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RESUMEN

M.C. Raquel Gonzalez Garza
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Titulo del estudio: Deteccién de Expresion de Marcadores de Agotamiento de Linfocitos T a
Nivel Local y Sistémico en Pacientes con CA de Rifidén

Area de estudio: Inmunologia

El carcinoma de células renales (RCC) es una enfermedad neoplasica
asociada a un prondstico no favorable. El tratamiento de la enfermedad avanzada
suele requerir el uso de inmunoterapia; sin embargo, actualmente no existe un método
confiable para predecir el éxito o fracaso terapéutico. Aunque la inmunohistoquimica
es el estandar de oro para evaluar la expresion de antigenos tisulares, la citometria
de flujo ofrece ventajas complementarias para el analisis de los marcadores de
agotamiento, los cuales pueden orientar el uso de inhibidores de puntos de control
inmunolégico. En este estudio, describimos mediante un enfoque cuantitativo la
expresion de cinco biomarcadores asociados con disfunciéon inmune en un grupo de
20 pacientes con diagnostico de carcinoma de células renales subtipo células claras
(ccRCC) en estadio localizado. Confirmamos que el tejido de ccRCC presenta una
alta positividad para CD3, con baja expresion de PD-L1 y CTLA-4. En comparacién
con los controles sanos, los pacientes con RCC mostraron proporciones anormales
de leucocitos tanto en sangre como en tejido tumoral. Ademas, se observd un
aumento en la expresién de PD-1 y TIM-3 en células CD3", pero una disminucion de
PD-L1 en monocitos CD14", reduccion que fue mas marcada en los monocitos
infiltrantes del tumor. Identificamos que la disminuciéon de PD-1 y el incremento de la
infiltracion por células CD3* se asociaron con peor prondstico, segun el grado nuclear.
Finalmente, al evaluar los cambios tras la nefrectomia radical, observamos que la
expresion de biomarcadores en sangre permanecidé estable, mientras que los

leucocitos circulantes se normalizaron.



En conjunto, nuestros resultados sugieren el uso complementario de la
citometria de flujo convencional y la inmunohistoquimica, como una herramienta
valiosa en la evaluacidon del riesgo y, posiblemente para predecir la respuesta a

inmunoterapia en pacientes con ccRCC localizado.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la oncologia ha enfrentado un escenario de creciente complejidad
debido al aumento sostenido de la incidencia y mortalidad del cancer alrededor del mundo. Este
incremento no solo se asocia al envejecimiento de la poblacion, sino también a la exposicién
acumulativa a factores ambientales. La magnitud del problema ha impulsado avances
significativos en el diagndstico, tratamiento y comprension de la biologia tumoral, con un énfasis
cada vez mayor en tratamientos personalizados.

El carcinoma de células renales (RCC) es una enfermedad neoplasica agresiva del
parénquima renal que representa entre el 2 y 3% de todos los canceres diagnosticados. El
subtipo de células claras (ccRCC) es la variante mas comun entre mas de 20 variantes descritas,
todas caracterizadas por su quimiorresistencia intrinseca. En general, el RCC presenta un mal
prondstico y la enfermedad avanzada, diagnosticada en hasta el 50% de los pacientes, tiene
una mediana de supervivencia de 6 a 10 meses.

Para la enfermedad avanzada, es comun utilizar terapias mas recientes, como la terapia
dirigida (inhibidores de tirosina cinasa o TKIl) y los inhibidores de puntos de control inmunitarios
(ICls), generalmente en combinacion. Entre estos ultimos, existen actualmente cinco anticuerpos
monoclonales aprobados para RCC, dirigidos contra las proteinas: proteina de muerte celular
programada 1 (PD-1), su ligando (PD-L1) y la proteina 4 asociada a linfocito T citotéxico (CTLA-
4), todos disefiados para revertir el programa de agotamiento asociado a los linfocitos infiltrantes
de tumor (TILS).

Desafortunadamente, los ICls carecen de herramientas predictivas adecuadas para guiar
su uso clinico, un recurso muy necesario dada la variabilidad en la tasa de respuesta y el
desarrollo de eventos adversos. Se han propuesto diversos biomarcadores prondsticos y
predictivos mediante anadlisis de tejido, estudios transcriptomicos o ambos, obteniéndose
resultados contradictorios.

Con este objetivo, buscamos evaluar la expresion de marcadores comunmente asociados

a agotamiento y la dinamica de los linfocitos en diversos contextos: expresién tumoral y en



sangre, cambios asociados al tiempo tras el seguimiento clinico y el desempefio diferencial entre
inmunohistoquimica (IHQ) y citometria de flujo (CF) en un grupo de 20 pacientes con RCC

localizado.

2.ANTECEDENTES

El cancer continua siendo un importante problema de salud publica a nivel
mundial, con un impacto creciente en paises en desarrollo debido al envejecimiento
poblacional, cambios en los estilos de vida y factores ambientales. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2022 se registraron mas de 20
millones de nuevos casos y aproximadamente 10 millones de muertes relacionadas
con enfermedades oncoldgicas(1). Esta carga creciente ha impulsado el desarrollo de
estrategias terapéuticas innovadoras dirigidas a mejorar el pronéstico y la calidad de
vida de los pacientes. Entre los diversos tipos de cancer, el carcinoma de células
renales (RCC) representa una neoplasia agresiva y clinicamente desafiante.

El carcinoma de células renales (RCC) constituye un grupo de neoplasias
malignas que afectan el parénquima renal y representan entre el 2% y 3% de todos
los diagnosticos oncoldgicos a nivel mundial(2). Esta enfermedad es mas frecuente
en hombres, con una proporciéon aproximada de 2:1 respecto a mujeres, y su
incidencia se incrementa en la sexta década de vida(3). Hasta el 70% de los casos se
diagnostican de manera incidental y, de ellos, alrededor del 50% presentan
enfermedad metastasica al momento del diagndstico(4).

Si bien el RCC localizado puede ser curable, hasta un 30% de los pacientes
progresan a enfermedad metastasica, la cual presenta una mediana de supervivencia
de 6 a 10 meses(5). En cuanto a la distribucion histologica, el subtipo de ccRCC es el

mas prevalente, representando el 80% de los casos. Le siguen el subtipo papilar (10-



15%), el de células croméfobas (4-5%), y otras variantes moleculares menos

comunes (<1%)(6).

2.1 Microambiente Tumoral e Inmunopatologia del
ccRCC

Macroscopicamente, el ccRCC se presenta como una masa sélida de color
amarillo, atribuible a su alto contenido de lipidico (lipidos neutros, fosfolipidos y
colesterol). Histologicamente, se caracteriza por células con citoplasma claro o
eosinofilico sostenido por una red vascular delicada(7).

La mayoria de los tumores renales malignos derivan del epitelio tubular, siendo
el ccRCC el subtipo mas predominante (75%), seguido del carcinoma papilar (pPRCC)
y el carcinoma cromoéfobo (chRCC), que en conjunto representan mas del 90% de los
casos. El ccRCC presenta peor prondstico que los otros subtipos histolégicos(8).

El microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés) del ccRCC, al igual
que en otros tipos de cancer, constituye un ecosistema celular complejo, conformado
por células tumorales, células estromales y células inmunitarias. Este entorno
favorece un estado inmunosupresor que promueve la progresion tumoral. Aunque los
mecanismo exactos siguen sin estar completamente comprendidos, diversos
mediadores solubles, como la interleucina-10 (IL-10), el factor de crecimiento
transformante-p (TGF-B) y el VEGF, contribuyen a la inmunosupresion y al desarrollo
tumoral(9). Ademas, el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), una citocina
proinflamatoria, ha demostrado favorecer la progresion tumoral a través de su
receptor TNFR2, el cual se expresa en células endoteliales dafiadas y se ha vinculado
con un mayor grado nuclear, crecimiento tumoral y riesgo de metastasis(10).

Las alteraciones en el TME también afectan la biologia tumoral, su resistencia
a tratamientos y su incidencia. En el ccRCC, la frecuente inactivacion del gen supresor

de tumores von Hippel Lindau (VHL) conlleva a la acumulacioén de factores inducibles



por hipoxia (HIF), lo cual intensifica la angiogénesis, estimula la glucélisis aerdbica

(efecto Warburg) y favorece un metabolismo anémalo de acidos grados(10,11).

El infiltrado inmunoldgico del ccRCC incluye predominantemente células T
CD8*, células Th1, células dendriticas (DCs), células natural killer (NK), neutréfilos y
diversas poblaciones mieloides, mientras que se observan niveles bajos de células
Th2 y células T reguladoras (Tregs), lo que indica un entorno inmunitario de
predominio proinflamatorio(12,13). Las células residentes, como los fibroblastos
asociados al cancer (CAFs), macrofagos, linfocitos B, células endoteliales y células
madre cancerigenas, participan en una red de comunicacion intrincada facilitada por
citocinas supresoras, factores solubles y componentes de la matriz extracelular
(ECM). Estas interacciones favorecen la progresion tumoral al promover la
proliferacion celular, la supervivencia y la metastasis(14).

Sin embargo, no toda infiltracion inmunitaria se asocia con un buen prondstico.
En el ccRCC, la presencia de linfocitos infiltrantes en el TME puede correlacionarse
con desenlaces clinicos desfavorables. A pesar del aumento en la infiltracion de
células T CD8* el microambiente inmunitario en ccRCC frecuentemente refleja un
estado de disfuncién o agotamiento linfocitario, o cual conlleva a una resistencia
frente a los ICIs y a la progresién de la enfermedad metastasica, como fue sefialado
por el estudio de Fujita y colaboradores en el afio 2022(15).

La relevancia del TME, y en particular de la infiltracién de leucocitos en el
tumor, ha adquirido importancia como un determinante en la progresion tumoral.
Salinas-Carmona en el afo 2019 destacdé la necesidad de considerar al
microambiente inmunolégico tumoral (TIME) como un elemento clave en el desarrollo
del cancer, proponiendo incluso su incorporacion al sistema de estadificacion TNM.
Reconocer el microambiente inmunitario del tumor podria mejorar la precision

diagnostica, facilitar la identificacion de blancos terapéuticos y optimizar los



desenlaces clinicos(16).

El TIME cumple un papel central en la interaccion entre el tumor y el hospedero
con modificaciones dinamicas tanto en pacientes tratados como no tratados. Se ha
demostrado que la presencia de macréfagos, células NK, linfocitos T y B influye en la

dinamica de dicha interaccion.

2.2 Respuesta Inmune en RCC

La respuesta inmune es un proceso altamente coordinado que permite al
organismo defenderse frente a agentes extrafios como virus, bacterias, hongos,
parasitos, y también frente a células anormales que han sufrido transformaciones
genéticas con potencial oncogénico(17). Este sistema complejo se divide en dos
ramas funcionales: la inmunidad innata, que proporciona una defensa inmediata y no
especifica, y la inmunidad adaptativa, que reconoce antigenos especificos y
desarrolla memoria inmunoldégica a largo plazo(18).

La inmunidad innata esta mediada principalmente por células como
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, células natural killer (NK), vy
componentes solubles como el sistema del complemento y citocinas proinflamatorias.
Estas células actian como primera linea de defensa y desempefian un papel clave
en la activacion de la inmunidad adaptativa al presentar antigenos a los linfocitos T y
secretar sefiales inflamatorias(19).

Por su parte, la inmunidad adaptativa se caracteriza por la activacion y
expansion clonal de linfocitos T y linfocitos B. Los linfocitos T citotéxicos (CD87)
reconocen y destruyen células que presentan antigenos extrainos o anormales en el
contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC clase 1), mientras que los

linfocitos T cooperadores (CD4*) modulan la respuesta inmune a través de la



produccion de citocinas y el soporte a otras células inmunitarias. Los linfocitos B, por
otro lado, son responsables de la produccidon de anticuerpos y la neutralizacion de
antigenos solubles. La accion conjunta de estas células permite no solo eliminar
patdgenos, sino también vigilar y eliminar células tumorales en etapas tempranas de
transformacién(20).

