxica. Sin embargo, la funcion
de los LTCD4+ es coordinar la respuesta inmunitaria al estimular a otros inmunocitos, como
los macrofagos, los linfocitos B y los linfocitos T CD8 para combatir el cancer. Ademas, los
LTCD4+ ayudan a que los LTCD8+ no sean regulados negativamente para asi mejorar las
respuestas antitumorales por parte de los mismos.

Un estudio que utiliz6 un modelo de raton con fibrosarcoma demostré que las células
inmunitarias que estaban mayormente implicadas en la latencia inmunomediada son los
LTCDS8+, por encima de los LTCD4+, pues se observd que en el 100% de los ratones que
carecian de las primeras células, desarrollaban metastasis pulmonares espontaneas, mientras
que so6lo en el 23% de los ratones desprovistos de LTCD4+ desarrollaron esas metéstasis
espontaneas. (30)

Segun un estudio que utilizé un modelo de melanoma de ratdn, se observd que la latencia
tumoral era mucho menor en el momento en el que habia una disminucion en el nimero de
LTCD8+, por lo que el tiempo necesario para la recurrencia del cancer también se acortd. Es
por ello, por lo que se concluyd que los LTCD8+ efectivamente participan en el mantenimiento
de la latencia tumoral gracias a que producen IFN-y. (31)

Se conoce que a altas concentraciones de IFN-y, p27 inactiva la via de JAK-STAT, una via
implicada en la induccién de la apoptosis y en la interrupcidon de la latencia. (32)

En un modelo de raton de leucemia mieloide aguda se describio que la expresion de PD-L1y
de CD80, también considerado como B7-1, que es un ligando de CTLA4, podria contribuir a
que las células tumorales persistan porque inhiben la funcion de muerte mediada por parte de
los LTCD8+. Este es apunté como otro posible mecanismo en el que las células T CD8+
participan en la latencia del cancer.(33)

Sin embargo, en otro estudio se observé que los LTCD4+ productores de INF-y y de factor de
necrosis tumoral (TNF) dieron lugar a la senescencia al detener el ciclo celular de manera
irreversible.

Tal y como se describié en un estudio que utilizé6 modelos animales de cancer de pancreas
inducido por antigeno T, los LTCD4+, junto con el IFN-y y el receptor del factor de necrosis
tumoral p55 (TNFR1), interrumpen el crecimiento tumoral e instauran el estado de latencia.
Asi mismo se ha observado que la liberacién de CXCL9 y CXCL10, que son quimiocinas
antiangiogénicas y la expresion anomala de la integrina avp3 provocada por los LTCDA4+,
inhibe la formacidn de vasos sanguineos, lo que resulté en una latencia tumoral por disminucion
de la angiogénesis mediada por el sistema inmune. (34)

Células Natural-Killer o NK:

Como se comento anteriormente, las células NK inducen la muerte de las células tumorales por
produccién de citotoxicidad y de citoquinas. Las células cancerosas competentes en latencia
(LCC) permanecen en estado de latencia mediante la evasion de la respuesta innata. (35) Se ha
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descrito que estas células inactivas expresan la proteina 1 relacionada con dickkopf (DKK1),
un inhibidor de WNT (grupo de vias de transduccion de sefiales formadas por proteinas que
transfieren las sefiales del exterior celular a traves de la superficie de la célula hasta su interior).
La expresion de DKK1 condujo a que se regulara negativamente a los ligandos que se encargan
de la activacion de las células NK [proteinas de union a UL16 (ULBP)] y a que disminuyera la
citotoxicidad propia de estas células. De esta forma las CTDs latentes evaden a las células NK.
(36)

Brodbeck y col., mediante la utilizacion de un modelo de ratdén de cancer de colon, sugiere que
los CTDs podrian permanecer en estado de latencia durante 30 dias, por lo menos, debido a la
restriccion de su proliferacion por la citotoxicidad mediada por la perforina secretada por las
células NK. (37)

Si bien las CTDs tienen la capacidad de evadir a las células NK, estas activan al mismo tiempo
alos LTCD4+ yalos LTCD8+ para que produzcan IFN-y y TNF-a que mantienen a las CTDs
latentes. (38)

Células T requladoras (Tregs):

Las Tregs se han visto implicadas en la supresion del sistema inmune y en la progresion del
tumor en diferentes tipos de cancer. Inhiben la proliferacion de células T efectoras (LTCD8+ y
LTCD4+). A su vez, hacen que estas no secreten IFN-y e IL-2 por la expresion de CTLA-4,
entre otros factores. Por otro lado, producen citoquinas inmunosupresoras como TGF-p o IL-
10 y la interaccidn directa entre Tregs y células T efectoras hace que se vea dafiada la funcion
de estas ultimas.

