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RESUMEN

Los linfocitos T Reguladores (Treg) son una subpoblacién de células linfoides cuya
funcidén es la regulacion del sistema inmune. Estas células tienen funciones
supresoras que intervienen en la evolucién y control de los tumores malignos. En el
cancer de ovario se ha evidenciado un incremento de las Treg en microambiente del
tumor y en circulacidn sistémica. El objetivo de este trabajo es actualizar los
conocimientos relacionados con la participacién del sistema inmune en el cancer de
ovario. Se empled la revision documental, a través de buscadores de informacién
disponibles en Hinari. El incremento de los linfocitos Treg, en el microambiente del
tumor y a nivel sistémico, constituye uno de los mecanismos que le permiten al
tumor evadir la respuesta inmune. Este mecanismo no tiene la misma repercusion
en todos los tumores, sin embargo, en el cancer de ovario su existencia si
determina el avance de la enfermedad. Las Treg inhiben a las células efectoras por
mecanismos dependientes del contacto célula-célula y por la liberacion de
citoquinas como la interleucina 10 y factor transformador del crecimiento beta. El
resultado de este incremento es que contribuye a desencadenar los mecanismos de
tolerancia a la accion del sistema inmune, asociandose por ende a parametros de
mal prondstico. Existen evidencias cientificas sobre la participacion de los linfocitos
Treg en el cancer de ovario, que han permitido comprender la repercusidon que
ejercen en las manifestaciones clinicas y prondstico de esta enfermedad,
proponiendo nuevos y atractivos blancos terapéuticos que mejoraran el curso de
esta.

Palabras clave: cancer de ovario, células T reguladoras, respuesta inmune,
inmunoterapia.
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ABSTRACT

Regulatory T cells (Treg) lymphocytes are a subpopulation of lymphoid cells whose
function is the regulation of the immune system. These cells have suppressor
functions involved in the development and monitoring of malignancies. In ovarian
cancer, an increase of Treg in tumor microenvironment and systemic circulation has
been shown. The objective of this paper is to update the knowledge related to
immune system involvement in ovarian cancer. Document review was used,
through information search engines available on Hinari. The increase of Treg
lymphocytes in the tumor microenvironment and systemic level is one of the
mechanisms allowing the tumor to evade the immune response. This mechanism
does not have the same impact in all tumors, however, ovarian cancer itself
determines the existence of the disease progress. The Treg cells inhibit effector
cells by mechanisms dependent on cell-cell contact and the release of cytokines
such as interleukin-10 and beta transforming growth factor. The result of this
increase is helping to trigger the tolerance mechanisms to the immune system
action, thereby associating with poor prognostic parameters. There is scientific
evidence on the involvement of Treg lymphocytes in ovarian cancer, which have
allowed the understanding the impact they have on this disease clinical features
and prognosis, offering attractive new therapeutic targets that will improve this
disease course.

Key words: ovarian cancer, regulatory T cells, immune response, immunotherapy.

INTRODUCCION

La subpoblaciéon de linfocitos T que expresan el fenotipo CD4"CD25*FOXP3*, son
usualmente denominados linfocitos T reguladores (Treg), debido a la funcion de
regulacion de la respuesta inmune, y en particular su capacidad para inhibir la
activacién y proliferacion de los linfocitos T efectores. Estas funciones se realizan a
través de multiples mecanismos, entre los que se destacan: la supresién por
contacto célula a célula, los cambios de patrones de citoquinas y la redistribucion
de subpoblaciones linfocitarias. Los linfocitos Treg son los responsables de
mantener la tolerancia periférica evitando procesos de autoinmunidad y controlando
la extension e intensidad de la respuesta contra agentes infecciosos. En el contexto
de la inmunobiologia del cancer, se han reunido suficientes evidencias de que el
incremento y reclutamiento de estos linfocitos reguladores, es un importante
mecanismo inmunosupresor que utilizan algunos tumores para evadir la respuesta
inmune efectiva contra ellos. En especifico en el cancer de ovario el incremento del
infiltrado de células Treg a nivel del tumor, en el liquido ascitico, y en la circulacién
sistémica, se ha relacionado con la evolucién desfavorable de la enfermedad; por lo
cual el estudio de las células Treg y su influencia en la interaccién tumor-sistema
inmune es un tema de gran importancia en la actualidad, con implicaciones en el
prondstico y en el disefio de estrategias terapéuticas futuras.!