Uno de los mecanismos mas importantes en la defensa contra el cancer es la
vigilancia inmunoldgica, un proceso por el cual el sistema inmune reconoce y elimina
células que han adquirido alteraciones genéticas. Esta vigilancia esta mediada
principalmente por los linfocitos T CD8* y las células NK, que reconocen antigenos
tumorales y eliminan células transformadas antes de que progresen hacia una
neoplasia establecida(15). Sin embargo, cuando esta vigilancia falla o se ve superada
por mecanismos de evasién tumoral, se permite el desarrollo y progresion del
cancer(21).

Los tumores han desarrollado multiples estrategias para evadir el
reconocimiento inmunoldgico, tales como la pérdida de antigenos tumorales, la
expresion de moléculas inmunosupresoras, la induccién de células reguladoras
(Tregs y MDSCs) y la creacion de un microambiente tumoral inmunosupresor(22).
Una de las formas mas estudiadas de evasién inmune es el agotamiento de linfocitos
T, un estado funcional disfuncional inducido por estimulacion antigénica cronica, en
el cual los linfocitos pierden su capacidad citotoxica efectiva y expresan receptores
inhibitorios como PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3(23).

La comprensidon de estos mecanismos ha dado lugar al desarrollo de
inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICls), terapias disefhadas para bloquear
la interaccién entre receptores inhibitorios y sus ligandos, reactivando asi la respuesta
inmunitaria antitumoral(24). Estas estrategias han demostrado eficacia en varios tipos

de cancer, incluyendo melanoma, cancer de pulmén y RCC, entre otros. No obstante,



su eficacia no es uniforme en todos los pacientes, y su uso puede estar asociado a
efectos adversos significativos, por lo que actualmente existe un gran interés en
identificar biomarcadores predictivos de respuesta y toxicidad, y comprender con
mayor profundidad los mecanismos de resistencia inmunolégica en el contexto
tumoral(25).

El crecimiento tumoral necesita de dos condiciones fundamentales: la
transformacion celular, ya sea genética o adquirida, y la disfuncién inmunitaria(26).
Este ultimo aspecto explica la asociacion entre los estados de inmunodeficiencia y el
desarrollo del cancer. La eliminacion de células neoplasicas requiere la activacién de
la inmunidad citotoxica, mediada por la infiltracion de linfocitos T CD8* y células NK
en el tumor(27).

La inmunidad antitumoral es altamente eficaz, lo que explica que, a pesar de
la transformacion y el dafio celular son procesos constantes, el cancer se manifieste
unicamente en una minoria de individuos. Su desarrollo se atribuye en gran medida
a fallas en la respuesta inmune(28).

Las células tumorales proliferan a tasas mas elevadas que células normales.
Esta proliferacién acelerada, vinculada a cambios metabdlicos que ocurren dentro del
lecho tumoral, genera una inmunidad local disfuncional y favorece la seleccién de las
células tumorales mejor adaptadas(9,29). La quimioterapia citotoxica aprovecha esta
alta tasa proliferativa, por lo que los tratamientos citotoxicos se utilizan ampliamente
en la mayoria de las enfermedades neoplasicas, con excepcion del RCC(30).

En el caso particular del RCC, la respuesta inmune juega un papel paradéjico.
A pesar de que se observen niveles elevados de infiltracion linfocitaria en los tumores,
esta infiltracion no siempre se traduce en una respuesta inmune efectiva, lo que refleja
un estado de agotamiento o disfuncion inmunolégica(7).

Las peculiaridades del RCC incluyen su naturaleza intrinsecamente agresiva,



su alta infiltracion lipidica, su elevada tasa de metastasis y su resistencia a la
quimioterapia citotoxica(31). Esta quimio resistencia tiene multiples causas, tanto
intrinsecas (genéticas) como adquiridas Es importante destacar que las células
epiteliales renales poseen mecanismos de secrecion de xenobidticos y sistemas
antioxidantes intrinsecos que la protegen del dafo téxico(32).

Las células tumorales renales muestran una sobreexpresion de proteinas anti
apoptéticas como Bcl-2, Bcl-XL, ARC (represor de la apoptosis con dominio de
reclutamiento de caspasa) y XIAP (inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X).
En contraste, las proteinas pro apoptéticas, como Bim, se encuentran disminuidas.
La expresion de estas moléculas esta regulada por las vias de seinalizacion de NF-kB
y von Hippel-Lindau respectivamente(33,34).

Hasta dos tercios de los pacientes con RCC presentan mutaciones en el gen
VHL(35). Este gen codifica una proteina con multiples funciones, entre ellas, la
regulacion de la degradacion proteica a través del proteasoma. Una de las proteinas
blanco de esta via es Bim, una molécula proapoptética cuyos niveles se encuentran
en pacientes con RCC(36). Por otro lado, el aumento de las vias anti apoptéticas
también se ha asociado con quimiorresistencia, particularmente debido a la
sobreexpresién de proteinas Bcl-2, ARC y XIAP(37). De manera concomitante, las
células de RCC exhiben una fuerte dependencia de la glucdlisis aerdbica, un
fendmeno conocido como el efecto Warburg; el cual se ha relacionado con una menor
eficacia de la inmunoterapia basada en inhibidores de puntos de control inmunitarios
(IClIs)(38). Este perfil metabdlico ha sido propuesto recientemente como un blanco
terapéutico para optimizar los esquemas de tratamiento combinado en el RCC(9).

A pesar de que en la mayoria de los tumores sélidos la presencia de linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) se asocia con un mejor pronéstico, en el RCC su infiltracion

se ha relacionado con desenlaces clinicos desfavorables(39). Esta paradoja puede



atribuirse al desarrollo de un microambiente tumoral hostil, caracterizado por hipoxia,
acidosis y una baja disponibilidad de nutrientes; condicione que favorecen la seleccion
de células tumorales resistentes y, al mismo tiempo, deterioran la respuesta
inmunitaria mediada por linfocitos(40).

Estudios recientes han sugerido que la disbiosis intestinal también podria influir
negativamente en la eficacia de los ICls, al modificar la respuesta inmune antitumoral
y afectar el prondstico general en pacientes con neoplasias malignas(41). En este
contexto, la disfuncion de los linfocitos T puede atribuirse a mecanismos de tolerancia
periférica, incluyendo anergia, supresion y agotamiento celular(42). Este agotamiento
inmunologico, caracterizado por la expresion sostenida de receptores inhibitorios,
puede ser revertido mediante el uso de ICls los cuales bloquean la interacciéon entre
dichos receptores y sus ligandos, siendo el eje PD-1/PD-L1 el mas ampliamente
estudiado en los TILs(23).

A pesar de que un numero importante de pacientes con RCC logra una
respuesta clinica completa tras la terapia con ICls, una proporcién considerable
presenta unicamente respuestas parciales o incluso ausencia de respuesta,
acompanadas en algunos casos de toxicidad sistémica significativa(25). Esta
heterogeneidad terapéutica ha impulsado una intensa busqueda de biomarcadores
prondsticos y predictivos de respuesta a ICls. Dichos marcadores pueden clasificarse
en dos grandes grupos: aquellos que reflejan la progresion de la enfermedad y
aquellos que predicen la respuesta a tratamientos especificos, como la inmunoterapia
o terapias dirigidas(24).

Por lo tanto, contar con herramientas que permitan anticipar qué pacientes se
beneficiaran mas del tratamiento con ICls y cuales tienen mayor riesgo de presentar
eventos adversos es esencial para un tratamiento personalizado en RCC. Sin

embargo, actualmente no existen métodos estandarizados ni validados para evaluar



de manera integral la relacion riesgo/beneficio de estas terapias.

2.3 Factores de Riesgo para RCC

Diversos factores de riesgo se han asociado al desarrollo de RCC, incluyendo
alteraciones genéticas, caracteristicas demograficas, antecedentes heredofamiliares,
asi como exposicion a ciertos farmacos y sustancias quimicas. A pesar de que la
mayoria de los casos de RCC son esporadicos, un porcentaje importante puede
explicarse por mutaciones germinales y sindromes hereditarios bien definidos(43).

En cuanto a la epidemiologia, el RCC es mas frecuente en adultos mayores,
con una edad promedio al diagndstico de entre 50 a 70 afos. Su incidencia es
aproximadamente 1.5 veces mas frecuente en hombres que en mujeres, mientras
que, en términos étnicos, es mas comun en nativos americanos y afroamericanos, y
en menor en asiatico-americanos(8).

Entre los sindromes hereditarios asociados al desarrollo del RCC se destacan:
Enfermedad de Von Hippel-Lindau (VHL): mutaciones en el gen VHL; responsable del
5% de los casos de ccRCC; se asocia a tumores bilaterales y multifocales a edades
tempranas(44). Sindrome de predisposicién tumoral asociada a BAP1: afecta
principalmente al ccRCC, con diagndstico a edades jovenes y potencial malignidad
elevada(45). Carcinoma papilar renal hereditario (HPRC): asociado a mutaciones en
el oncogén MET(46). Sindrome de Birt-Hogg-Dubé: mutaciones en el gen FLCN,
asociado a tumores hibridos oncociticos y, en menor frecuencia, a ccRCC vy
pRCC(47). Sindrome de Cowden: incrementa el riesgo de multiples neoplasias,
incluyendo RCC, con un riesgo estimado del 34%(48).

En conjunto, estos sindromes hereditarios representan entre el 2% y el 4% de

todos los casos de RCC, requiriendo vigilancia especializada, diagnostico genético y,
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en la mayoria de los casos, un enfoque quirurgico(43).

2.4 Tratamientos para RCC

Los tratamientos actuales para el RCC incluyen cirugia, radioterapia,
quimioterapia citotdxica, terapias dirigidas e inmunoterapia. La tasa de supervivencia
en el RCC depende directamente del estadio clinico de la enfermedad. Las tasas de
supervivencia a 5 afios son de aproximadamente 93%, 72%, 40% y 12% para los
estadios | al IV, respectivamente(49). Sin embargo, existen otros factores que influyen
en el pronostico general, como el grado nuclear, el tipo histolégico y la presencia de
necrosis tumoral(50). Afortunadamente, el uso generalizado de estudios de imagen
abdominal ha contribuido a un mayor diagnédstico en estadios tempranos; los tumores
detectados de forma incidental suelen estar asociados a un mejor prondstico.
Actualmente, entre el 60% y 70% de los casos de RCC se diagnostican inicialmente
de forma incidental.

En casos localizados, la cirugia puede ser curativa. Las opciones quirurgicas
varian desde la nefrectomia parcial hasta la radical, incluyendo la reseccién de tejidos
perirrenales mas alla de la fascia de Gerota. En casos seleccionados, los enfoques
minimamente invasivos permiten preservar la funciéon renal, reducir morbilidad y
acortar la estancia hospitalaria(51).

La radioterapia (RT) se utiliza como tratamiento adyuvante o paliativo en el RCC.
Desde una perspectiva inmunoldgica, el término “efecto abscopal” hace referencia al
fendbmeno mediante el cual la radiacién ionizante produce efectos en sitios distantes al
tejido irradiado. Inicialmente observado en tejidos normales, este concepto ha
evolucionado para describir la regresion de lesiones metastasicas no irradiadas

directamente, lo cual sugiere que la RT localizada pueda desencadenar una respuesta
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antitumoral sistémica, mediada por el sistema inmunoldgico(52). Los diferentes
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tratamientos para RCC se pueden observar en la Figura 1.

Figura 1. Estrategias terapéuticas y mecanismo de accién de los inhibidores de punto de control inmunitario
PD-1/PD-L1 en el tratamiento del cancer

(A) Estrategias terapéuticas para el tratamiento del cancer, incluyendo quimioterapia, radioterapia, cirugia, terapias
dirigidas antiangiogénicas, terapia con citocinas, terapia celular e inmunoterapia (resultada en rojo). (B) Mecanismo de
accion de los inhibidores de punto de control inmunitario PD-1/PD-L1. La interaccion entre PD-1 en los linfocitos y PD-
L1 en las células tumorales o en los macréfagos asociados al tumor (TAM) inhibe la respuesta inmune (1). Los
anticuerpos monoclonales anti-PD-1 (Nivolumab, Pembrolizumab) bloquean PD-1 en los linfocitos (2a), mientras que
los anticuerpos anti-PD-L1 (Avelumab, Atezolizumab) bloquean PD-L1 en las células tumorales o en los TAM (2b),

restaurando asi la respuesta inmune contra el tumor.
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2.5 Terapias Dirigidas

Las terapias dirigidas incluyen: a) inhibidores de tirosina quinasa (TKls), pequefias
moléculas administradas por via oral que interfieren con vias de sefalizacion activadas
por quinasas de tirosina, y b) inhibidores del receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGFi). Estas enzimas suelen estar hiperactivas en las células cancerosas, lo
que conduce a un crecimiento descontrolado y a la progresion tumoral. Los TKls ofrecen
un enfoque terapéutico prometedor y una toxicidad menor en comparacion con la
quimioterapia convencional(53).