En un estudio que precisé de sarcomas latentes y de sarcomas progresivos, se observé que el
namero de Tregs en los sarcomas latentes era significativamente menor que en el caso de los
sarcomas progresivos. Sin embargo, en un estudio que utilizé un modelo de linfoma de células
B de raton (BCL1), se observo que en los 6rganos que contenian células tumorales en estado
de latencia, el namero de Tregs era mayor que en los 6rganos donde se albergaban células
tumorales que estaban en crecimiento activo. La actividad de inhibicion de la proliferacion de
LTCD8+ y LTCD4+ por parte de los Tregs, no se vio afectada por la induccion de la latencia.
Gracias a esta actividad, se observé que el mantenimiento de la latencia estuvo influenciado
por una mayor proporcién de células TCD8+/Treg. (35)

Células supresoras mieloide derivadas (MDSC):

MDSC hace referencia a un grupo de células inmaduras del sistema inmune, como macréfagos,
granulocitos y células dendriticas. Estas células estan implicadas en la latencia tumoral, pues
participan en la instauracion de los nichos premetastasicos contribuyendo a la activacion de los
CTDs latentes y a que se dé posteriormente el crecimiento metastasico.

Se han establecido una serie de evidencias que muestran la asociacion de estas células
especiales con la latencia del cancer. Se dividen en dos tipos:

1. Evidencias indirectas
e Las MDSC son supresores potentes de las respuestas de las células T: esto se
logra por contacto directo con las mismas o debido a la produccion de arginasa,
oxido nitrico sintasa inducible (INOS), especies reactivas de oxigeno (ROS) y
peroxinitrito.
e Las MDSC son capaces de fomentar la expansion de Tregs: debido a la
produccion de citoquinas como IL-10 e IFN-y. (39)
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e Las MDSC disminuir la citotoxicidad mediada por IL-2 de las células NK: se

consigue mediante el contacto directo con las mismas. (40)
2. Evidencias directas:

e Las MDSC se oponen al gen supresor de tumores (Pten): se logra gracias a la
liberacion del antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1RA), que tiene la
capacidad de interferir con la sefializacion de IL-1a, lo que hace que se altere la
senescencia inducida por el oncogén, se evade la senescencia y se facilita el
desarrollo del tumor.

e Las MDSC, por la secrecion de MMP9, pueden contribuir a la angiogénesis:
gracias a que MMP9 desencadena un aumento de la biodisponibilidad de VEGF,
se consigue que la latencia angiogénica se interrumpa y se produzca el desarrollo
de la metéstasis tumoral. (35)

Expresién del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I):

El MHC-1 se encarga de presentar péptidos antigénicos intracelulares a los LTCD8+ y de
regular la funcién de las células NK. En algunos estudios se ha demostrado que la expresion de
este complejo estd implicada en el proceso de evasion de la respuesta inmunitaria por parte de
las células cancerosas (35) y en actuar como supresores de tumores (41). En un estudio que
utiliz6 un modelo de fibrosarcoma de raton, se observé que se inducia el estado de latencia en
el momento en que las moléculas del MHC-I interaccionaban con las células T CD8+, gracias
a la inmunorregulacién y a la supresion tumoral por parte del complejo. (30)

Sin embargo, en otro estudio donde Pantel y sus compafieros utilizaron CTDs procedentes de
aspirados de médula désea de pacientes con diferentes adenocarcinomas (donde se incluyen
mama, estdbmago y colon), vieron que las células micrometastasicas en estado de latencia
presentaban bajos niveles de expresién del MHC-I, lo que puede favorecer la supervivencia y
el crecimiento posterior. (42)