METODOS

Se emplearon métodos como la revisién documental y bibliografica centradas en las
tematicas relacionadas con el cancer de ovario, sistema inmune, linfocitos Treg e
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inmunoterapias, asi como otros de interés por parte del autor; el histérico-légico,
que posibilitd una utilizacion critica y productiva de las teorias, fundamentos y
modelos conceptuales de los autores consultados. Los métodos de analisis y
sintesis se utilizaron durante toda la revisidon. Se realizé la contrastacion de los
criterios de los diferentes autores.

SISTEMA INMUNE Y CANCER

Las investigaciones sobre la participacion del sistema inmune (SI) en el desarrollo
del cancer datan de la segunda mitad del XIX, cuando en 1863 Rudolf Virchow
planted que en los sitios de inflamacion la presencia de un infiltrado linforreticular
era sugestivo del inicio del cancer.? Este postulado, aunque adelantado a su tiempo,
quedd en el olvido hasta la actualidad donde ha resurgido, la "teoria de la
inflamacién" como una de las mas completas para explicar la participacion del
sistema inmune en el desarrollo del cancer.® En 1893, William Coley, un cirujano de
New York, utilizd bacterias vivas para tratar el cancer y posteriormente en 1900,
Paul Ehrlich planted que en el cuerpo existian moléculas que eran capaces de
reconocer y destruir tumores. En este Ultimo aporte se fundamenta la hipdtesis de
la "vigilancia inmunoldgica" postulada por Sir Marcfarlane, Burnet y Lewis Thomas a
mediados del siglo XX.**®

Desde ese momento y hasta la actualidad, se han postulado varias teorias que
explicaban el funcionamiento del sistema inmune: seleccién clonal, tolerancia
dominante, modelo del peligro,” asi como los nuevos paradigmas, entre ellas la
teoria de sistemas complejos. Dichas teorias desde sus perspectivas, han
contribuido a crear interpretaciones (que han devenido en teorias a su vez) del rol
de sistema inmune en el desarrollo de tumores malignos, entre las que se
encuentran:>®

- La vigilancia inmunoldgica. En esencia propone que el SI reconoce y elimina
clones de células neoplasicas que aparecen en el organismo, a partir del
reconocimiento de antigenos del tumores.*

- La inmunoedicién del tumor. Propuesta por Schreiber y otros,’ donde el proceso
de oncogénesis transita por tres etapas en su relacién con el SI: una primera de
eliminacion donde el SI identifica y elimina las células neoplasicas (extrapola los
postulados de la "vigilancia inmunoldgica"); una segunda de equilibrio, la cual es
crucial en el desarrollo del tumor pues aqui, la presion selectiva del SI sobre las
células cancerosas provoca que estas Ultimas, adquieran nuevas propiedades y
remodelen sus moléculas de superficie, modificando a su beneficio, las funciones de
este sistema de defensa del organismo. La ultima de escape, como su nombre lo
indica, el tumor adquiere competencias que evade la accion homeostatica que el SI
ejerce sobre el cancer (coincide con la progresién del tumor).%°

- Teoria de la inflamacidn. Postula que un microambiente inflamatorio crénico
propicia el desarrollo de células del tumor ya que los mediadores de este tipo de
inflamacién inducen factores y genes que intervienen en la oncogénesis.*®

Lo antes expuesto esta sustentado en multiples experimentos y tiene su sustrato
material en un conjunto de sustancias solubles como las citoquinas pro y
antiinflamatorias, las quimiocinas secretadas por el tumor y las moléculas de
superficie de las células neoplasicas que provocan su tolerancia por el SI. En este
sentido el SI reacciona hacia la respuesta o la tolerancia antigeno especifica,
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gracias a una fina interaccion entre el microambiente y las células del tumor, lo que
decidira la evolucién del tumor.®*?