Los TKs (tirosina quinasas) son enzimas que facilitan la transferencia de fosfatos
desde el trifosfato de adenosina (ATP) a proteinas especificas, modulando asi senales
de crecimiento celular y participando en diversos procesos reguladores normales. La
activacion aberrante de las TKs puede contribuir a la proliferacion de células tumorales,
efectos anti apoptéticos, angiogénesis y metastasis(54).

Los TKIls pueden clasificarse en reversibles o irreversibles. Los TKls irreversibles
forman un enlace covalente y bloquean el sitio de union del ATP, mientras que los TKiIs
reversibles se subdividen en cuatro tipos: los inhibidores tipo 1 compiten por el sitio de
union del ATP en TKs activas, los inhibidores tipo Il se unen a quinasas inactivas, los
inhibidores tipo lll interactuan con regiones fuera de la unién del ATP, y los inhibidores
tipo IV se unen a sitios alostéricos separados del sitio de unién del ATP(55).

Entre los TKls aprobados para el tratamiento del RCC se encuentran sunitinib,
pazopanib, axitinib, cabozantinib y lenvatinib. Sunitinib es uno de los tratamientos de
primera linea para el ccRCC metastasico(54). Estos farmacos han demostrado eficacia

en la detencion de la progresion tumoral y en la mejora de la supervivencia global.

No obstante, los TKIls pueden producir efectos adversos como fatiga, nauseas,
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diarrea, hipertension y erupciones cutaneas. En algunos casos, estos efectos pueden
ser graves y requerir ajustes de dosis o la suspension del tratamiento. Ademas, estas
terapias no son curativas y es posible que la enfermedad progrese a pesar del
tratamiento. Por ello, se continua investigando en el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.

2.6 Inmunoterapia con Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra CTLA-4, PD-1 o su ligando PD-
L1 han emergido como una estrategia terapéutica exitosa para el tratamiento del RCC
avanzado(56). PD-1 y CTLA-4 son receptores inhibidores expresados en la
membrana de las células T que regulan negativamente su activacion, como un
mecanismo fisioldgico para prevenir la sobreestimulacién inmune y el dafio tisular. Sin
embargo, numerosos tumores inducen la expresion de ligandos para estos
receptores, bloqueando las funciones efectoras antitumorales de los linfocitos T y
favoreciendo la progresion del cancer. El uso de anticuerpos que inhiben estas
interacciones permiten restaurar la funcién de las células T y potenciar la inmunidad

antitumoral(57).

Entre los ICls, el anticuerpo anti-PD1, nivolumab, fue el primero aprobado para
RCC avanzado en 2015, con una tasa de supervivencia global del 25% en
comparacién con everolimus(58). Actualmente, existen cinco anticuerpos aprobados
para el tratamiento del RCC avanzado: los inhibidores de PD-1 (pembrolizumab y
nivolumab), inhibidor de CTLA-4 (ipilimumab) y los inhibidores de PD-L1
(atezolizumab y avelumab). La combinacion de ipilimumab + nivolumab esta

aprobada como tratamiento de primera linea en pacientes con RCC metastasico(59).
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A pesar del éxito clinico de los ICls, las tasas de respuesta continian siendo
limitadas en algunos pacientes con RCC. Las monoterapias pueden inducir resistencia
inmunologica compensatoria a través de la sobreexpresion de otros puntos de control
inmunitario. Nuevos blancos terapéuticos como: LAG-3 (Gen 3 de Activacién de
Linfocitos), TIM-3 (Inmunoglobulina de Células T con Dominio de Mucina 3) y TIGIT
(Inmunorreceptor de Células T con Dominios de Inmunoglobulina e ITIM), los cuales
se estan evaluando en ensayos clinicos. La co-expresion de estos receptores se ha
observado tanto en modelos preclinicos como en pacientes con RCC, lo cual respalda

su posible aplicaciéon en terapias combinadas(60).

2.7 Predictores de Respuesta Clinica a la Inmunoterapia

El uso de inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICls) ha revolucionado
el tratamiento de diferentes tipos de cancer, entre ellos incluido el RCC. Sin embargo,
su eficacia clinica varia significativamente entre pacientes. A pesar de los beneficios
terapéuticos observados, los ICls estan asociados con una tasa media de mortalidad
del 1%, principalmente atribuible a eventos adversos relacionados con la activacion

inmunitaria sistémica, conocidos como efectos adversos inmunomediados(25).

Desde la publicacién de los resultados del estudio CheckMate-025, que
demostrd beneficios clinicos del uso de nivolumab en pacientes con RCC avanzado,
el interés por identificar biomarcadores predictivos de respuesta a ICls ha aumentado
considerablemente. Esta necesidad surge del hecho de que la respuesta clinica a los
ICls no es predecible de forma uniforme, y muchos pacientes no experimentan un

beneficio terapéutico significativo(58).

Entre los biomarcadores mas consistentes hasta la fecha, destacan tres:
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1.

Proteina C-reactiva (CRP)

La CRP es un reactante de fase aguda ampliamente utilizado para evaluar
inflamacion sistémica. Dada la estrecha relacién entre inflamacion y
carcinogeénesis, su utilidad como marcador prondstico ha sido propuesta.
Diversos estudios han demostrado que niveles bajos de CRP, asi como
niveles normalizados bajos después de la administracién de las primeras
dosis de ICls, se asocian con una mayor probabilidad de respuesta clinica

favorable(61,62).

. Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILs)

El perfil inmunoldgico de los TILs ha mostrado valor prondstico en varios
tipos de cancer. En el caso del RCC, la infiltracion por leucocitos
inflamatorios, especialmente linfocitos CD8*, se ha correlacionado con
mejores respuestas a la inmunoterapia(12,13,15). Sin embargo, en RCC los
TILs también pueden presentar fenotipos disfuncionales, lo que puede

limitar su utilidad como biomarcador unico(12).
Expresion basal de marcadores de agotamiento en tejido tumoral

La expresion de receptores inhibitorios en linfocitos T, tales como PD-1,
LAG-3, TIM-3 y CTLA-4, refleja un estado de agotamiento celular inducido
por estimulacion antigénica crénica. Aunque el eje PD-1/PD-L1 ha sido
extensamente estudiado, la expresion basal de PD-L1 no ha demostrado
consistencia como marcador predictivo en RCC. En cambio, la expresion
de TIM-3 se ha correlacionado con mejor capacidad predictiva de respuesta

clinica(63,64).

Estudios recientes han propuesto una serie de biomarcadores emergentes

para predecir la respuesta clinica a la inmunoterapia con inhibidores de puntos de
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control inmunitarios (ICIs) en pacientes con RCC(65). Uno de los hallazgos mas
relevantes es la disminucion del ADM tumoral circulante (ctDNA), que se ha asociado
con una reduccion en la carga tumoral y, por ende, con una mejor respuesta
terapéutica(66). Asimismo, se ha observado un incremento en la expresion de ciertas
quimiocinas, como CXCL14, vinculadas con una mayor activacion inmune local, lo
que podria favorecer la infiltracion linfocitaria y potenciar la eficacia de la
inmunoterapia(67).

Otros estudios han identificado el aumento de microARNSs circulantes, como
mIR-22 y mIR-24, cuyas funciones estan relacionadas con la regulacion de la
respuesta inmune y de los mecanismos apoptoticos(68). Ademas, la presencia de
firmas transcripcionales inmunogénicas, determinadas mediante técnicas de
secuenciacion de ARN en tejido tumoral, ha demostrado reflejar un microambiente
inmunoldgico favorable que podria potenciar la actividad de los linfocitos T e

incrementar la sensibilidad al bloqueo de puntos de control(69).

Por otro lado, también se han descrito biomarcadores asociados a una menor
eficacia de los ICls o al desarrollo de efectos adversos inmunomediados. Por ejemplo,
niveles elevados de interleucina-8 (IL-8) se han relacionado con un prondstico
desfavorable y pobre respuesta terapéutica, debido a su papel en el reclutamiento de
células inmunosupresoras derivadas de la médula 6sea (MDSCs), las cuales inhiben
la actividad efectora de los linfocitos T(70). De igual forma, la disminucion de Mir-146a,
un microARN involucrado en el control negativo de la inflamacion, se ha vinculado con
una mayor susceptibilidad al desarrollo de eventos adversos relacionados con la
inmuno-activacion sistémica(69).

Desde el punto de vista técnico, muchos de estos biomarcadores, como las

firmas transcriptdmicas o los niveles de expresion de receptores inmunitarios,
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requieren la obtencion de tejido tumoral para su analisis mediante inmunohistoquimica
0 secuenciacion, lo cual no siempre es viable, especialmente en pacientes en los que
la biopsia no es segura o el tumor no es accesible. En este contexto, los
biomarcadores periféricos han cobrado gran relevancia como alternativas no
invasivas(71).

Evaluaciones realizadas en sangre periférica han mostrado que
biomarcadores como ctDNA, microARNSs, IL-8, CRP y eosindfilos circulantes pueden
aportar informacion valiosa sobre la probabilidad de respuesta clinica. De manera
particular, se ha reportado que un recuento elevado de eosindfilos en sangre se asocia
con mejores desenlaces clinicos, lo cual resulta de interés dada la funcion
inmunorreguladora de estas células en procesos inflamatorios y en la vigilancia

inmunoldégica antitumoral(24).

En conjunto, la identificaciéon y validacion de biomarcadores que permiten
predecir con precision la respuesta a la inmunoterapia representa una prioridad en la

investigacion traslacional en RCC.
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3. Planteamiento del Problema

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial, constituyendo un importante problema de salud publica. Se caracteriza por
el crecimiento descontrolado y la diseminacion de células anomalas, lo que puede
afectar diversos organos y sistemas(?.

Entre multiples neoplasias malignas descritas, el carcinoma de células renales
(RCC) comprende un grupo heterogéneo de tumores originadas en el parénquima
renal que representa entre el 2-3% de todas los tumores malignos en adultos®. En
2022, se reportaron a nivel mundial 434,419 nuevos casos y 155,702 muertes
atribuibles a esta enfermedad(72). La incidencia del RCC alcanza su maximo en la
sexta década de la vida(3) y en su forma avanzada, presenta una
supervivencia media de apenas 6 a 10 meses, con una tasa de supervivencia
a dos afios del 20%(4).

El aumento en la deteccion de lesiones tempranas de RCC en la mayoria de
los pacientes se atribuye al uso generalizado de técnicas de imagen como la
tomografia computarizada (TC) y resonancia magnética (RM)(43). Desde el punto de
vista histologico, aproximadamente el 80% de los casos corresponden al subtipo de
células claras (ccRCC), caracterizado por una elevada actividad metabdlica y una
resistencia intrinseca a la mayoria de las quimioterapias citotoxicas(5,30). Debido a
esta resistencia general tanto a la quimioterapia citotoxica como a la radioterapia, el
RCC ha sido clasicamente considerado un tumor inmunogénico(73).

Cerca del 50% de los pacientes son diagnosticados en etapas avanzadas, lo
cual ha impulsado el uso de terapias dirigidas, como los inhibidores del factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) y los inhibidores de puntos de control
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inmunitario (ICls), como parte del tratamiento de primera y segunda linea.
Actualmente, la FDA ha aprobado tres ICls dirigidos contra el receptor de la proteina
de muerte celular programada 1 (PD-1), su ligando (PD-L1), y la proteina 4 asociada
a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4)(74-77).