Teniendo en cuenta ambas teorias, se ha propuesto una justificacion en la cual se expone que
puede haber un equilibrio dinamico e intercambiable entre aquellas células que expresan el
MHC-I y aquellas que no lo hacen, con el fin de acomodar los cambios de sefiales complejas
en el microambiente tumoral. (30)

Citoquinas:

Las citoquinas son moléculas gue participan en la comunicacion intercelular en las respuestas
mediadas por el sistema inmunitario. Posteriormente, tras esta afirmacion, se demostré que
estas proteinas, péptidos o glicoproteinas pueden estar involucradas en la latencia
inmunomediada. (35)

IFN-y

Como se comento anteriormente, el IFN-y es producido fundamentalmente por los linfocitos T
CD8+ y las células NK. A través de la sefializacion de STATL, esta citoquina esta implicada en
la latencia del cancer (43). Cuando el IFN-y induce el estado de latencia en las células
cancerosas, se produce una disminucion de las ciclinas A y E y, ademas, una disminucion de
las quinasas dependientes de ciclina, CDK2 y CDK4. Se ha observado que STAT1 juega un
papel importante en esta via porque tiene la capacidad de interactuar de manera directa con el
complejo ciclina D1/CDKA4. (44)

En otros estudios, se ha observado que hay otro mecanismo de IFN-y que explica su papel en
la latencia. Este implica que, junto con la participacion necesaria de STATL, el IFN-y es capaz
de aumentar la expresion del MHC-1 en las células tumorales.(35)
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IFN-5

Segun los resultados de los estudios realizados con un modelo de ratén con melanoma, el IFN-
B, a través de la via dependiente de IDO1/Kyn/Ahr/p27, induce la latencia en un 72,4% de las
células tumorales frente a un 20,5% de las células, que entraron en estado de latencia, en el
grupo control. (45)

IL-23 e IL-12

En un modelo especifico de sarcoma de raton, se observd que estas dos citoquinas tienen
papeles contradictorios en el mantenimiento de la latencia del cancer. Por un lado, la IL-23 se
opone a los efectos de IL-12, por lo que la primera es capaz de hacer que persista mas el cancer.
Por otro lado, se ha visto que IL-12 previene la proliferacion del cancer. (46)

Inmunoterapias

A continuacidn, se van a explicar una serie de terapias para todos los mecanismos implicados
en la latencia relacionados con el sistema inmunitario descritos anteriormente:

Una inmunoterapia dirigida tanto a los linfocitos T como a las células T reguladoras se basa en
la administracion de inhibidores de puntos de control inmunitarios. Esta terapia tiene como
finalidad la activacion de las células del sistema inmune para que ejerzan su funcién
antitumoral. En el caso de los linfocitos T, se emplean farmacos anti-CTLA-4, como el
ipilimumab; anti PD-1, como el nivolumab y el pembrolizumab (35). Los inhibidores de PD-1
han sido autorizados para el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(HNSCC) recurrente y/o metastasico. Se comprobd en un estudio aleatorizado en el que se
dividié a los pacientes de este cancer que, aquellos pacientes que recibieron nivolumab
presentaban una mediana de supervivencia global superior al otro grupo, que recibio la terapia
estandar a base de metotrexato, docetaxel o cetuximab. El primer grupo presentd una mediana
de supervivencia global de 7,5 meses, mientras que el segundo grupo presentd una mediana de
supervivencia global de 5,1 meses. (36)

Posteriormente, se aprobd la utilizacion de nivolumab en combinacion con ipilimumab para el
tratamiento del melanoma irresecable o metastasico de tipo salvaje BRAF. En un estudio, un
grupo de pacientes recibieron la terapia combinada, mientras que el otro grupo recibieron
ipilimumab en monoterapia. La tasa de respuesta completa fue del 22,2% en el primer caso,
mientras que en el segundo no hubo respuestas completas. (47)