El cancer transita por varias fases: de crecimiento in situ, invasion, extravasacion y
metastasis. Durante esas fases, las células del tumores interaccionan con su
microambiente y son influenciadas por sefiales que provienen del estroma, del
endotelio vascular y del sistema inmune. En este contexto, los tumores sdlidos
estan infiltrados por diferentes tipos celulares, como linfocitos, macréfagos y
mastocitos. Generalmente se ha asociado a los macrdéfagos con la produccion de
factores relacionados con la inflamacién crénica y la progresién del tumor, mientras
gue el infiltrado de subpoblaciones de linfocitos B y T citotdxicos, "células asesinas
naturales" (NK/del inglés Natural Killer) y células dendriticas maduras (CD) se ha
relacionado con el control de la enfermedad y mejor prondstico en muchos tipos de
cancer como melanoma, mama, ovario, linfoma no Hodgkin, cancer de cuello
uterino, carcinoma urotelial, y carcinoma de colon. El SI se encuentra intimamente
relacionado con el desarrollo del tumor, a través del papel protector ejercido por
ciertas poblaciones celulares o la promocion del tumor ejercida por otras
poblaciones.!?

Entre las células con funcion inhibitoria dentro del microambiente inflamatorio del
tumor, se encuentran: los linfocitos Treg, las células dendriticas inmaduras, las
plasmocitoides, las células supresoras de origen mieloide, los macrdéfagos asociados
a tumores tipo 2 (M2), asi como los neutréfilos Tipo 2 (N2).°!?

Linfocitos T reguladores

Con el advenimiento de la "teoria de la tolerancia dominante" se logra comprender
que el proceso de tolerancia inmunoldgica es activo y persiste después en la vida
posnatal, este tiene como sustrato material, fundamentalmente, en los linfocitos T
reguladores. La tolerancia evita la aparicién de respuestas inmunes contra
antigenos propios de tipo dafina y por ende, las enfermedades autoinmunes, pero
también pudieran influir negativamente en el reconocimiento y destruccion de las
células malignas.

Los linfocitos T reguladores con fenotipo CD4+ CD25+ (Treg) fueron identificados
por Sakaguchi y otros como un subtipo natural de linfocitos T CD4+
(aproximadamente 5-10 % de los linfocitos T presentes en sangre periférica) que
constitutivamente expresan la molécula CD25 y que suprimen respuestas de
linfocitos T efectores (CD4+ y CD8+) in vivo.™*

Dentro de las Treg existen subtipos o variedades fenotipicas que han podido ser
mejor caracterizadas gracias al descubrimiento de un factor de transcripcion, el
forkhead box P3 (Foxp3), este factor ha dividido estas células en dos grupos
Foxp3*y Foxp3". Las Foxp3™ existen en dos fenotipos: las inducibles (iTreg) y las
naturales (nTreg); mientras que las Foxp3™ son Tregl productoras de IL-10
(Interleucina 10) predominantemente y las Th3 (T helper 3/linfocitos T
cooperadores 3) productoras de TGF-p (Transforming Grow Factor- ).141®

Se ha sugerido que el factor de transcripcién Foxp3 representa un marcador
intracelular confiable de estas células en combinacién con otros marcadores como
el CD152 o CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4/ Antigeno 4
Asociado a Linfocitos T Citotdxicos), el receptor de TNF (Factor de necrosis del
tumor) inducido por glucocorticoides (GITR), el gen 3 de activacién de linfocitos
(LAG-3). Estudios utilizando microarreglos de genes identificaron la expresién
incrementada de transcriptos para galectina-1 y galectina-10 en la superficie de
células T reguladoras. El estudio de la funcionalidad de galectinas-1 y -10 en estas
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células reveld la capacidad de estas lectinas de mediar la actividad
inmunosupresora de células T regulatorias. '3’