A pesar de la disponibilidad de estas terapias, existen limitaciones en el
conocimiento sobre la inmunidad antitumoral en el RCC. En particular, no existe un
consenso para predecir con exactitud la respuesta individual a estas terapias
inmunologicas. A pesar de que se han propuesto multiples biomarcadores, estos se
han centrado principalmente en la cuantificaciéon de leucocitos infiltrantes en tejido
tumoral(12,13) y en la expresion de PD-L1. Los ICls actuan restaurando la funcién
efectora de los linfocitos, tanto en el microambiente tumoral como en circulacion,
surge la hipotesis de que los mecanismos de disfuncion inmunitaria podrian
manifestarse a nivel sistémico. Por lo tanto, la evaluaciéon cuantitativa de
biomarcadores asociados al agotamiento inmunoldgico, tanto en sangre periférica
como en tejido tumoral, podria ofrecer herramientas predictivas mas integrales para

guiar el tratamiento personalizado en pacientes con ccR
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4. JUSTIFICACION

La inmunoterapia con inhibidores de puntos de control (ICl) se ha consolidado
como una de las principales estrategias terapéuticas en el tratamiento del RCC.
Actualmente no se conocen biomarcadores predictivos para seleccionar a los
pacientes candidatos al uso de esta terapia. La pieza tumoral obtenida por
nefrectomia ha permitido identificar la presencia de estos marcadores, no se ha

determinado si es posible detectarlos también en sangre venosa periférica.
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5.PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

5.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existe relacion entre la expresion de marcadores de agotamiento en linfocitos

infiltrantes de tumor y linfocitos en sangre periférica en pacientes con CA renal?

5.2 Hipbtesis

Los marcadores de agotamiento presentes en el tumor se identifican en

linfocitos T circulantes.
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6.0OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Identificar marcadores de agotamiento en leucocitos de tejido tumoral y en

sangre venosa periférica en pacientes con carcinoma de células renales.

6.2 Objetivos Especificos

1. Cuantificar la expresion de marcadores de agotamiento CTLA-4 y PD-
L1 en tejido tumoral por inmunohistoquimica.

2. Analizar la expresion de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3 en
tejido renal adyacente y tejido tumoral de pacientes con ccRCC por medio de
citometria de flujo.

3. Analizar la expresion de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3 en
sangre venosa periférica en pacientes con ccRCC por medio de citometria de
flujo.

4. Evaluar de PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3 pre y posterior a la

cirugia por medio de citometria de flujo.

23



7.ESTRATEGIA GENERAL

El presente estudio tuvo como objetivo de identificar marcadores de agotamiento
en leucocitos presentes en tejido tumoral y sangre venosa periférica de pacientes con
ccRCC, se disefid una estrategia experimental que integré procedimientos clinicos,
histopatolégicos,  inmunohistoquimicos y  citométricos. Esta  aproximacion
multidimensional buscé caracterizar el estado funcional del sistema inmune local y
sistémico, con énfasis en la expresion de receptores inhibitorios asociados al
agotamiento inmunoldgico.

El estudio incluy6 pacientes con diagndstico confirmado de ccRCC localizado,
sometidos a nefrectomia radical en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”, asi como un grupo control compuesto por sujetos sanos emparejados por
edad y sexo. Se recolectaron muestras bioldgicas en dos puntos clave: antes de la cirugia
(sangre venosa periférica) y durante el seguimiento clinico (10 a 12 meses después de
la nefrectomia), ademas de muestras de tejido tumoral y tejido renal adyacente obtenidas
tras el analisis histopatologico.

La evaluacion de marcadores inmunolégicos en tejido se realizé mediante
inmunohistoquimica automatizada, utilizando anticuerpos dirigidos contra CD3, PD-L1y
CTLA-4, con escaneo digital de las laminillas y andlisis cuantitativo por software
especializado. Paralelamente, se desarrolld un protocolo de digestion mecanico-
enzimatica estandarizada para la disociacion de tejido tumoral y adyacente, lo que
permitié la obtencién de suspensiones celulares viables para el analisis por citometria de
flujo. En sangre venosa periférica y tejido disociado se analizaron poblaciones de

linfocitos T (CD4*, CD8* y NKT) y células mieloides, asi como la expresion de receptores
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de agotamiento inmunolégico (PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3) y de PD-L1 en células
mieloides.
Los datos fueron evaluados mediante adquisicién de 100,000 eventos por muestra
en el citometro de flujo LSR Fortessa, y analizados con criterios estandarizados.
Finalmente, se aplicaron métodos estadisticos apropiados para comparar las
poblaciones celulares y la expresion de marcadores entre muestras prequirurgicas,
postquirurgicas y controles, asi como explorar correlaciones con variables clinicas

relevantes.

25



8.MATERIALES Y METODOS

8.1 Pacientes y muestras de tejido

Los criterios de inclusion comprendieron a todos los pacientes que se
sometieron a nefrectomia radical por ccRCC localizado en el Servicio de Urologia. Se
reclutaron en el estudio veinte pacientes diagnosticados con ccRCC y diez sujetos
control del mismo servicio, emparejados por edad y sexo. La investigacion se llevo a
cabo en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” entre enero de 2022 y
enero de 2024. El estudio fue aprobado por el comité de ética institucional (numero
de aprobacion: Protocolo IN23-00002), y todos los participantes firmaron un
consentimiento informado previo a su inclusién en el estudio.

Tabla 1. Criterios de Inclusion y Exclusién

Criterios de Inclusién Criterios de Exclusion
Pacientes con diagnostico de RCC Pacientes embarazadas
localizado
Ambos sexos Pacientes con tratamiento de

inmunosupresores o con diagnostico

de VIH

Mayores de 18 afios Pacientes con RCC metastasico

Se recolectaron 4mL de sangre venosa periférica al dia previo a la nefrectomia
programada y nuevamente tras un seguimiento clinico de 10 a 12 meses. Posterior al
analisis histopatoldgico, se obtuvieron 2g de tejido tumoral renal de la zona central
del tumory 2g de tejido renal adyacente, definidos macroscopicamente, en cada rindn

extirpado por nefrectomia, ademas de 4mL adicionales de sangre venosa periférica
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para su analisis de citometria. Se excluyeron del estudio aquellos pacientes con
enfermedad metastasica y/o variantes histolégicas distintas al ccRCC (Tabla 1). Los
parametros bioquimicos sanguineos de los pacientes fueron reevaluados entre 8 y 12

meses posteriores a la cirugia.

8.2 Inmunohistoquimica

Se seleccionaron secciones representativas de especimenes quirurgicos de
ccRCC, las cuales fueron fijadas en formalina tamponada al 10% (solucion de
formaldehido en buffer fosfato, pH neutro) y posteriormente incluidas en parafina
(medio hidrofébico utilizado para la infiltracidn y endurecimiento tisular previo al corte.)
Se seleccionaron un total de veinte casos con base en criterios morfolégicos
indicativos de ccRCC, y unicamente estas muestras fueron sometidas a una
evaluacion exhaustiva con parametros histolégicos, como multifocalidad, necrosis y
caracteristicas sarcomatoides.

Se cortaron secciones de 3 a 5uym de espesor utilizando un micrétomo y se
colocaron cuidadosamente las secciones en los portaobjetos.

Se introdujeron los portaobjetos en un horno a 60°C durante 30 minutos y se
realizé el desparafinado con tres cambios de xilol durante 5 minutos cada uno. Para
la rehidratacion se pasaron las laminillas por una serie de alcoholes: alcohol absoluto
(2 veces, 3 minutos cada una), alcohol al 96% (2 minutos) y alcohol al 70% (2 minutos)
para posteriormente lavar con agua destilada.

Las secciones representativas de tejido fijado en formalina e incluido en
parafina fueron utilizadas para analisis posteriores. La evaluacion del grado nuclear

se realiz6 conforme al sistema de clasificacion de la Sociedad Internacional de
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Patologia Urolégica (ISUP), de acuerdo con la OMS Clasificaciéon de Tumores.

Para el procedimiento de tincion, los portaobjetos fueron lavados inicialmente
con agua jabonosa, seguidos de tres enjuagues con agua destilada, enjuague con
metanol y secado al aire a temperatura ambiente. La inmunotincién se realiz6
utilizando el sistema automatizado Ventana (modelo Benchmark ULTRA, No
05342716001; Ventana Medical Systems). La recuperacion antigénica se realizd con
la soluciéon Discovery CC1 (Cat. 950-500, CCA1, prediluida, pH 8.0; Roche Diagnostics)
durante 64 minutos a 100°C.

De acuerdo con el protocolo del sistema Ventana, se realizaron pasos de
bloqueo de actividad peroxidasa enddégena de manera automatizada.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo monoclonal de raton
anti-CTLA-4 (Cat. No. BSB 2880, clon BSB-88; Bio SB), anticuerpo monoclonal de
conejo anti-PD-L1 (Cat. No. 790-4905, clon SP263; Ventana Medical Systems) y
anticuerpo monoclonal de conejo anti-CD3 (Cat. No. 790-4341, clon 2GV6; Ventana
Medical Systems), todos diluidos a 1:50 y aplicados durante 32 minutos a 37°C. La
reaccion secundaria se realizd con el kit de deteccion Ventana OptiView DAB (Cat.
No. 760-099; Ventana Medical Systems) para anti-CTLA-4 y anti-PD-L1, y el kit de
detecciéon AEC (Cat. No. 760-020; Ventana Medical Systems) para anti-CD3 durante
12 minutos adicionales.

Todos los procedimientos de tincion se realizaron meticulosamente siguiendo
las instrucciones del fabricante para garantizar la consistencia y reproducibilidad de
los resultados. El andlisis clinico fue realizado por tres patdélogos clinicos. Las
laminillas completas fueron digitalizadas utilizando el escaner de portaobjetos
Ventana DP200 (No. 08303916001; Ventana Medical Systems), y el analisis posterior

fue realizado por los mismos tres patélogos clinicos.
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8.3 Analisis digital en inmunohistoquimica

A partir de los escaneos completos de laminillas, se seleccionaron
aleatoriamente entre 8 y 10 imagenes a 40x para su analisis detallado. Las laminillas
tefidas por inmunohistoquimica fueron analizadas mediante dos métodos: analisis
clinico convencional por patélogos calificados (evaluando el porcentaje de tejido
positivo) y analisis digital de las imagenes escaneadas utilizando el software QuPath
v0.5.1 para Windows(78). El analisis digital fue realizado por un investigador no

patdlogo capacitado, quien evalué el porcentaje de células positivas (Figura 2).

Todos los analisis se llevaron a cabo en toda la extension del nucleo tumoral,

debido a la baja celularidad del estroma circundante. El porcentaje de células positivas

se calculd utilizando la formula:

Porcentaje de células positivas = [Numero de células positivas / (NUmero

de células positivas + Numero de células negativas)] x 100

8.4 Digestion de tejidos

Para el analisis tisular, se procesaron mecanica y enzimaticamente 2g de tejido
tumoral y 2g de tejido renal adyacente en medio DMEM suplementado con 5% de
suero fetal bovino (FBS). Se trasladaron los tejidos y liquido a un tubo Falcon de 15ml.

Los tejidos se sometieron a una digestidon enzimatica con una soluciéon que
contenia colagenasa (500ul) (Cat. C9891; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a a
concentracion indicada por el fabricante, junto con hialuronidasa 10X (Cat. H3506;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 30 minutos. Los tubos Falcon se colocaron en
el IncuShaker a 37°C en agitacion a 200RPM durante 30 minutos.

Al término de la incubacion se agregaron 10ml de DPBS frio y se centrifugd a
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200 xg durante 5 minutos a 4°C, se desechd el sobrenadante y se suspendio.
Posteriormente se agregaron 100yl de DNasa (Cat. 10104159001; Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) y se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Se agregaron 750pl de tripsina (Cat. 15090-046; Gibco, Waltham, MA) y EGTA (Cat.
E3889; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) que se incubaron a temperatura ambiente
durante un minuto.

Se agregaron 10ml de DPBS-FBS al 2% frio y se centrifugdé a 200xg durante 5
minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se suspendio.