Se conoce que una inmunoterapia dirigida a las células T reguladoras precisa de farmacos anti-
CTLA-4, como el ipilimumab. En un estudio aleatorizado, doble ciego, de fase 3, que preciso
de 273 pacientes con melanoma metastasico irresecable, los pacientes que recibieron
ipilimumab presentaron una mediana de supervivencia global y una tasa de supervivencia
global superiores a aquellos que se trataron con otro tipo de terapias. Por tanto, esta terapia se
ha mostrado eficaz y efectiva para disminuir la poblacion y la actividad de las células T
reguladoras, lo que contribuye a la actividad antitumoral.(48)

Hay otras dos inmunoterapias que acttan a nivel de los linfocitos T. La primera de ellas consiste
en la transferencia celular adoptiva (TCA) utilizando linfocitos T infiltrantes de tumor (TIL),
que es unaterapia basada en el tratamiento de los tumores con los propios linfocitos del paciente
(49). Es el tratamiento mas efectivo para el tratamiento del melanoma metastasico. Esto se
comprobd en un estudio de fase 2, donde 20 de 21 pacientes recibieron terapia con TIL. En
siete de los mismos se produjo una regresion objetiva del tamafio del tumor. De esos 7, seis
pacientes respondieron parcialmente a la terapia y el paciente restante presenté una respuesta
completa tras 21 meses del tratamiento. (50)

-14 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

La segunda terapia se fundamenta en la utilizacion de linfocitos T CAR. Los linfocitos T CAR
(LTCAR) son linfocitos propios del paciente a los que se les ha modificado genéticamente para
que expresen una proteina en su superficie, conocida como receptor de antigeno quimérico o
CAR, permitiendo, de esta manera, que se adhieran a proteinas especificas superficiales de las
células cancerosas. Posteriormente, se cultivan y se transfieren al paciente, por lo que se
consigue una mejora de la capacidad de los linfocitos T para atacar a las células cancerosas. Se
probd en un ensayo de fase 1 donde participaron 53 pacientes con leucemia linfoblastica aguda
de células B recidivantes. 44 de los pacientes tuvieron una remision completa del tumor, por lo
que se aprob0 esta terapia para este tumor. (51)

No obstante, una inmunoterapia que precisa del empleo de CAR va dirigida a las células NK.
Se conocen como CAR-NK. Se trata de una terapia muy potente que presenta menos efectos
adversos en comparacion con otras terapias que seran descritas a continuacion. Mediante un
estudio que preciso de tres pacientes con cancer colorrectal metastasico, se observo que dos de
los pacientes tuvieron menor riesgo de desarrollar ascitis (acumulacion de liquido seroso en la
cavidad peritoneal) y una reduccién del nimero de células tumorales en estas muestras. El tercer
paciente que tenia metastasis en el higado, sufrié una regresion tumoral rapida en el higado.
(35)

Hay otras dos inmunoterapias dirigidas a las células NK gue son activadoras de las mismas. La
primera de ellas se basa en la utilizacion del polisacéarido K unido a proteinas (PSK) que se vio
qgue podria aumentar la infiltracion de las células NK, lo que hace que sea posible la
desaparicion de las metastasis (35). La segunda se fundamenta en la activacién de NKG2D que
es un receptor activador de las células NK, mediante la cual se consigue que se reduzca el
crecimiento tumoral y que disminuya la formacidn de metastasis en algunos tipos de tumores
como melanoma, osteosarcoma y carcinoma hepatocelular.(52)

Por otro lado, se han descrito 3 estrategias terapéuticas dirigidas a las células supresoras
mieloide-derivadas:

e Eliminacién e inactivacion de las MDSC: se utilizan inhibidores de ROS, que como se
ha comentado anteriormente, son producidas por MDSC y la gemcitabina
(medicamento citotdxico que destruye las células en division). (39)

e Agotamiento de las MDSC

e Conversion de las MDSC en células mieloides maduras y células presentadoras de
antigeno (APC) sin capacidad inmunosupresora: se logra gracias a la accion del acido
trans-retinoico (ATRA), que convierte a las MDSC en células mieloides maduras. (35)
La secrecion de IFN-y por parte de las células T Natural Killer (NKT) combinada con
la regulacién positiva de la glutation sintasa mediada por ATRA (GSS), hace que las
MDSC inmunosupresoras se conviertan en APC inmunogénicas. (53)

Hay otro tipo de inmunoterapias que actlan a nivel de la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC-1). Se considerd que la regulacion positiva de la expresion de este
complejo, o la recuperacion de la misma, puede ser un tratamiento antitumoral eficaz, a pesar
de las controversias anteriormente descritas.