Las células Treg inducen tolerancia antigeno especifica, a través del reconocimiento
antigénico por receptor clonotipico de células T (TCR), por mecanismos
dependientes del contacto célula-célula y/o por liberacién de factores solubles.'*
Los mecanismos propuestos para inmunosuprimir son multiples, y se han dividido
siguiendo criterios relacionados con el proceso fisioldgico o patoldgico en el que
estén involucrados. Por ejemplo, a nivel de la mucosa la liberacion de IL-10 tiene
vital importancia en la tolerancia oral, mientras que en el mantenimiento de la
homeostasis del sistema inmune predominan los mecanismos de contacto célula a
célula a través de la funcién de las moléculas CTLA-4 y de la LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen 1/ Antigeno funcién asociado de linfocitos 1).*>’

En cancer los mecanismos de supresion de células Treg se dividen en: principales
(dependientes de LFA-1 y CTLA-4) y auxiliares. Entre los mecanismos supresores
auxiliares se destacan el secuestro de IL-2, las moléculas de superficie que inducen
contraccion de la respuesta inmune (Galectinas, PD-1(Programmed Death 1/Muerte
Programada 1), CD39, CD73, Lymphocyte activation gene 3 /LAG-3; CD223) y los
factores solubles como las granzimas, perforinas, citoquinas: IL-10 y TGF-p.*>%’

Los linfocitos T reguladores en el cancer de ovario

El cancer de ovario de origen epitelial es la principal causa de muerte por
neoplasias ginecoldgicas, y la quinta causa de muerte entre las relacionadas con
cualquier neoplasia en la mujer.'® La rapida evolucién de la enfermedad dificulta la
implementaciéon de un programa de deteccidon precoz e implica que
aproximadamente un 60 % de las pacientes sean detectadas en un estadio
avanzado (III o IV) de la enfermedad. La enfermedad en los estadios avanzados
cursa frecuentemente con la formacion de fluido ascitico, donde las células
malignas tienden a expandirse e invadir la cavidad abdominal y otros érganos. En
estos casos la cirugia citorreductora es una de las opciones mas viables, aunque
como resultado, solo el 33 % de las pacientes alcanza los cinco afios de
sobrevida.®?°

Durante la Ultima década, se ha confirmado la hipotesis de que los tumores pueden
modificar la inmunidad promoviendo la expansion, reclutamiento y activacién de
distintas poblaciones de linfocitos T reguladores. Un nimero incrementado de
células T CD4+CD25+ Foxp3+ se encontr6 en pacientes con tumores de pulmén,
pancreas, mama, ovario y piel, tanto en circulacion como en infiltrados peri e
intratumorales.**’

A inicios de la primera década del siglo XXI, Curiel y otros suministraron
informacion acerca del mecanismo a través del cual las células Treg suprimen
respuesta inmune en tumores.*® Este autor y su equipo observaron que el nimero
de Treg en tumores malighos de ovario y en sus derrames tipo ascitis, se
correlaciona en forma directa con la malignidad y el mal prondstico de dichos
tumores. 217719

En los estudios realizados por Curiel y otros'® se demostré que las células del tumor
en el cancer de ovario de origen epitelial son capaces de producir quimiocinas que
garantizan el reclutamiento de células del sistema inmune con funcién supresora en
la defensa contra tumores malignos, como lo es la CXCL-12 que recluta células
dendriticas plasmocitoides y las CCL-22 que es la responsable del reclutamiento y
transmigracion de las células Treg, ya que estas células Treg infiltrantes de tumor
expresan el CCR-4 receptor para las quimiocinas CCL-22 y CCL-17. Una produccién
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adicional de la CCL-22 es aportada por los macréfagos que infiltran tumor. La
presencia de un infiltrado de células Treg se relaciona con la evolucién de la
enfermedad debido a que estas células son responsables de inducir tolerancia
antigeno especifica.®1011:1°

Otras investigaciones describieron un nuevo mecanismo por el cual la activacién de
distintos receptores tipo Toll (del Inglés Toll Like Receptor, TLRs), especialmente
TLR-8, puede revertir las funciones de células Tregs. Estas investigaciones sugieren
que los ligandos de TLR podrian actuar como potenciales drogas con el fin de anular
las funciones de las células Treg.'?