A continuacién, se preparé la dispasa (25mg en 5ml de DPBS) (Cat. 17105041;
Gibco, Waltham, MA), Se agrego 1.5ml de la solucién de dispasa y se incubd durante
5 minutos. Se agregd nuevamente 50uL de DNasa mas 450ul de DPBS-FBS al 2% y
se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Se agregaron 2ml de una solucion de lisis de eritrocitos a base de cloruro de
amonio durante 10 minutos. Se centrifugd a 200xg por 5 minutos a 4°C, se desecho
el sobrenadante y se resuspendio.

Finalmente se elimind el material particulado mediante filtracién con un tamiz
celular de 70 ym (Falcon, Cat. 352350, Miami, FL). Las células recuperadas fueron
cuantificadas mediante camara de Neubauer, utilizando una mezcla de 90uL de azul
de tripano al 0.4% y 10uL de la suspension celular. Posteriormente, las células viables

fueron sometidas a tinciéon para su analisis por citometria de flujo.

8.5 Citometria de Flujo

Se tifid una suspension de 1x10° células de tejido para marcadores de linfocitos
y células mieloides durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para las muestras de
sangre, se utilizaron 50 yL de sangre venosa periférica total, que se tifieron

directamente y luego se sometieron a lisis de eritrocitos durante 20 minutos.
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Para las muestras de tejido se utilizaron 100uL para cada tubo y se afadieron
30uL del céctel de anticuerpos para la serie mieloide y 60uL para la serie linfoide. Se
incubaron en oscuridad durante 15 minutos. Posteriormente se anadieron 2mL de
PBS para cada uno de los tubos y se utilizé el vortex. Se centrifugaron a 1300rpm
durante 10 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante. Los tubos se resuspendieron
en 300uL de PBS para leerlos en el equipo de citometria de flujo.

El coctel de anticuerpos para linfocitos contenia: CD8 FITC (BD Cat. 555366,
clon RPA-T8, 20 yL/muestra), PD-1 CD279 PE (BD Cat. 557946, clon MIHA, 20
ML/muestra), C4 BV605 (BD Cat. 562658, clon RPA-T4, 5 yL/muestra), CD3 APC-Cy7
(BD Cat. 557832, clon SK7, 5 yL/muestra), TIM-3 Alexa Fluor 647 (BD Cat. 56558,
clon 7D3, 5 yL/muestra), LAG-3 PE (BD Cat. 565718, T47-530, 5 uL/muestra), CTLA-
4 BV421 (BD Cat. 562743, clon BNI3, 5 yL/muestra).

El coctel de anticuerpos para células mieloides incluy6: CD14 Alexa Flour (BD
Cat. 557700, clon M2E2, 5 pL/muestra), PD-L1 BV421 (BD Cat. 563738, clon MIH1,
5 uL/muestra), CD45 PE (BD Cat. 568136, HI30, 5 pyL/muestra) y solucion de
viabilidad 7-AAD (BD Cat. 559925, 5 yL/muestra).

Para cada muestra se adquirieron 100,000 eventos en el citometro de flujo
LSRFortessa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Los porcentajes de células
CD4*, CD8* y NKT se calcularon con respecto a la poblacién CD3*. Asimismo, los
porcentajes de linfocitos (CD14-SSClow), monocitos (CD14*SSClow), neutréfilos
(CD14-SSChigh) y macrofagos se calcularon con respecto a CD45".

La fluorescencia de PD-1, LAG-3, TIM-3 y CTLA-4 se evalué como intensidad
media de fluorescencia (MFI) en las siguientes poblaciones: CD3*/CD4* (células
CD4), CD3*/CD8* (células CD8) y CD3*/CD4/CD8" (células NKT). La fluorescencia
de PD-L1 se evalu6 en células con CD45*/CD14* (monocitos), y CD45"/CD14-

SSChigh (granulocitos) (Figura 4).
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8.6 Analisis Estadistico

Tras confirmar la distribucion paramétrica de los datos, se utilizaron pruebas t
no pareadas o ANOVA de una via con correccion de Bonferroni para comparaciones
entre dos o tres grupos, respectivamente. El analisis estadistico se realizé con los
programas GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software, Boston,
MA, EE.UU.) y Microsoft Excel. Para el analisis de correlaciéon se empleo la prueba
de Pearson. Se considero estadisticamente significativa una p <0.05. Las medidas de

tendencia central y dispersion se reportaron en las leyendas de las figuras.
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9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas Clinicas de los Participantes

Las caracteristicas de los pacientes estudiados se resumen en la Tabla 1. La
edad promedio de los pacientes fue de 59.4 + 8 afios. La mayoria de los pacientes
fueron clasificados en estadio 3 en la escala pTNM y el 70% de los pacientes
presentaron tumores con un grado nuclear ISUP >3. El grupo control incluyo

participantes de la misma edad y comorbilidades (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la poblacién

Variable Parametro Controles ccRCC P-valor
(N=10) (N=20)
Edad (afios) Media [ D.E.) 60.8 (£ 6.0) 53.4 (+ 8.0) 0.61*
Min. 51 44
Max. 72 71
Sexo, N (%) Femenina 6 (60%) 6 (30%) NA
Masculino 4 (40%) 14 (70%)
pTNM, N Estadio 1 6 (30%)
Estadio 2 NA 2 (10%) NA
Estadio 3 10 (50%)
Estadio 4 2 (10%)
Grado Muclear, N (%6} Grado 2 6 (30%)
Grado 3 NA 9 (45%) NA
Grado 4 5 (25%)
Tamafio Tumoral {cm) Media (* D.E.) NA 8.2(+3.9) NA
Mecrosis, N (%) Area > 50% NA 2 [10%) NA
Area <50% 18 (90%)
Infiltracion tumoral, N (%) Positivo NA 4 (2085) NA
Negativo 16 (80%)

*Controles vs RCC, prueba T no pareada

9.2 Analisis de inmunohistoquimica del infiltrado inmune en
tejido tumoral de pacientes con ccRCC

En la imagen histolégica tefiida con hematoxilina y eosina (HyE) (Fig. 2) se
observa la interfase entre el tejido renal adyacente y la neoplasia de ccRCC. Esta zona
de transicion muestra un denso infiltrado inflamatorio créonico compuesto por células

mononucleares, acompafado de fibrosis intersticial y glomérulos esclerosados. Los
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glomérulos, visibles como estructuras redondeadas tefiidas de rosa, presentan esclerosis
con retraccion y colapso del penacho glomerular, indicativos de dafo isquémico y pérdida
funcional. Entre ellos se identifican tubulos renales con luz abierta, intersticio y vasos
sanguineos. Justo después de la interfase, se distingue la zona tumoral con las
caracteristicas células de citoplasma claro propias del ccRCC. Esta imagen resalta la

relacion directa entre el parénquima renal normal, el dafo inflamatorio crénico, y la

proliferacion neoplasica.

Figura 2. Co eﬁidb con H

Se observa la interfase entre el tejido renal y ccRCC, evidenciando inflamacion crénica, fibrosis, glomérulos
esclerosados e infiltrado mononuclear adyacente al area tumoral. La flecha negra indica glomérulos esclerosados
dentro del parénquima renal no tumoral, mientras que la flecha azul sefala el area tumoral correspondiente al ccRCC.
Ejemplo representativo de una muestra histoldgica de paciente con ccRCC diagnosticado. Aumento 5X.

Se tifieron secciones seriadas de tejido tumoral de RCC para los marcadores
CD3, CTLA-4 y PD-L1. La tincion de IHQ para CD3 (Fig.2), utilizando cromégeno AEC
(color rojo), revela una infiltracion elevada de linfocitos T en el tejido tumoral de un
paciente con ccRCC. Las células positivas se observan como pequefios elementos
redondeados con citoplasma rojo y nucleo azul, distribuidos entre las células tumorales

claras, las cuales no expresan el marcador (negativas). Estas células tumorales se
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reconocen por su citoplasma amplio y claro y sus nucleos tefidos con hematoxilina. La
distribucion de los linfocitos CD3 sugiere un patrén de infiltracibn no organizada,

caracteristico del microambiente tumoral inmunorregulado de ccRCC.
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Figura 3 Tinci()ﬁ de inmunohistoquimica para CD3 en ccRCC

Se observa infiltrado de linfocitos T (CD3, en rojo) entre las células tumorales de citoplasma claro, negativas al
marcador. Las flechas negras sefialan linfocitos T CD3* infiltrando el parénquima tumoral. Aumento 20X.

La tincién de IHQ para PD-L1 (Fig.4), utilizando el cromégeno DAB (3,3’-
Diaminobenzidina), muestra un patrén de positividad membranosa en células inmunes
infiltrantes del estroma tumoral. Estas células, identificadas morfolégicamente como
linfocitos 0 macréfagos, se localizan predominantemente en la periferia de la neoplasia,
formando un borde de linfocitos infiltrantes como parte de la respuesta inmunitaria del
huésped. Las células tumorales con citoplasma claro no expresan PD-L1, evidenciando
negatividad para el marcador. La presencia de PD-L1 en el estroma sugiere un
microambiente inmunosupresor activo y refleja una interaccion dinamica entre las

células del sistema inmune y el tumor.
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Figura 4 Tincién de inmunohistoquimica para PD-L1 en cRCC

Se observa un patron de positividad membranosa en células inmunes del estroma tumoral, localizadas en la periferia

de la neoplasia. Las flechas negras indican células inmunes PD-L1* (en marrdon) en la regién estromal peritumoral.
Aumento 20X.

Un patron similar se observé para la marca de CTLA-4 (Fig.5), con expresion
citoplasmatica focal en células inmunes estromales, sin marcaje en las células

neoplasicas.

20X
Figura 5 Tincién de inmunohistoquimica para CTLA-4 en ccRCC

Se observa un patrén de positividad membranosa en células inmunes del estroma tumoral, localizadas
en la periferia de la neoplasia. Las flechas negras indican células inmunes CTLA-4* (en marrén) en la regién
estromal peritumoral. Aumento 20X.
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Tras la evaluacién clinica de las muestras, comparamos dos métodos
adicionales de andlisis realizados en imagenes digitales escaneadas de laminas de

tejido. Todos los analisis se realizaron en el nucleo del tumor (Fig.6).

CTLA-4 PD-L1

Después de realizar IHC, se evaluaren las tinciones positivas en el nticleo con los

siguientes enfoques:

+ Clinico: porcentaje de tejido positivo seglin la evaluacién clinica realizada por
un patdlogo

. érvgg!: porcentaje del area tefida obtenida con la férmula {(drea positiva en
mm?/érea total en mm?)*100)

* Células®: porcentaje de células positivas obtenidas con la férmula ((#células
positivas/#células totales)*100)

Figura 6 Analisis de inmunohistoquimica

Después de definir el centro del tumor (A), se evalué un area muestreada aleatoriamente para la
presencia de células o area positivas (B) como porcentajes. El area positiva se definié en relacién con el area total
del nucleo. Las células positivas se definieron en relacion con la suma de células positivas y negativas en el area
del nucleo.

Casi todas las muestras analizadas resultaron positivas para CD3, algunas con
mas del 40% del tejido tefido (Figura 7A). En contraste, la mayoria de las laminillas
tefiidas para CTLA-4 (Figura 7C) y PD-L1 (Figura 7E) fueron negativas o mostraron
una tincidon escasa para estos biomarcadores.

El desempeino de ambos métodos de cuantificacion fue similar de acuerdo con

los analisis de correlacién de Pearson para CD3 (Figura 7B) y CTLA-4
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(Figura 7D), pero no se alcanzé significancia
Estos resultados confirmaron que los tumores

infiltrados por linfocitos, pero, a diferencia de la

infiltracion se asocia con un mal prondéstico.
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Figura 7 El biomarcador CD3 fue positivo en la mayoria de las muestras tumorales obtenidas de pacientes con

RCC

El tejido tumoral fue analizado mediante inmunohistoquimica para los biomarcadores (A) CD3, (C) CTLA-
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4, y PD-L1 (E). El porcentaje de tejido positivo fue cuantificado mediante dos métodos: evaluacion clinica por tres
patélogos y andlisis digital de laminillas escaneadas utilizando el software QuPath. Los paneles B, D y F muestran

una correlacién entre ambos métodos para cada marcador. Analisis de correlacion de Pearson, N=20 pacientes.