Las células cancerosas presentan el MHC-1 de manera alterada. Se conocen, entonces, dos tipos
de defectos:

e Defectos reversibles, reguladores o “blandos”: son aquellos que se pueden remediar tras
recibir un tratamiento con citoquinas como IFN-a e IFN-y o tras recibir diferentes tipos
de inmunoterapias que aumenten la produccion de estas moléculas.
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e Defectos irreversibles, estructurales o “duros”. por la pérdida de heterocigosidad
(fendmeno por el cual un locus pierde una de las copias de un gen) (LOH), se originan
este tipo de defectos estructurales irreversibles. Mediante la transferencia de una cadena
pesada de tipo salvaje de MHC-1 o de genes de B2-microglobulina, se consigue la
correccion de este tipo de defectos. (54)

Hasta el momento, no se conocen informes clinicos sobre el objetivo de MHC-1 en la latencia
inmunomediada. (35)

Por ultimo, se describiran las inmunoterapias dirigidas a las citoquinas que han sido descritas
anteriormente.

e Inmunoterapia dirigida a IFN-B: con el uso de inhibidores de IDO1 o AhR se consiguid
disminuir el namero de células tumorales, pues las que estaban en estado de latencia
fueron eliminadas. (45)

e Inmunoterapia dirigida a IL-23 e IL-12: el uso de un tratamiento combinado de anti-
IL23p19 y anti-CD40, hace que las APC produzcan IL-12p70, lo que hizo que se
eliminaran células cancerosas en estado de latencia persistentes. (46)

5 Conclusiones

-Los LT CD8+ participan en la latencia mediante la produccion de IFN-y. Los LT CD4+ lo
hacen mediante la liberacion de IFN-y y TNF, ademas de otras citoquinas como CXCL9 y
CXCL10 que producen la disminucion de la angiogénesis, por lo que promueven la latencia
tumoral mediada por el sistema inmune.

Se han desarrollado una serie de terapias, como el bloqueo de los puntos de control
inmunitarios, la transferencia celular adoptiva que precisa del empleo de TIL y la terapia basada
en los LT CAR para activar y aumentar la capacidad de los LT de luchar contra el cancer.

-Las LCC estan implicadas en la disminucion de los ligandos activadores y de la citotoxicidad
de las células NK, logrando que las CTDs latentes evadan la accién de las células NK. Al mismo
tiempo, las células NK estimulan la produccion de IFN- y y de TNF-a por parte de los LTCD8+
y LTCD4+, lo que mantiene la latencia de las CTDs. Es por ello por lo que la inmunoterapia
dirigida a las mismas se basa en la activacion de las células NK y en mejorar su ataque a las
células tumorales, ejerciendo de esta manera su funcién antitumoral.

-Las células T reguladoras participan en la supresién del sistema inmune y en la progresion
tumoral, mediante la disminucion de la proliferacion de los LTCD8+ y LTCD4+ y su secrecion
de IL-2 e IFN-y por la expresion de CTLAA4, la secrecion de citoquinas inmunosupresoras y por
la interaccidn directa entre Tregs y células T efectoras. Para evitar esto, la terapia se centra en
la administracién de anti-CTLA4 para disminuir la poblacion y la actividad de los Tregs.

-Las MDSC participan en la instauracion de los nichos premetastasicos, en activar a las CTDs
latentes y en favorecer el desarrollo metastasico, por lo que la terapia dirigida a estas células se
basa en la eliminacion, agotamiento y conversion de las MDSC en células mieloides maduras
y en APC sin capacidad inmunosupresora.

-Resultados antagénicos de dos estudios demostraron que la expresion del MHC-I esta
implicada en la latencia. Por ello, se puede usar IFN-y para regular o recuperar la expresion de
MHC-I en la superficie celular.
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-Las citoquinas implicadas en la latencia son IFN-y, IFN-B, IL-23 e IL-12. La terapia dirigida
a IFN-B, TIL-23 e IL-12 est4 basada en la eliminacion de las células tumorales en estado de
latencia persistentes.
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