En estudios realizados por Lucas, Wicherek y otros?! se demostré que la eliminacién
del tumor de ovario, conlleva a la reduccién del nimero de células Treg circulantes
en sangre periférica. Ademas se recupera la actividad antitumoral del sistema
inmune. Este trabajo aporta evidencias cientificas de que el tumor de ovario facilita
el reclutamiento y proliferacién de células Treg no solo a nivel del tejido del tumor
sino también a nivel sistémico, modificando el papel homeostatico del sistema
inmune desviandolo hacia un patrén tolerante ante el tumor y de forma general
propiciando un estado de inmunosupresién. De lo anterior, puede derivarse que la
eliminacién quirdrgica del tumor por si sola mejora la funcién del sistema inmune
contribuyendo a eliminar posibles células residuales del tumor. La correlacion
estadistica y la significacion clinica de las células Treg con el prondstico y evolucidon
del cancer de ovario es mas evidente en los estadios avanzados de la
enfermedad.®??

Los linfocitos Treg como blanco terapéutico en el cancer de ovario

Controlar la inmunosupresidn y revertirla, es en la actualidad una importante forma
de intervencidn terapéutica en el cancer, por tanto las células Treg constituyen un

blanco importante dentro de los complejos mecanismos moleculares del tumor. %"
23-25

Las modalidades terapéuticas que utilizan como blanco las Treg, pueden dividirse
en:

—

. Encaminadas a su disminucion fisica.
. A nivel sistémico.
. A nivel del microambiente del tumor.

o o

2. Encaminadas a su inhibicion funcional:
. De los mecanismos de contacto célula-célula.
. De los mediadores solubles liberados.

oo

Las células Treg se han disminuido in vivo, con quimio y radioterapia; pero
utilizando modificaciones importantes en las dosis para lograr una toxicidad mas
selectiva sobre células Treg. La llamada "terapia metronémica", consiste en utilizar
bajas dosis de quimio o radioterapia por tiempo prolongado, por ejemplo es comun
el uso de bajas dosis de ciclofosfamida y fludarabina con o sin combinacién de
radioterapia con 200 G y de radiaciones. Se ha demostrado que el tratamiento con
dosis bajas de ciclofosfamida, una droga alquilante, inhibe a las células Treg
mediante la eliminacion selectiva de células CD4+CD25+ en division. En este
contexto, se ha demostrado que la administracién de ciclofosfamida en bajas dosis
en modelos preclinicos de linfoma, es capaz de regular la expresion y funcionalidad
de galectina-1 con implicancias sobre su actividad inmunosupresora en células
Treg.'*?*2% Sin embargo, otros medicamentos como la ciclosporina A en altas dosis
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disminuye el desarrollo de Treg, mientras que las bajas favorecen su desarrollo
selectivo.?®

La IL-2 es una interleucina esencial para la actividad efectora de los linfocitos T, en
condiciones de incremento de Treg, los linfocitos T efectores se ven privados de IL-
2, pues las Treg expresan el receptor de alta afinidad para ella, secuestrandola. A
nivel de ensayo preclinico la administracién de IL-2 se encamina a lograr un nuevo
equilibrio homeostatico, y polarizar la respuesta inmune de linfocitos T
cooperadores hacia un patron Thi, el cual favorece la eliminacion de tumores y
revierte la inmunosupresion inducida por tumores; esto se aplica posterior a una
linfodeplecién de Treg.*?