9.3 Comparacion entre las técnicas de inmunohistoquimica y
citometria de flujo en la evaluacion de biomarcadores
inmunes

Dada la naturaleza semicuantitativa de la inmunohistoquimica (IHQ), a
continuacion, se busco comparar el desempefio de la citometria de flujo (CF) en la
evaluacion de los mismos biomarcadores, especificamente CTLA-4 y PD-L1, dentro de

las subpoblaciones linfocitarias definidas por la expresién de CD3, CD4 y CD8.

Para ello, una muestra de tejido tumoral fue sometida a digestion enzimatica y
posteriormente tefiida para su analisis por citometria. Los resultados obtenidos se
correlacionaron con los datos de IHQ mediante la prueba de correlacion de Pearson
(Figura 9A). En las comparaciones paralelas, la mayoria de las variables no mostraron
correlacion significativa; no obstante, se identificaron correlaciones positivas entre CD3
y PD-L1 (Figura 9B), asi como entre CTLA-4 y el porcentaje de células CD3*CD4-CD8"

(células T doblemente negativas, probablemente células NKT; Figura 9C).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la citometria de flujo representa una
herramienta valiosa como método complementario para la evaluacion del riesgo en
pacientes con ccRCC. Los analisis de CTLA-4 y PD-L1 se realizaron en linfocitos y

células mieloides, respectivamente. (Fig.8)
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Figura 8 Analisis de citometria de flujo

Los linfocitos se definieron por morfologia y combinaciones de CD3, CD4 y CD8 (A). Las células mieloides
se definieron por morfologia y combinaciones de CD45 y CD14 (B). Los valores de expresion para los marcadores
de agotamiento se mostraron como cambios de pliegue en relacién con los valores FMO
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Figura 9 Los biomarcadores tisulares mostraron una correlacion heterogénea entre los métodos de analisis
por inmunohistoquimica y citometria de flujo

En paralelo al analisis de IHQ, el tejido tumoral fue disgregado y tefiido para CD3, CD4, CD8, CTLA-4 y
PD-L1 con fines de analisis citométrico. (A) Los parametros obtenidos de IHQ y citometria de flujo (CF) fueron
comparados mediante la prueba de correlacién de Pearson. (B) Se observaron correlaciones positivas entre CD3
y PD-L1, y (C) entre CTLA-4 y el porcentaje de células tumorales CD3+CD4+CD8+. Andlisis de correlacién de
Pearson, N=13-14 pacientes.
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9.4 Evaluacion del microambiente inmune en tejido renal,
tumor y sangre periférica de pacientes con ccRCC

A continuacion, mediante analisis por citometria de flujo, se cuantificd el

porcentaje de leucocitos (células CD45%) en tejido tumoral y en tejido renal adyacente

no neoplasico (rindn) de 12 pacientes con ccRCC (Fig.10). Los resultados muestran

un aumento significativo en la proporcion de células CD45* en el tumor comparado

con el rindn peritumoral (p<0.05, prueba de Mann-Whitney). Este incremento sugiere

una infiltraciéon activa del tumor por parte del sistema inmunoldgico, reflejando la

presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y macréfagos asociados al tumor

(TAMS).
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Figura 10 Porcentaje de células CD45+ en tejido tumoral y renal adyacente de paciente con ccRCC

N=12. Media = D.E. Se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney; p < 0.05.

Se realizd un analisis de composicion inmunolégica del infiltrado leucocitario

en sangre periférica, tejido tumoral y tejido renal adyacente de 20 pacientes con

41



ccRCC, comparado con 10 controles sanos (Fig.11). La figura muestra la proporcién
relativa de subpoblaciones mieloides (Fig.11A) y linfoides (Fig.11B). En el panel A, se
observa que los controles (bct) presentan una proporcion equilibrada entre monocitos
y células polimorfonucleares antes (bt0) y después (bt1) de la nefrectomia. En tejido
tumoral (ttm), se destaca un marcado aumento en la proporcién de macréfagos,
ausente en otras condiciones. En el panel B, los linfocitos CD8* son la subpoblacién
predominante en tejido tumoral, a diferencia de los controles y del tejido renal

adyacente (tkd), donde se observa una mayor proporcion de linfocitos CD4+.
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Figura 11. Distribucion de células mieloides y linfoides en sangre periférica y tejidos de pacientes con
ccRCC.

Se muestran las proporciones medias de células mieloides y linfoides en diferentes compartimentos analizados por

citometria de flujo. BCT: sangre venosa periférica de controles sanos; BTO: sangre venosa periférica de pacientes
antes de la nefrectomia; BT1: sangre venosa periférica de pacientes después de la nefrectomia; TKD: tejido renal
tumoral; TTM: tejido tumoral. N=20.

no
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Se analizd6 la expresion periférica de biomarcadores de agotamiento
inmunolégico por medio de citometria de flujo, en comparacion con sujetos control
sanos (Figura 12). Nuestros resultados mostraron que los pacientes presentaban
proporciones andmalas de leucocitos sanguineos en comparacion con los valores
observados en los controles sanos. Ademas, en el tejido tumoral, los linfocitos fueron
células predominantes, seguidos por macréfagos (Figura 12A). Dentro de las
subpoblaciones linfocitarias, no se observaron diferencias en sangre, pero el tumor
mostré una infiltracion de células CD8* y CD3-DN, con una evidente ausencia de

linfocitos CD4* (Figura 12B).

La expresiéon de los biomarcadores de agotamiento fue dependiente del
fenotipo, con distintos niveles de expresion respecto a los leucocitos de los
participantes sanos. (Figura 12C). Por ejemplo, la expresion de PD-1y TIM-3 aumenté
unicamente en células CD3*; sin embargo, al considerar todas las poblaciones
linfocitarias (T, B y NK), los resultados mostraron una disminucion en la expresion de

LAG-3 y CTLA-4, sin cambios significativos en PD-1y TIM-3.

La expresion de PD-L1 se encontré disminuida tanto en sangre (Figura 12C)
como en los monocitos dentro del tejido tumoral (Figura 12D). Exceptuando PD-1, la
expresion de todos los marcadores analizados fue menor en el tumor en comparacion
con sangre periférica en pacientes con ccRCC localizado (Figura 12D). De manera
interesante, solo la subpoblacién de células CD3-DN mostré una mayor expresion de

PD-1 (no mostrado).
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En conjunto, estos resultados sugieren que la expresion sistémica de estos

biomarcadores puede distinguir a los pacientes con RCC de los controles sanos,

aunque probablemente con un bajo grado de especificidad. En cuanto a su utilidad

para la evaluacion del riesgo, aun no esta claro el significado clinico de la presencia

o0 ausencia de dichos biomarcadores
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Figura 12. Los pacientes con RCC presentaron alteraciones en la dinamica de leucocitos y en biomarcadores

sanguineos en comparacion con los controles sanos.

La dinamica de leucocitos se compar6 entre pacientes (sangre) y controles sanos (Ctrl) en sangre y

entre tumor y sangre en loa pacientes. (A) Los pacientes mostraron alteraciones en la proporcion de leucocitos
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en sangre en comparacion con los controles sanos, y la infiltracion tisular estuvo dominada por linfocitos. (B) No
se observaron alteraciones en las subpoblaciones de linfocitos en sangre, pero el tejido tumoral mostré una
marcada ausencia de células T CD4+. (C) En Sangre y (D) en tejido tumoral, los leucocitos presentaron un perfil
caracteristico de expresion de biomarcadores de agotamiento, evaluado por citometria de flujo. Se utilizo la
prueba t no pareada para las comparaciones estadisticas entre sangre de controles y pacientes, asi como entre
tumor y sangre en los pacientes. N=5-10. Media + D.E. CD3-DN: Células CD3+CD4-CD8-; Mono= monocitos;
Todos: incluidos todos los linfocitos (T, B y NKT).

A continuacion, se cuantifico las marcas asociadas al agotamiento linfoide PD-
1, CTLA-4, LAG-3 y TIM-3 entre los distintos tejidos, incluyendo ahora el tejido renal
adyacente dentro de las subpoblaciones linfocitarias CD4*, CD8* y NKT de pacientes
con ccRCC (Figura 12). Consistentemente, los linfocitos CD8" son las células que
mayoritariamente expresan PD-1 independientemente del tejido medido (Fig. 12A).
Por otro lado, la marca CTLA-4 es consistentemente expresada por los linfocitos CD4*
en proporciones comparables entre tejidos (Fig. 13B). En contraste, no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de LAG-3 y TIM-3 entre los tejidos (Fig.13C
y 13D). Lo anterior sugiere que las marcas de inhibicion funcional linfoide se modulan
distintamente entre poblaciones linfoides y que la cooperacion entre subpoblaciones

de linfocitos T es indispensable.
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Figura 13. Expresion de marcadores de agotamiento en linfocitos en sangre, rifion y tumor de pacientes con
ccRCC.

Expresion de PD-1 (A), CTLA-4 (B), LAG-3 (C) y TIM-3 (D) en linfocitos CD4*, CD8* y NKT en sangre,
tejido renal y tumoral (N=18). Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparacién entre grupos. *p <0.05, **p

<0.01, ***p < 0.001. Datos expresados como media + D.E.
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A

9.5 Asociacion entre grado tumoral y marcadores de
agotamiento en ccRCC

Para evaluar la relevancia de los datos obtenidos por citometria de flujo, se

compard la expresion de biomarcadores entre dos subgrupos de pacientes de

acuerdo con el grado nuclear (Fig. 14A). Se observé que los tumores de mayor grado

presentaron un mayor tamarno (Fig. 14B), un incremento en el porcentaje de linfocitos

tanto en sangre (no mostrado) como en tejido tumoral (Fig. 14C), pero niveles

reducidos de receptores PD-1 en los linfocitos sanguineos (Fig. 14D). Estos datos

podrian predecir una menor respuesta a la inmunoterapia dirigida contra PD-1 en

estadios avanzados de la enfermedad.

Andlisis de datos segln grado tumaral en pacientes con RCC

Grado 2 Grado 4 Valor P
Datos Clinicos
Edad (afios) 6l.5 8.6 602 7.7 0.783
pTumor [TNM) L5+0.8 2.8+£1.2 0.046
% CD3" 14.3+£226 541241 0.020
% CTLA-4° 17 + 26.3 4.2+ 88 0.329
% PD-L1* 0505 1. 8+£85 0.243
Datos de Citometrfa de Flujo (Tumot)
% Monocitos 13.2+139 118+95 0.865
% Linfocitos 70.5£17.2 E5E+16.3 0.213
PD-lBiMFl] 1580+ 845 1579 + 2568 0.778
LAG-EBiMFI] 885372 917+ 628 0.932
Tim-3% {MFL) 498 +301 1125+ 1105 0.315
CTLA#L*{MFI] 393 + 255 825+ 449 0.145
PD-L1% (MFI) 0721178 5279+ 3298 0.206
Datos de Citometria de Flujo [Sangre)
% Monocitos Tx18 235+ 204 0.158
% Linfocitos 23.5+6.2 E78+£228 0.027
PD-lBiMFl] 2580+ 267 1462 + 636 0.023
LAG-EBiMFI] 3317+ 1282 1987 £ 1051 0.205
TIM-EBiMFI] 1008 + 283 1880 + 1268 0.228
CTLAaﬂL"l:MFI] 2776+ 3436 2785+ 2000 0.997
pD-L1" (MFL) BE28 + 2962 4499 + 3460 0.386

Media + DE: A, Inmunohistoguimica tumoral: B, Expresion en
linfocitos; C, Expresion en monocitos.
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Figura 14. Los tumores de alto grado muestran linfocitosis y disminucion en la expresion de PD-1 en sangre.

(A) Los pacientes fueron clasificados segin el grado nuclear y se sometieron a comparaciones

multiparamétricas. (B y C) Los pacientes con tumores de grado 4 presentaron un mayor tamafio tumoral (B), mayor

inmunotincién para CD3 (C) y un incremento en el porcentaje de linfocitos circulantes (no mostrado). (D) En contraste,

los pacientes con RCC de grado 4 mostraron una disminucion en la expresion de PD-1 en sangre. Prueba t no pareada.