Utilizando el mecanismo de la IL-2, pero garantizando una toxicidad mas selectiva
sobre las Treg, se emplea la IL-2 recombinante conjugada con toxina diftérica,
conocida como ONTAK o denileukin diftitox. Este medicamento disminuye las
subpoblaciones de Treg y fue aprobado por la FDA para el tratamiento de Treg
CD4+ CD25+ asociadas a tumores, pero en el cancer de ovario se encuentra en
fase de ensayo clinico con resultados alentadores.?®%8

Otra terapia que utiliza como blanco el sistema de la IL-2 con su receptor de alta
afinidad en la eliminacién de las Treg, son los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la subunidad alfa del receptor de dicha IL-2: la molécula CD25. Entre estos
se encuentran en ensayo clinico el daclizumab y el basiliximab.?®

En fases de experimentacion se encuentran monoclonales, que interfieren en el
trafico de Treg hacia el tumor y al liquido ascitico en el cancer de ovario, a través
del bloqueo del CCR-4, que es el receptor de la quimiocina CCL-22, este receptor es
selectivo de las Treg, por lo que estos monoclonales no solo interfieren en el
reclutamiento de Treg por el tumor, al bloquear la migracién quimiotactica, sino
que ademas elimina fisicamente las células CCR-4+.2%27

Como las funciones de las Treg son ejercidas por dos mecanismos: los
dependientes de contacto célula-célula y la liberacion de mediadores solubles, se
han disefiado modalidades terapéuticas hacia ambos mecanismos. Dentro de los
primeros se encuentran el bloqueo de moléculas de superficie. Actualmente se
emplean anticuerpos monoclonales completamente humanos contra CTLA-4 en
ensayos clinicos en melanomas con buenos resultados. En este sentido también se
esta ensayando en fase preclinica en ratones, anticuerpos monoclonales contra
otras moléculas altamente expresadas en las Treg: el GITR, con resultados
positivos favoreciendo el rechazo al tumor y anti PD-1, especificamente en cancer
de ovario, por que se demostrd que estaba altamente involucrado este mecanismo,
como supresor de la respuesta inmune contra el tumor.?%2°

Dentro de las terapéuticas encaminadas a bloquear las funciones inhibitorias de las
Treg, ejercidas mediantes citoquinas se encuentran: el bloqueo del TGF-B y de la
IL-10. Estos mecanismos estan evidenciados cientificamente como importantes
dentro de los mecanismos de escapes en el cancer de ovario. En ensayo fase I/II se
estd utilizando un inhibidor del TGF-B, el AP 12009 y el LY2109761 bloqueador de
los receptores I y II del TGF-B, con resultados alentadores.?®2®

El inhibidor de la proteina p38 Protein Kinasa Mitdgeno Activada (siglas en Inglés:
p38 MAPK) es un atenuador de la activacién de las células Treg a través de dos
mecanismos uno indirecto mediante la supresién de la liberacidén de IL-10 por parte
de las células dendriticas, lo cual no favorece la expresion del factor Foxp3 en Treg
inducidas y uno directo ya que detiene el ciclo celular de estas células por expresion
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de la p27"P!, Se comprobd alta efectividad pero las potenciales toxicidades de su
uso sistémico han limitado esta estrategia.?®

CONCLUSIONES

Después de la caracterizacion de los linfocitos Treg por Sakaguchi en 1995, se
profundizé en su participacion en multiples enfermedades. TJ Curiel fue el primero
en describir su participacién en el curso del cancer de ovario en el afio 2004, desde
entonces se han incrementado considerablemente las publicaciones en torno a
estos temas, tratando de explicar los mecanismos de accion de estas células en el
origen, desarrollo y evolucion de las neoplasias malignas. Cada vez son mas
importantes y numerosas las investigaciones en pacientes dirigidas a conocer como
se reclutan en forma diferencial dichas células al entorno del tumor, por qué se
incrementa su numero en sangre a nivel sistémico y qué factores controlan la
interaccion entre los diferentes tipos de células reguladoras. En el cancer de ovario
las Treg incrementadas, se asocian a mal prondstico y evolucién clinica
desfavorable, no es necesariamente asi en otros tipos de tumores. Lo anterior
refleja la complejidad de funcionamiento del sistema inmune en el cancer, por lo
gue se impone la busqueda de una adecuada estrategia inmunoterapéutica, que
junto con los tratamientos estandares contribuya a mejorar los indicadores clinicos
y pronésticos de la enfermedad.
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