N=3-6 pacientes por muestra. Media + D.E.

9.6 Evaluacion inmunoldgica pre y post-nefrectomia en
pacientes con ccRCC

Para evaluar el efecto de la nefrectomia terapéutica sobre los biomarcadores
periféricos en sangre, analizamos los receptores linfocitarios antes de la intervencion
quirurgica y tras 8 a 12 meses de seguimiento (Fig. 15). Se observaron cambios en
los biomarcadores PD-1 y PD-L1, aunque sin significancia estadistica, posiblemente
debido al tamafio reducido de nuestra muestra. De forma interesante, el porcentaje
de monocitos en sangre permanecié sin cambios (Fig. 15B), mientras que el
porcentaje de linfocitos aumenté tras el seguimiento (Fig. 15C). Un analisis mas
detallado indic6 que los linfocitos CD4 no se modificaron (Fig. 15D), pero los linfocitos
CD8 disminuyeron (Fig. 15E), con un aumento concomitante de las células CD3+DN
(Fig. 15F). En conjunto, estos datos sugieren que la extirpacion quirdrgica del tumor
afecto las subpoblaciones de linfocitos citotoxicos sin alterar la expresion basal de los

biomarcadores de agotamiento evaluados.
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Cambios en los parametros sanguineos después de la nefrectomia

Parametros (% o MFI) Basal (tD.E.) Seguimiento (£ D.E.} WValorP
Monaocitos (%) 7.O0x+25 79+24 0323
PD-L1 7BE0 = 3647 11155 + 5676 0.097

Todos los Linfocitos (%) 344+ 203 371+234 0746
CD3 Linfocitos (%) 136+12.4 343+165 0.008
PD-1 4019 + 1510 5317 £ 2210 0.152

LAG-3 5618 + 2624 5622 £+ 5148 0938

TIN-3 1736 +321 1897 + BOB 0.603

CTLA-4 10037 3637 13557 + 6015 0.245

CD4 Linfocitos (%) 44 3+8 4 514+151 0.229
PD-1 3499 + 1127 4252 + 737 0.083

LAG-3 5130 + 1847 4300 + 2683 0442

TIN-3 1494 + 383 1613 + 512 0573

CTLA-4 9962 + 3744 11639 + 2966 0.349

CDE Linfocitos (%) 29.2+11.7 189+88 0.037
PD-1 3960 + 1184 4580 + 978 0.216

LAG-3 4998 + 1913 4156 + 3161 0.493

TIN-3 1590 +402 1642 + 563 0.819

CTLA-4 B869 + 3034 9932 + 3107 0533

CD3-DN Linfocitos (3:) B2+x27 120+71 0.032
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Figura 15. Tras la nefrectomia, el desequilibrio de los linfocitos en sangre se restaura sin afectar la expresion
de los biomarcadores.

(A) Los parametros sanguineos fueron reevaluados 12 meses después de la nefrectomia terapéutica. Los
linfocitos circulantes regresaron a porcentajes fisioldgicos, pero los biomarcadores de agotamiento evaluados no
mostraron cambios. (B) Los monocitos y (D) los linfocitos CD4* nos mostraron cambios después del seguimiento. (C)
Los linfocitos CD3* y (E) los CD8* regresaron a valores fisiolégicos tras el seguimiento. (F) La poblacién de células
CD3*CD4-CD8  aumentd después de la nefrectomia; véase el texto para discusion. Prueba t no pareada. N= 9-14

pacientes por muestra. Media + D.E.
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9.7 Cambio en el Porcentaje de Leucocitos en Sangre Venosa
Periférica Antes y Después de Nefrectomia en pacientes con
ccRCC

Se analiz6 la sangre venosa periférica de los pacientes con ccRCC en dos
momentos diferentes: antes de la nefrectomia radical (bt0) y seis meses después de
la cirugia (bt1) (Fig. 16). Los resultados muestran cambios significativos en las
poblaciones sanguineas; se observé un aumento significativo en el porcentaje de
granulocitos (Fig 16A) en sangre seis meses después de la nefrectomia en
comparacion con los niveles antes de la cirugia. En contraste, los monocitos (Fig.
16B) mostraron una disminucion significativa en su porcentaje entre bt0 y bt1,
indicando una reduccion en esta poblacion celular tras la intervencion. Asimismo, el
porcentaje de linfocitos también disminuyd significativamente en bt1 (Fig. 16C). Estos
cambios en la composicion de las células sanguineas sugieren una respuesta

inmunitaria relacionada con la reduccion de la carga tumoral en pacientes con ccRCC.

Los resultados en el caso de los linfocitos CD8* (Fig. 16D) no mostraron
cambios significativos en los porcentajes entre ambos tiempos, lo que sugiere una
estabilidad en esta poblacion de células citotoxicas tras la cirugia. Para los linfocitos
CD4* (Fig. 16E), tampoco se detectaron diferencias significativas, indicando que esta
subpoblacion de células T se mantiene relativamente constante en ambos momentos.
Sin embargo, los linfocitos NKT (Fig. 16F) mostraron una disminucion significativa en
bt1 en comparacién con bt0, lo cual podria estar asociado a la reduccién de la carga
tumoral o cambios en el microambiente tumoral tras la intervencion.

Estos datos sugieren que, aunque algunas subpoblaciones de linfocitos no

varian después de la nefrectomia, las células NKT presentan una disminucién notable,
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lo que podria tener implicaciones en la respuesta inmunitaria postquirdrgica en
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Figura 16. Graficos de dispersion conectados que representan los porcentajes de granulocitos, monocitos y

linfocitos en sangre venosa periférica antes y después de la nefrectomia radical en pacientes con ccRCC.

(A) Granulocitos, (B) Monocitos, (C) Linfocitos totales, (D) Linfocitos CD8*, (E) Linfocitos CD4*, (F) Linfocitos NKT.
Se muestran cambios individuales por paciente entre el tiempo preoperatorio (bt0) y postoperatorio (bt1). Los
analisis se realizaron mediante la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas. El valor de p se indica como

*p<0.05, **p<0.01.

Finalmente, se evaluaron los subgrupos de linfocitos antes y después de la
nefrectomia radical. La Figura 17 muestra dos conjuntos de graficos que representan
los porcentajes de linfocitos CD8* (Fig. 17A y D), CD4*(Fig. 17By E) y NKT* (Fig.17C
y F) para los marcadores de agotamiento PD-1y CTLA-4 en sangre venosa periférica
de pacientes con ccRCC. En el panel A los graficos muestran una disminucién

significativa en la expresion de PD-1 en los tres subgrupos de linfocitos. Por otro lado,
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la marca de CTLA-4 unicamente disminuyo en los linfocitos CD4".
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Figura 17. Graficos de dispersiéon conectados que representan los porcentajes de linfocitos CD8+, CD4+ y

NKT+ en sangre venosa periférica.

(A) Marcador de agotamiento PD-1. Estos datos indican cambios en la composicion de las células
sanguineas en pacientes con ccRCC antes y después de la nefrectomia radical. Prueba Wilcoxon. El valor de p
se indica como *p<0.05, **p<0.01. (B) Marcador de agotamiento CTLA-4. Estos datos indican cambios en la
composicion de las células sanguineas en pacientes con ccRCC antes y después de la nefrectomia radical.

Prueba Wilcoxon. El valor de p se indica como *p<0.05.

53



10.DISCUSION

El carcinoma renal es una enfermedad neoplasica que afecta a pacientes en
su sexta y séptima década de vida®. Entre sus variantes, hasta el 80% de los
diagndsticos corresponden al ccRCC, una enfermedad agresiva caracterizada por su
quimio resistencia intrinseca y mal pronéstico(5). En etapas tempranas, el ccRCC
puede curarse practicamente nefrectomia; sin embargo, la enfermedad avanzada
requiere el uso de terapias mas recientes y prometedoras, como la inmunoterapia y
los tratamientos sistémicos dirigidos(24). Estas terapias presentan diversos desafios,
y actualmente no existen herramientas validadas para seleccionar adecuadamente a
los pacientes candidatos en términos de respuesta clinica y aparicion de eventos
adversos(’®). Para abordar esta problematica, nos propusimos describir la expresion
de cinco biomarcadores comunmente utilizados en inmunoterapia (PD-1, PD-L1,
LAG-3, TIM-3 y CTLA-4) en tejidos obtenidos de un grupo de pacientes con ccRCC
localizado.

Nuestros resultados coinciden con reportes previos que describen al ccRCC
como un tumor altamente inmunogénico, mostrando una elevada expresién de CD3,
pero niveles moderados de CTLA-4 y PD-L1 (Fig. 7, paneles A, C y E,
respectivamente). En la mayoria de los canceres, una alta expresién de CD3 se
asocia generalmente a un buen prondstico; sin embargo, en el caso del ccRCC, la
evidencia sugiere lo contrario(11,39,65). Al analizar la inmunotincion tisular, se
observo una correlacion positiva entre el analisis clinico de la IHQ y el analisis digital
con QuPath para CD3 y CTLA-4, pero no para PD-L1 (Fig. 7, paneles B, D y F), lo

cual respalda la utilidad de métodos alternativos de cuantificacion. Ademas, no se
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encontraron correlaciones directas entre la IHQ y la citometria de flujo para los
mismos marcadores (por ejemplo, CTLA-4/CTLA-4 y PD-L1/PD-L1), aunque si se
observaron correlaciones positivas entre CD3/PD-L1 y CTLA-4/células CD3-DN (Fig.
9), lo que sugiere una estrecha relaciéon entre los ligandos de agotamiento y sus
receptores correspondientes en los linfocitos infiltrantes.

Realizamos un analisis comparativo entre tejido tumoral y tejido renal
adyacente, el cual reveldé un incremento significativo en el porcentaje de células
CD45* dentro del tumor (Fig. 10), lo que sugiere una mayor infiltracién de leucocitos
en el microambiente tumoral. Esta observacion es consistente con la respuesta
inmunitaria que suelen desencadenar los tumores, la cual conduce al reclutamiento e
infiltracion de células inmunes hacia el sitio tumoral. CD45* se expresa en niveles
elevados en diversas células inmunes, incluidas las células linfoides infiltrantes de
tumor (TILs) y los macrofagos asociados al tumor (TAMs). EI aumento en la
proporcidn de células CD45"* en el tejido tumoral refleja la presencia activa de estas
poblaciones inmunes en el microambiente tumoral©).

Posteriormente, llevamos a cabo un analisis detallado de la composicidon
inmunoldgica del infiltrado leucocitario en sangre periférica, tejido tumoral y tejido
renal adyacente (Fig. 11). En el compartimiento de células mieloides (Fig. 11A), los
linfocitos constituyeron la poblacion predominante en todos los grupos, tanto en
sangre como en tejidos, mientras que en el compartimiento linfoide (Fig. 11B), se
observo una notoria reduccion de linfocitos CD4* en el tejido tumoral, acompafado
por un aumento relativo de linfocitos CD8* y NKT. Este cambio fenotipico podria
indicar una respuesta inmune disfuncional asociado al agotamiento dentro del
TME®.

Mas adelante, analizamos la expresion del panel completo de biomarcadores

en tres localizaciones: leucocitos tumorales en pacientes, leucocitos en sangre
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periférica de los mismos pacientes y leucocitos en sangre periférica de controles
sanos pareados por edad (Fig. 12). Los resultados mostraron que los pacientes
presentaban proporciones andmalas de leucocitos en sangre comparados con los
controles sanos (Fig. 12A), asi como una ausencia marcada de linfocitos CD4* en el
tejido tumoral, acompafada por un aumento relativo de linfocitos CD3-DN (Fig. 12B).
Una baja infiltraciéon de linfocitos CD4 ha sido asociada con un mal prondstico en
pacientes con sarcoma y carcinoma cervicouterino®283), |La abundancia relativa de
linfocitos CD3-DN (posiblemente células NKT) podria estar relacionada con la
capacidad intrinseca de estas células para reconocer antigenos lipidicos®4-87),
Ademas, el RCC se ha asociado con la presencia de linfocitos circulantes doble
positivos (CD4*, CD8*) y con linfocitos tumorales pobremente reactivos en ensayos
ex vivo(®889) Estudios previos han propuesto el uso del cociente neutréfilo-linfocito®?
y los niveles séricos de proteina C reactiva(61) como posibles biomarcadores costo-
efectivos para predecir la respuesta a inmunoterapia en pacientes con RCC.

En sangre, los pacientes con ccRCC mostraron una mayor expresion de PD-1
y TIM-3 en linfocitos CD3*, junto con una menor expresion de PD-L1 en células
CD14* en comparacion con los controles sanos (Fig.12C). Ademas, dentro del mismo
grupo de pacientes, el tejido tumoral mostré una menor expresion de LAG-3, TIM-3 y
CTLA-4 en linfocitos CD3* asi como una disminucion en la expresion de PD-L1 en
células CD14* en comparacioén con los leucocitos en sangre periférica, lo que sugiere
alteraciones funcionales mas profundas en los leucocitos infiltrantes del tumor (Fig.
12D). Estos resultados podrian explicar la falta de respuesta a inmunoterapia a pesar
de la elevada infiltracion linfocitaria. En este sentido, es importante destacar que el
agotamiento inmune no es un fendmeno mediado por un solo receptor, sino que
involucra multiples receptores®'), lo cual resalta el valor potencial de la citometria de

flujp como método complementario para evaluar el agotamiento inmunoldgico,
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aunque seran necesarios estudios confirmatorios. Dado que la mayoria de los
estudios de citometria en este campo tienen fines prondsticos o predictivos®?, nuestro
estudio se plante6 unicamente con un enfoque descriptivo respecto a la expresion de
estos biomarcadores.

Los resultados obtenidos en la Figura 13 profundizan en la caracterizacion de
la expresion de marcadores de agotamiento de acuerdo con la localizacion y
subpoblacién linfoide. Observamos que la expresién de PD-1 (Fig. 13A) fue mayor en
linfocitos CD4+, CD8+ y NKT en sangre y tejido renal adyacente, con una reduccion
notable en el tumor. Sin embargo, los linfocitos CD4+ del tumor conservaron una
expresion elevada de PD-1, lo que puede representar un subgrupo funcionalmente
agotado. En cuanto a CTLA-4 (Fig. 13B), su expresiéon disminuyo significativamente
en el tejido tumoral en comparacién con los otros tejidos. Estos hallazgos resultan
particularmente relevantes al considerar el papel de los TILs como mediadores clave
de la inmunidad antitumoral en el RCC(®3), Un dato valioso de este analisis es que la
expresion de PD-1 y CTLA-4 en linfocitos T, puede medirse en sangre, lo cual
representa una alternativa no invasiva para evaluar marcadores asociados al
agotamiento inmunoldgico para identificar a los pacientes que responderian mejor a
la inmunoterapia con ICI.

Para evaluar la relevancia clinica de la expresién de biomarcadores en
pacientes con RCC, dividimos el grupo segun el grado nuclear, dada la conocida
relacion inversa entre el grado nuclear y el desenlace clinico(8,94). Nuestros
resultados indicaron que los tumores de grado 4 presentaron mayor tamafio, mayor
infiltracion tumoral por células CD3", linfocitosis en sangre y una disminucién en la
expresion de PD-1 en sangre, todo esto en comparacion con tumores de grado 2 (Fig.
14). De forma interesante, el analisis de citometria del tejido tumoral no logré detectar

estas diferencias asociadas al grado nuclear.
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Finalmente, para evaluar las variaciones a corto plazo en los biomarcadores
sanguineos, analizamos la expresion de receptores de agotamiento antes y después
de la nefrectomia en un subgrupo de pacientes. Aunque la expresion de todos los
biomarcadores permanecié estable, se observaron cambios relevantes en la
proporcidn de linfocitos citotoxicos, lo que sugiere una revision homeostatica hacia
valores fisioldgicos sin alteraciones adicionales en los linfocitos CD4* ni en las células
mieloides (Fig. 15). Este hallazgo concuerda con datos previos que muestran
alteraciones en la dinamica leucocitaria asociadas a la progresion del RCC, aunque
limitadas a pacientes de bajo riesgo(®.

Somos conscientes de las limitaciones de nuestro estudio, entre ellas, el
reducido numero de participantes, el seguimiento a corto plazo y el enfoque limitado
a fenotipos celulares CD3* y CD14* en la evaluacion de biomarcadores de
agotamiento. Sin embargo, consideramos que nuestros hallazgos son valiosos debido
al caracter clinico del estudio, el uso combinado de inmunohistoquimica y citometria
de flujo, el analisis simultaneo de tejido tumoral y sangre, y la inclusion homogénea
de pacientes con RCC localizado. En el futuro, sera necesario realizar un estudio
prospectivo para evaluar la relevancia clinica de estos biomarcadores como
herramientas prondsticas y predictivas que guien el uso de inmunoterapia en

pacientes con RCC.
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11.Perspectivas Futuras

Actualmente existen diversas limitaciones que impiden la implementacion
formal de biomarcadores para predecir la respuesta a los inhibidores de puntos de
control inmunitarios. Una de las principales barreras es la inconsistencia en los
resultados reportados, la cual se atribuye, en gran medida, a la heterogeneidad de las
poblaciones estudiadas y al reducido numero de pacientes incluidos en los analisis
clinicos. Esta falta de representatividad limita la generalizacion de los hallazgos y

dificulta el establecimiento de criterios clinicos sélidos.

Adicionalmente, la ausencia de estandarizacion en los métodos experimentales
y reactivos utilizados ha obstaculizado la replicacion de estudios pioneros en distintos
contextos clinicos. Esta variabilidad metodolégica genera discrepancias en los

resultados obtenidos y retrasa la validacion de biomarcadores con potencial clinico.

Otro desafio importante radica en el conocimiento limitado de los mecanismos
de resistencia a ICls y su relacion con la expresion de los posibles biomarcadores.
Esta falta de comprension no solo dificulta la prediccion de la eficacia terapéutica, sino
también la evaluacion de la seguridad clinica del uso de inmunoterapia, especialmente

en pacientes con enfermedad avanzada o comorbilidades asociadas.

Finalmente, la resistencia intrinseca del RCC a la quimioterapia y la necesidad
de implementar esquemas terapéuticos complejos y combinados plantean un
obstaculo adicional para establecer un enfoque racional y uniforme en el estudio de la

expresion de biomarcadores tumorales.
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12.CONCLUSION

Los resultados de este estudio confirman que los marcadores de agotamiento
identificados en el microambiente tumoral también pueden ser detectados en linfocitos T
circulantes en pacientes con carcinoma de células renales subtipo células claras

(ccRCCQ).
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14. ANEXOS

14.1 Cartas Comité

@

DR. C. MARIO CESAR SALINAS CARMONA
Servicio de Inmunologia

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
Presente. -

Estimado Dr. C. Salinas

Por medio de la presente, me permito informarle que el Comité de Etica en Investigacion
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez™ ha revisado el informe 1P24-00041
presentado a este Comité, correspondiente al protocolo de investigacion clinica

Titulado “Deteccién de Expresion de Marcadores de Agotamiento de Linfocitos Ta
Nivel Local y Sistémico en Pacientes con CA de rifidon” registrado con la clave IN23-
00002.

Por lo que la aprobacion del estudio amba citado se mantiene vigente al 11 de enero de
2025, le pedimos atentamente nos siga manteniendo informados del avance anuaimente
de este proyecto, asi como de desviaciones o cambios del protocolo para eliminar peligros
inmediatos a los sujetos del estudio, cambios que incrementan el riesgo para los sujetos
ylo que afecten significativamente la conduccién del estudio, las reacciones adversas que
sean serias e inesperadas, al igual que de nueva informacién que pueda afectar en forma
adversa la seguridad de los sujetos o la conduccion del estudio.

Esta renovacion fue sometida a destiempo, sin embargo, de acuerdo a nuestros
procedimientos, el comité a mi cargo tiene como funcién principal salvaguardar la
seguridad y garantizar el bienestar y los derechos de todos los participantes en
investigacion desde que son reclutados hasta que finalizan su participacion en el estudio
Por lo que el seguimiento, vigilancia y proteccion que se les da a los mismos no se vid
afectado.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritalis”
Monterrey, Nuevo Ledn., a 03 de abnl de 2024

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
COMITE DE INVESTIGACION

Comité de Etica en Investigacion \
Av. Francaco | Made y Av Goruw an Cot Maras Corix YR B L M
Tedonos 8189 405 £ 207 2 2974 Correo Eleciror
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Presente. -
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Estimado Dr. C, Salinas:
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14.2 Protocolos

Protocolo de Digestion Enzimatica del Tejido Renal y Tumoral

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pesar 2g de tejido tumoral y 2g de tejido renal adyacente.

Colocar cada muestra en tubos Falcon de 15mL con medio DMEM + 5% FBS.
Agregar 500uL de colagenasa (Cat. C9891; Sigma-Aldrich) segun concentracién del
fabricante.

Agregar hialuronidasa 10X (Cat. H3506; Sigma-Aldrich).

Incubar en IncuShaker a 37°C, 200 RPM, durante 30 minutos.

Agregar 10mL de DPBS frio, centrifugar a 200xg, 5 min a 4°C.

Descartar sobrenadante y resuspender pellet celular.

Agregar 100uL de DNasa (Cat. 10104159001; Roche), incubar 1 min a temperatura
ambiente.

Agregar 750uL de tripsina (Cat. 15090-046; Gibco) y EGTA (Cat. E3889; Sigma-
Aldrich), incubar 1 min a temperatura ambiente.

Agregar 10mL de DPBS-FBS al 2% frio, centrifugar a 200xg, 5 min a 4°C.

Preparar dispasa: 25mg en 5mL de DPBS (Cat. 17105041; Gibco).

Agregar 1.5mL de dispasa, incubar 5 minutos.

Agregar 50uL de DNasa + 450uL de DPBS-FBS al 2%, incubar 1 min.

Agregar 2mL de solucion de lisis de eritrocitos con cloruro de amonio, incubar 10 min.
Centrifugar a 200xg, 5 min a 4°C y resuspender pellet.

Filtrar con tamiz celular de 70um (Cat. 352350; Falcon).

Contar células con camara de Neubauer usando azul de tripano (90uL azul 0.4% +

10uL de muestra).
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Protocolo de Extraccion de Células Mononucleares de Sangre Periférica
1. Recolectar 4mL de sangre venosa periférica en tubos con EDTA.

2. Diluir la sangre 1:1 con DPBS.

3. Entubos Falcon, colocar 3mL de Ficoll-Paque.

4. Agregar la mezcla de sangre con cuidado sobre la capa de Ficoll.

5. Centrifugar a 400 xg durante 30 minutos a temperatura ambiente, sin freno.
6. Recuperar la capa de interfase (PBMC).

7. Lavar con 10mL de DPBS, centrifugar a 200xg, 10 minutos.

8. Repetir el lavado.

9. Contar las células con camara de Neubauer usando azul de tripano.

10. Proceder a la tincion para citometria de flujo o almacenar a -80°C en FBS + 10%

DMSO.
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10.

11

12.

13.

Protocolo de Inmunohistoquimica
Cortar secciones de tejido fijado en formalina al 10% e incluido en parafina a 3-5um de
espesor.
Colocar en portaobjetos y hornear a 60°C por 30 minutos.
Desparafinar con xilol (3 cambios, 5 min cada uno).
Rehidratar en gradiente de alcoholes: absoluto (2x3 min), 96% (2min), 70% (2min).
Lavar con agua destilada.
Recuperacion antigénica: Discovery CC1 (pH 8.0) durante 64 min a 100°C (Ventana).
Lavar con metanol y secar al aire.
Bloquear peroxidasa enddégena automaticamente (sistema Ventana Benchmark ULTRA).
Incubar con anticuerpos primarios (1:50, 32 min a 37°C): CTLA-4 (BSB-88), PD-L1
(SP263), CD3 (2GV6).
Aplicar anticuerpos secundarios: DAB (anti-CTLA-4, anti PD-L1), AEC (anti-CD3) por 12

min.

. Lavar, deshidratar, montar con medio de montaje.

Digitalizar con escaner Ventana DP200.

Evaluacién por patdlogos y andlisis digital con QuPath v0.5.1.
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